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Morfogénesis gonadal de Physalaemus santafecinus y sus alteraciones por acción de 

disruptores estrogénicos 

RESUMEN 

En el presente trabajo se examinó el proceso de desarrollo gonadal, tanto a nivel de microscopía óptica 

como electrónica de barrido, en Physalaemus santafecinus, anuro autóctono de pequeño tamaño 

perteneciente a la familia Leptodactylidae. El proceso de diferenciación sexual responde a un patrón 

diferenciado, en el cual los esbozos gonadales se diferencian directamente en ovarios o testículos. Este 

patrón de diferenciación sexual es similar al de otras especies de anuros descriptas por otros autores, 

difiriendo únicamente en el momento de la diferenciación. En las hembras, la diferenciación 

histológica del ovario ocurrió en el E.34, mientras que los primeros folículos con oocitos en diplotene 

se observaron en el E.40. en los machos, la diferenciación del testículo se evidencio en el E.36, 

mientras que la formación de los lóbulos seminíferos se observó a partir del E.41. Estas observaciones 

indican un tipo básico de desarrollo gonadal para la especie en relación a su desarrollo somático. 

En una segunda parte de este trabajo, se analizó el efecto de la exposición al compuesto estrogénico 4-

nonilfenol (NF) en larvas de P. santafecinus mediante un método semiestático. En primer lugar, se 

evaluó la toxicidad letal del compuesto para larvas en E.25 a distintos tiempos de exposición dentro 

del rango de 72 a 168 h. Para 168 h de exposición,  se estimaron valores de concentración letal 

incipiente comprendidos entre 150 y 175 μg/L, correspondientes a los valores de NOEC y LOEC, 

respectivamente. Posteriormente, se realizó un ensayo de exposición crónica desde el E.25 hasta el 

final de la metamorfosis con el fin de evaluar el efecto del NF y del estrógeno 17β-estradiol (E2) sobre 

la diferenciación sexual de los ejemplares. La exposición a E2 durante el período de diferenciación 

sexual tuvo un notorio efecto estrogénico, direccionando el proceso de diferenciación hacia las 

hembras. La exposición a concentraciones relevantes de NF no tuvo un efecto estrogénico sobre la 

diferenciación gonadal de P. santafecinus. 

Palabras Claves: Anfibios, Anuros, Leptodactylidae, desarrollo gonadal, diferenciación sexual, 

foliculogénesis, morfología, histología, bioensayos, toxicidad letal, efectos subletales, disruptores 

endócrinos, estrógenos ambientales, alquilfenoles, nonilfenol, estradiol. 
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Gonadal morphogenesis of Physalaemus santafecinus and its alterations by the action of 

estrogenic disruptors 

ABSTRACT 

In the present work, the process of gonadal development was examined, both at the level of optic 

microscopy and scanning electron microscopy, in Physalaemus santafecinus, a native small anuran 

belonging to the family Leptodactylidae. The process of sex differentiation evidenced corresponds to a 

differentiated pattern, in which gonadal primordia differentiate directly into ovaries or testes. This 

pattern of sex differentiation is similar to that of other anuran species described by other authors, 

differing only in the time of differentiation. In females, histological differentiation of the ovary 

occurred at E.34, whereas the first follicles containing diplotene oocytes were observed at E.40. In 

males, testis differentiation was evidenced at E.36, whereas formation of seminiferous lobules was 

observed from E.41 onwards. This findings indicatea basic rate of gonadal development for the species 

in relation to somatic development.  

In a second part of this work, we analyzed the effect of exposure to the estrogenic compound 4-

nonylphenol (NF) on larvae of P. santafecinus by a semi-static method. First, lethal toxicity of NF for 

larvae in E.25 was assessed at different exposure periods within the range 72-168 h. For 168 h 

exposure, values of incipient lethal concentration were estimated between 150 and 175 μg/L, which 

correspond to NOEC and LOEC values, respectively. Subsequently, a chronic exposure test was 

conducted from E.25 until the end of metamorphosis in order to evaluate the effect of NF and the 

estrogen 17β-estradiol (E2) on sex differentiation of the specimens. The exposure to E2 during the 

period of sex differentiation had a notorious estrogenic effect, directing the differentiation process 

towards the females. Exposure to relevant concentrations of NF did not have an estrogenic effect on 

gonadal differentiation of P. santafecinus. 

 

Keywords: Amphibians, Anura, Leptodactylidae, gonadal development, sex differentiation, 

folliculogenesis, morphology, histology, laboratory essays, lethal toxicity, sublethal effects, endocrine 

disrupting compounds, environmental estrogens, alkylphenolic compounds, nonylphenol, estradiol. 
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1. Desarrollo gonadal y diferenciación sexual en anfibios. 

 

En los anfibios, el sexo está determinado genéticamente (Sugita et. al, 2001; 

Nakamura, 2009; Yoshimoto e Ito, 2011; Miura, 2017). Algunas especies presentan 

heterogametismo masculino (machos XY) mientras que otras son heterogaméticas femeninas 

(hembras ZW). Sin embargo, aproximadamente sólo el 4% de los anfibios estudiados poseen 

cromosomas sexuales heteromórficos (Norris & López, 2011; Miura, 2017). Se conoce 

además que factores ambientales como la temperatura y los contaminantes, pueden influir en 

el proceso de diferenciación sexual en algunas especies de anfibios, resultando en 

desviaciones de la proporción 1:1 de sexos (Hayes, 1998; Wallace et. al, 1999; Bögi et. al, 

2002; Eggert, 2004; Duarte-Guterman et. al, 2009; Nakamura, 2009, 2010; Langlois et. al, 

2010; Sarre et. al, 2011; Flament, 2016; Lambert et. al, 2016; Bai et. al, 2017). 

A nivel morfológico, las gónadas de los anfibios se organizan y desarrollan a partir de 

un par de crestas genitales de posición ventro-lateral a la vena cava, situada entre ambos 

riñones mesonéfricos. Las crestas genitales se forman por pliegues longitudinales del epitelio 

celómico en la región dorsal de la cavidad abdominal. Concomitantemente con la 

organización de las crestas genitales, ocurre la migración de las células germinales 

primordiales (CGPs) desde el endodermo presuntivo, en los anuros, o desde la placa 

mesodérmica lateral, en las salamandras (Humphrey, 1925; Franchi et. al, 1962; Viertel & 

Richter, 1999; Gilbert, 2010). Las CGPs se reúnen en la región central de las crestas genitales, 

permaneciendo los extremos libres de células germinales. Esta organización da lugar a tres 

regiones de la cresta genital. La región anterior o progonio da origen a los cuerpos grasos, la 

región central o mesogonio se organiza en el tejido gonadal propiamente dicho, mientras que 

el extremo posterior o epigonio permanece como un apéndice estéril, que puede 

ocasionalmente originar un cuerpo graso adicional (Witschi, 1929). Vistas en sección 
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transversal, las gónadas indiferenciadas aparecen como estructuras sólidas compuestas por 

una corteza externa que contiene tanto células somáticas como células germinales, y una 

médula interna, formada únicamente por células somáticas (Figura 1). Si bien el origen de las 

células medulares fue inicialmente un aspecto controversial de la gonadogénesis en anuros, en 

los último años diversos estudios han aportado claras evidencias de que la médula se origina a 

partir del epitelio celómico, al igual que la corteza (Merchant-Larios &Villalpando, 1981; 

Iwasawa & Yamaguchi, 1984; Tanimura & Iwasawa, 1988, 1989; Falconi et. al, 2004; Piprek 

et. al, 2010, 2017). Asimismo, algunos estudios han puesto en evidencia que las células 

medulares se organizan en “nudos” con distribución metamérica a lo largo de la gónada 

(Figura 2) (Ogielska & Kotusz, 2004; Piazza, 2006; Piprek et. al, 2014). Esta condición 

metamérica de la gónada de los anfibios fue descripta por primera vez por Witschi (1929), 

quien denominó gonómeros a los segmentos gonadales. Según el concepto de antagonismo 

córtico-medular (Witschi, 1929), se postula que la diferenciación sexual de la gónada depende 

del desarrollo diferencial de la corteza o la médula, y la regresión concomitante del otro 

tejido. Durante la diferenciación del ovario, la corteza se desarrolla con el progreso de la 

oogénesis, mientras que la médula se reduce al formarse la cavidad ovárica en su interior, 

permaneciendo las células medulares como un epitelio que reviste la cavidad en cada saco 

ovárico (Ogielska & Kotusz, 2004; Piazza, 2006; Piprek et. al, 2010) (Figuras 1, 2). En los 

machos, las células germinales invaden la médula, entremezclándose con las células 

somáticas. De este modo, la médula se reconoce por la distribución homogénea de ambos 

tipos celulares. Por su parte, la corteza queda reducida a un epitelio superficial que dará 

origen a la túnica albugínea (Figura 1). En ambos sexos, la gónada en desarrollo es invadida 

por fibroblastos y vasos sanguíneos provenientes del mesonefros, que ingresan a través del 

mesenterio gonadal y contribuyen al desarrollo del tejido intersticial. Dentro de los elementos 

celulares del tejido intersticial se encuentran los precursores de la células esteroidogénicas 
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(células tecales en el ovario y células de Leydig en el testículo) (Viertel & Richter, 1999; 

Piazza, 2006; Piprek et. al, 2010, Haczkiewicz & Ogielska, 2013). 

Un concepto poco conocido en relación a la oogénesis en los vertebrados es la 

formación de estructuras denominadas cistos como intermediarias en el desarrollo de los 

folículos ováricos a partir de las oogonias. Los cistos están formados por células germinales 

(oogonias secundarias u oocitos en etapas tempranas de la meiosis) interconectadas por 

puentes citoplasmáticos como resultado de una citocinesis incompleta. Las células germinales 

del cisto se encuentran circundadas por células prefoliculares periféricas, las cuales rodean 

individualmente cada oocito cuando éstos alcanzan el estadio de diplotene de la profase 

meiótica. De este modo, se generan múltiples folículos a partir de cada cisto (Pepling, 2006; 

Marlow, 2010). La formación de los cistos es un aspecto conservado de la oogénesis, 

habiendo sido reportada en distintas especies de invertebrados, como insectos (de Cuevas et. 

al, 1997; Pepling et. al, 1999) y vertebrados, como peces teleósteos, anfibios anuros y 

mamíferos (Pepling et. al, 1999; Matova & Cooley, 2001; Kloc et. al, 2004; Pepling, 2006; 

Saito et. al, 2007; Mazzoni et. al, 2010; Quagio-Grassiotto et. al, 2011; Wildner et. al, 2013; 

Meijide et. al, 2016). 
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Figura 1. Representación esquemática del desarrollo de las gónadas (ovario y testículo) en anfibios anuros con 

diferenciación sexual directa. (A) Formación de la cresta genital. (B) Proliferación de células epiteliales celómicas en 

la gónada indiferenciada. (C) Corteza y médula parcialmente separadas. (D) Corteza y médula separados por tejido 

mesenquimático, (E) Regresión de la médula y formación de la cavidad ovárica, (F) Desarrollo de folículos. (G) 

Ingreso de células germinales hacia la médula, (H) Crecimiento del mesénquima hacia la zona interna, corteza 

reducida a un epitelio superficial, (I) Formación de lóbulos seminíferos, rete testis y ductos eferentes. CE: célula del 

epitelio celómico; CGP: célula germinal primordial; CO: cavidad ovárica; CX: corteza; DE: ducto eferente; ES: 

epitelio superficial; F: célula folicular; GS: gonia secundaria; M: médula; MB: membrana basal; ME: mesénquima; O: 

oogonia; OD: oocito en diplotene; OT: oocito en meiosis temprana (leptotene-paquitene); R: rete testis; SC: 

espermatocito; SP: espermatogonia; TS: túbulo (lóbulo) seminífero. Modificado de Viertel & Richter (1999). 

 

 
 

Figura 2. Patrón general de diferenciación ovárica en anfibios anuros, mostrado en una especie hipotética que presenta 

siete sacos ováricos. Los estadios I a III corresponden a la gónada indiferenciada mientras que los estadios IV a X 

corresponden a la diferenciación del ovario. Nótese que las células somáticas medulares forman “nudos” metaméricos 

en cuyo interior se forma la cavidad ovárica. Modificado de Ogielska & Kotusz (2004). 
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El desarrollo gonadal fue estudiado con diverso grado de detalle en varias especies de 

anuros, tales como Rana sylvatica (Witschi, 1929), Rana cantabrigensis (Cheng, 1932), Rana 

esculenta (Padoa, 1942), Rana ornativentris (Iwasawa, 1969), Rana catesbeiana (Hsu & 

Lyang, 1970), Xenopus laevis (Wylie et al., 1976; Merchant-Larios & Villalpando, 1981; 

Iwasawa & Yamaguchi, 1984; Piprek et. al, 2017), Lithobates pipiens (Merchant-Larios & 

Villalpando, 1981), Bufo japonicus formosus (Tanimura & Iwasawa, 1986), Pelophylax 

nigromaculatus (Tanimura & Iwasawa, 1988), Bombina orientalis (Lopez, 1989), 

Rhacophorus arboreus (Tanimura & Iwasawa, 1989), Pelophylax ridibunda (Ogielska & 

Warner, 1990), Clinotarsus curtipes (Gramapurohit et. al, 2000), Rana dalmatina (Falconi et. 

al, 2001), Bufo bufo (Falconi et. al, 2004), Rhinella arenarum (Piazza, 2006), Xenopus 

tropicalis (Jamil et. al, 2008), Bombina variegata (Piprek et. al, 2010), Pseudis platensis, 

(Fabrezi et. al, 2010), Euphlyctis cyanophlyctis (Phuge & Gramapurohit, 2013), Scinax 

fuscovarius (Goldberg, 2015), Hylarana malabarica y Microhyla ornata (Mali & 

Gramapurohit, 2015), Dendropsophus labialis (Pinto-Erazo et. al, 2016) y Leptodactylus 

latrans (Bach, 2018). En el conjunto de dichas investigaciones, se destaca la escasez de 

estudios en especies neotropicales, solo abordados en años recientes. 

En anfibios anuros, se han caracterizaron dos modelos de diferenciación gonadal: 1) 

patrón diferenciado, en el cual la gónada indiferenciada se diferencia directamente en ovario o 

testículo, y 2) patrón indiferenciado, en el cual el esbozo gonadal se organiza inicialmente 

como ovario en todos los individuos y luego se diferencia en testículo en los machos, 

atravesando una fase de degeneración de oocitos (Hayes, 1998; Flament et. al, 2011; Mali & 

Gramapurohit, 2015). En algunas especies, se ha reportado un tercer tipo de diferenciación 

denominado semi-diferenciado, aunque se ha comprobado que éste representa en realidad una 

variante del tipo indiferenciado (Mali & Gramapurohit, 2015). La mayor parte de los anuros 
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presentan el patrón diferenciado; algunos ejemplos del patrón indiferenciado pueden 

encontrarse en R. arboreus (Tanimura & Iwasawa, 1989), C. curtipes (Gramapurohit et. al, 

2000), P. platensis (Fabrezi et. al, 2010), E. cyanophlyctis (Phuge & Gramapurohit, 2013) y 

H. malabarica (Mali & Gramapurohit, 2015). 

Por otro lado, existen variaciones entre las distintas especies de anuros en cuanto al 

momento de diferenciación sexual y la tasa de desarrollo gonadal en relación al estadio de 

desarrollo somático. Para el ovario, Ogielska & Kotusz (2004) describieron tres tipos de 

desarrollo: básico, acelerado y retardado. En las especies que presentan el patrón básico, la 

diferenciación del ovario ocurre durante la prometamorfosis (estadios 31-41 de Gosner) 

mientras que los primeros folículos se forman durante esta etapa, o más tardíamente, durante 

el clímax metamórfico (estadios 42-46 de Gosner) (ej: P. nigromaculatus, Tanimura & 

Iwasawa, 1988; B. orinetalis, Lopez, 1989; R. temporaria, Ogielska & Kotuzs, 2004; P. 

platensis, Fabrezi et. al, 2010; B. variegata, Piprek et. al, 2010; H. malabarica, Mali & 

Gramapurohit, 2015; X. laevis, Piprek et. al, 2017). En las especies con patrón acelerado, la 

diferenciación del ovario ocurre durante la premetamorfosis (estadios 25-30 de Gosner) 

mientras que los primeros folículos pueden observarse durante esta etapa o poco después, 

durante la prometamorfosis (ej: P. ridibunda, Ogielska & Wagner, 1990; C. curtipes, 

Gramapurohit et. al, 2000; P. lessonae y P. esculentus, Ogielska & Kotuzs, 2004; E. 

cyanophlyctis, Phuge & Gramapurohit, 2013; S. fuscovarius, Goldberg, 2015; M. ornata, Mali 

& Gramapurohit, 2015). Finalmente, en el patrón retardado, típico de Bufónidos, la 

diferenciación del ovario ocurre durante o luego de la metamorfosis, mientras que los 

primeros folículos aparecen en el período postmetamórfico (ej: Bufo woodhousii, King, 1908; 

B. japonicus formosus, Tanimura & Iwasawa, 1987; B. bufo, Falconi et. al, 2004; R. 

arenarum, Piazza, 2006). En cuanto al testículo, se ha observado que el momento de 

diferenciación también presenta variaciones entre las distintas especies, pudiendo ocurrir 
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durante la etapa larval, durante la metamorfosis, o incluso tardíamente en el período 

postmetamórfico (Goldberg, 2015; Mali & Gramapurohit, 2015). 

Las hormonas esteroides (estrógenos y andrógenos) juegan un rol fundamental en la 

diferenciación gonadal y el desarrollo de caracteres sexuales secundarios de los vertebrados 

(Adkins-Regan, 1987; Ottinger et. al, 2001; Devlin & Nagahama, 2002; Norris & Lopez, 

2011). Durante estos procesos se establece un mecanismo de señales intrínsecas entre las 

células sexuales y las células esteroidogénicas que controlan y dirigen la organización final de 

ovarios y testículos y regulan su función. Asimismo, las hormonas sexuales participan en la 

diferenciación del tracto reproductivo característico de cada sexo (Saunders et. al, 2000; Britt 

et. al, 2002, 2004; Pepe et. al, 2002; Juengel et. al, 2006; Arias-Alvarez et. al, 2007; Burkhart 

et. al, 2010). 

Diversos estudios efectuados en anfibios indican que los esteroides sexuales 

endógenos están implicados en la diferenciación gonadal (Yu et. al, 1993; Zaccanti et. al, 

1994; Chardard et. al, 1995; Petrini & Zaccanti, 1998; Chardard & Dournon, 1999; Miyata et. 

al, 1999; Miyata & Kubo, 2000; Flament et. al, 2011), si bien se han reportado casos en los 

que la diferenciación sexual precede el inicio de la esteroidogénesis gonadal (Gramapurohit 

et. al, 2000). Asimismo, se demostró la capacidad de los esteroides sexuales, administrados en 

forma exógena, para inducir la reversión completa del sexo o la aparición de intersexos 

gonadales en varias especies de anfibios anuros (Chang & Witschi, 1956; Richards & Nace, 

1978; Adkins-Regan, 1987; Villalpando & Merchant-Larios, 1990; Chang et. al, 1996; Hayes, 

1998; Hayes & Menéndez, 1999; Saidapur et. al, 2001; Mackenzie et. al, 2003; Hogan et. al, 

2008). En R. arboreus (Iwasawa et. al, 1979), Rana rugosa (Ohtani et. al, 1999) y X. laevis 

(Villalpando & Merchant-Larios, 1990) se demostró la existencia de un período crítico del 

desarrollo durante el cual las gónadas son sensibles a los esteroides sexuales. Por otra parte, 

ciertos estudios indican que un mismo esteroide puede inducir diferentes efectos en distintas 
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especies. Así, por ejemplo, la administración exógena de dosis similares de 17 β-estradiol (E2) 

indujo masculinización de ovarios en X. laevis (Gallien, 1953), no tuvo efectos en Rana 

japonica (Yoshikura, 1962) y provocó la feminización testicular en L. pipiens (Richards & 

Nace, 1978). Gallien (1962) también destacó que en la familia Ranidae, la administración de 

bajas dosis de E2 provoca feminización mientras que dosis elevadas producen el efecto 

contrario. Este mismo autor sugirió que los efectos de los esteroides sobre la diferenciación 

sexual estarían relacionados con el sexo heterogamético. Sin embargo, Hayes (1998) planteó 

que no existiría correspondencia entre la acción de estas hormonas y el sistema de 

determinación genética del sexo, ni con la filogenia del taxón. La variedad de efectos 

observados por la administración de esteroides dependería del tiempo y duración del 

tratamiento y particularmente de los mecanismos de incorporación y metabolismo hormonal, 

intrínsecos a cada especie (Chardard et. al, 2003). 

 

2. Los anfibios como bioindicadores de contaminación ambiental 

Los anfibios presentan características particulares por las cuales son considerados 

buenos bioindicadores de la calidad del ambiente: alta dependencia del medio en el que 

habitan, falta de migraciones, piel desnuda con elevada permeabilidad, huevos sin cáscara, 

imposibilidad de regular su temperatura corporal (ectotermia), y ciclo de vida bifásico 

dependiente tanto del medio acuático como del medio terrestre (Rabb, 1990; Blaustein & 

Kiesecker, 2002; Blaustein et. al, 2003). Al estar confinados al ambiente acuático durante la 

vida embrionaria y larval y criarse en áreas impactadas por desechos de la actividad agrícola, 

industrial y de zonas urbanas, los anfibios están a menudo expuestos a una gran variedad de 

sustancias químicas de origen antrópico. En particular, los embriones y larvas de anuros son 

organismos altamente susceptibles a los efectos adversos de diferentes xenobióticos, debido a 

su modo de vida y hábitos ecológicos. Por ello son buenos boindicadores de contaminación y 
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se utilizan comúnmente en evaluaciones ecotoxicológicas (Perez-Coll & Herkovits, 1990; 

Herkovits & Helguero, 1998; Kloas et. al, 1999; Hayes et. al, 2002; Lajmanovich et. al, 2003, 

2011, 2013; Aronzon et. al, 2011; Hutler Wolkowicz et. al, 2011). 

Desde la década del 80, la drástica reducción, y en ciertos casos desaparición, de 

algunas poblaciones de anfibios a nivel mundial comenzó a llamar la atención de la 

comunidad científica y herpetológica (Houlahan et. al, 2000; Lavilla et. al, 2000; Alford et. 

al, 2001; Stuart et. al, 2004; Young et. al, 2004). Desde entonces, se han llevado a cabo 

diversas investigaciones con el objetivo de identificar las causas de la disminución numérica 

global de las poblaciones de anfibios. Como resultado de estos estudios, se han propuesto 

varios factores como responsables de esta problemática, entre los cuales se destacan: a) la 

introducción de especies exóticas, b) el cambio climático, c) la radiación UV-B, d) la 

modificación y fragmentación del hábitat, e) las enfermedades emergentes, f) el comercio de 

especies, y g) la contaminación ambiental, particularmente el uso de plaguicidas (Davidson et. 

al, 2001; Young et. al, 2001; Lavilla, 2001; Collins & Storfer, 2003). Según la Unión 

Internacional para Conservación de la Naturaleza (UICN), las principales amenazas para la 

conservación de los anfibios son la pérdida del hábitat y la contaminación ambiental (Figura 

3). En nuestro país, algunas investigaciones han detectado la existencia de estos factores y 

proponen que podrían estar actuando a nivel local como factores perjudiciales para las 

comunidades de anfibios (Lavilla, 2001; Lavilla & Heatwole, 2010). Entre ellos, se puede 

mencionar la pérdida de hábitats naturales o seminaturales por conversión en áreas agrícolo-

ganaderas y la contaminación química por metales pesados, productos farmacéuticos y 

agroquímicos (Paruelo et. al, 2006; Jofré et. al, 2012; Elorriaga et. al, 2013; Ronco et. al, 

2016); la introducción de peces (Úbeda & Grigera, 2007; Barrionuevo & Ponssa, 2008) y 

anfibios exóticos (Pereyra et. al, 2006; Barrasso et. al, 2009; Akmentins & Cardozo, 2010; 

Sanabria et. al, 2011; Millitelo et. al, 2017), y finalmente el aumento en la incidencia de 
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enfermedades infecciosas emergentes, entre ellas ranavirus (Fox et. al, 2006) y 

quitridiomicosis (Herrera et. al, 2005; Arellano et. al, 2009; Ghirardi et. al, 2011; 2014; 

Delgado et. al, 2012; Agostini & Burrowes, 2015; Agostini et. al, 2015). 

 
 

Figura 3. Principales amenazas para la conservación de los anfibios según la UICN. Modificado de 

http://www.iucnredlist.org/initiatives/amphibians/analysis/major-threats. 

 

3. Disruptores endocrinos. Efectos de compuestos estrogénicos. 

En las últimas décadas, la comunidad científica ha alertado acerca de que muchas 

sustancias contaminantes, que frecuentemente están presentes en los ecosistemas como 

consecuencia de diversas actividades antrópicas, pueden actuar como disruptores hormonales 

modificando el funcionamiento del sistema endocrino de los animales silvestres (Fry & 

Toone, 1989; Colborn & Clement, 1992; Guilette & Crain, 1996; Crisp et. al, 1998; Arukwe 

& Goksoyr, 1998; Jobling et. al, 1998; Tyler et. al, 1998; Vos et. al, 2000). Los disruptores 

endocrinos son sustancias que ejercen su efecto ya sea imitando la acción de las hormonas 

endógenas o interfiriendo en su producción, liberación, metabolismo o eliminación (Tabb & 

Blumberg, 2006). Los estrógenos ambientales o xenoestrógenos son una de las clases 



~ 14 ~ 

 

principales de disruptores endócrinos hallados en el ambiente. Son compuestos que presentan 

una estructura molecular similar a la de los estrógenos endógenos. De modo general se unen a 

los receptores celulares interfiriendo la acción estrogénica (Soto et. al, 1991; Jobling & 

Sumpter, 1993; White et. al, 1994; Jobling et. al, 1996), aunque también pueden actuar a 

través de mecanismos independientes del receptor (Gillesby & Zacharewski, 1998; Lutz & 

Kloas, 1999). En este sentido, la alteración de las funciones normales de las hormonas 

sexuales puede modificar de manera significativa no sólo la morfogénesis y diferenciación del 

sistema genital sino que además podría conducir a cambios en el comportamiento de machos 

y hembras, e incluso a eventos de reversión del sexo. 

Dado que la diferenciación sexual en los anfibios está regulada y controlada por 

mecanismos endócrinos, este proceso podría verse afectado por la exposición a disruptores 

hormonales, particularmente los estrogénicos. Como ya se ha mencionado, en la mayoría de 

las especies, la diferenciación sexual ocurre durante la etapa larval acuática, período en el cual 

pueden estar expuestos a distintos compuestos acumulados en los cuerpos de agua (Kolpin et. 

al, 2002). En este sentido, se ha comprobado que la exposición a sustancias estrogénicas o 

antiandrogénicas durante el periodo crítico de organización y/o diferenciación gonadal 

provoca cambios del sexo fenotípico y alteraciones de caracteres sexuales secundarios en 

renacuajos y juveniles de anfibios (Kloas et. al, 1999; Hayes et. al, 2002; Mackenzie et. al, 

2003). 

Los alquifenoletoxilados (AFEs) se cuentan entre los tensioactivos no iónicos más 

ampliamente utilizados por el hombre, y dentro de ellos, los nonilfenoletoxilados (NFEs) 

constituyen el subgrupo mayoritario. Los AFEs se emplean como ingredientes en la 

elaboración de detergentes domésticos y presentan además numerosas aplicaciones 

industriales donde se los utiliza como agentes emulsificantes, dispersantes y solubilizantes. 

Entre sus usos más difundidos, se pueden mencionar la fabricación de pinturas, agroquímicos, 
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cosméticos, plásticos, pulpa y papel, así como su empleo en la industria textil y alimenticia 

(Ferrara et. al, 2001; Ying et. al, 2002). Los derivados metabólicos de los AFEs son 

generados en sistemas acuáticos por degradación biológica y frecuentemente persisten aún 

después del tratamiento de los efluentes. Se ha comprobado que los AFEs y sus 

intermediarios metabólicos poseen actividad estrogénica mediante la unión a receptores de 

estrógenos tanto in vivo como in vitro (Soto et. al, 1991; Jobling & Sumpter, 1993; White et. 

al, 1994; Knudsen & Pottinger, 1999; Céspedes et. al, 2004). La toxicidad y persistencia en el 

ambiente de los compuestos derivados supera a la de los compuestos precursores y se 

considera que la disrupción del sistema endócrino, producida a través de mecanismos que 

mimetizan las funciones estrogénicas, constituye su mayor efecto adverso sobre las 

poblaciones animales a mediano y a largo plazo (Ying et. al, 2002). 

Los AFEs y sus derivados son contaminantes ubicuos del ambiente acuático. El 

nonilfenol (NF) se encuentra entre los principales productos de su degradación. Debido a su 

baja solubilidad en agua, el NF se encuentra en mayor concentración en los sedimentos 

acuáticos que en las aguas superficiales. Asimismo, su carácter lipofílico le confiere la 

propiedad de acumularse en los tejidos grasos de los organismos acuáticos, es decir que es un 

compuesto bioacumulable (Ekelund et. al, 1990; Naylor, 1992; Ahel et. al, 1994). Si bien las 

vías de exposición a estos contaminantes son diversas, la exposición a través del agua 

contaminada es probablemente la ruta principal (Ying et. al, 2002), y por lo tanto sus efectos 

adversos pueden  manifestarse en mayor grado en animales acuáticos. En la actualidad, es en 

general reconocido que el NF y sus compuestos asociados son capaces de interferir la 

actividad estrogénica en diversos organismos acuáticos. En cuanto a sus efectos sobre los 

anfibios, Mann & Bidwell (2000) observaron alteraciones en el desarrollo de cuatros especies 

de anuros australianos, luego de la exposición a NFE. Aronzon et. al (2014) describieron una 

gran diversidad de efectos subletales en embriones y larvas de R. arenarum expuestos a NF. 
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Sone et. al (2004) evaluaron el efecto del NF en embriones de X. laevis reportando retraso en 

el crecimiento, microcefalia, flexiones del cuerpo, edema y enrollamiento anormal del asa 

intestinal. En la misma especie, Kloas et. al (1999) observaron diferencias significativas en la 

proporción de hembras entre los tratamientos con NF y el tratamiento control. En base a estos 

resultados, plantearon la posibilidad de que este compuesto podría causar feminización 

durante la diferenciación sexual en los anfibios. Si bien se han reportado efectos adversos 

sobre el desarrollo de las gónadas de algunas especies, es escasa la información referente a los 

efectos del NF sobre la diferenciación sexual primaria, por lo que los aportes que puedan 

realizarse en esta temática contribuirán a ampliar los conocimientos sobre los riesgos de este 

compuesto para los anfibios anuros. La comparación de la respuesta de distintas especies a 

agentes hormonales exógenos es una información fundamental para estimar el riesgo que 

corren las poblaciones de anfibios expuestas a los disruptores endócrinos (Mackenzie et. al, 

2003). 

A pesar de que el empleo de los AFEs ha sido prohibido o restringido en numerosas 

naciones, como en la Unión Europea y Canadá, estos compuestos siguen siendo ampliamente 

utilizados en numerosos países, incluyendo Argentina. El NF es el compuesto con mayor 

preponderancia en los ambientes acuáticos y por lo general su concentración en agua 

superficial es inferior a 10 μg/L (Bennie, 1999; Soares et. al, 2008). En nuestro país, si bien la 

incidencia de los AFEs y sus productos de degradación como parte de la contaminación de los 

cuerpos de agua y sistemas terrestres asociados es desconocida, es de esperar una 

contaminación importante de dichos ambientes como consecuencia del uso extendido e 

irrestricto de estos tensioactivos. A pesar de que son muy escasos los estudios sobre 

concentraciones de AFEs y sus derivados en matrices ambientales, determinaciones realizadas 

en muestras de agua superficial de arroyos de zonas urbanizadas e industrializadas han 
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establecidos concentraciones de hasta 12,2 µg/L de equivalentes tóxicos NF (Babay et. al, 

2014). 

Lo anteriormente expuesto pone de manifiesto la necesidad de profundizar los estudios 

de la morfogénesis gonadal en diversas especies de anuros y aportar información que 

contribuya a ampliar los conocimientos de los mecanismos implicados en la diferenciación 

sexual. Actualmente, se conoce el patrón de gonadogénesis en menos del 1% de las especies 

de anfibios anuros existentes y el momento de la diferenciación morfológica de las gónadas 

sigue siendo un tema de debate. Por este motivo, resulta importante estudiar los patrones de 

desarrollo gonadal y diferenciación sexual en nuevas especies y establecer descripciones 

precisas de los mismos. Esta información es sumamente importante en estudios 

ecotoxicológicos que evalúen posibles efectos adversos de contaminantes ambientales sobre 

el desarrollo gonadal, ya sea utilizándola como línea de base para realizar comparaciones, así 

como para evaluar períodos críticos en los que una especie puede ser más vulnerable a la 

acción de plaguicidas, compuestos estrogénicos o productos farmacéuticos (Goldberg, 2015). 

 

4. Especie empleada como modelo experimental: Physalaemus santafecinus 

Physalaemus santafecinus Barrios, 1965 (Figura 4), conocida como rana enana o 

ranita maulladora, es un anuro de pequeño tamaño perteneciente a la  familia Leptodactylidae. 

Es una especie que mide hasta 35 mm de longitud hocico-cloaca. Posee cuerpo globoso de 

aspecto bufonoide, con vientre blanquecino o levemente manchado y dorso ligeramente 

granular de color grisáceo con patrón de manchas irregulares, predominantemente 

longitudinales; cabeza redondeada en vista dorsal y hocico romo (Barrios, 1965). Son 

terrestres, más saltadoras que caminadoras. Habitan pastizales e isletas de montes cercanos a 

cuerpos de agua, muestran afinidad hacia los suelos arenosos (Zaracho et. al, 2011), como así 

también son habituales en zonas urbanas y ambientes agrícolas (Peltzer et. al, 2006; Duré et. 
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al, 2008). Se alimentan principalmente de isópteros, formícidos y ácaros (Duré, 1998; Duré 

et. al, 2008). Su distribución comprende a Paraguay (Brusquetti et. al, 2009) y las provincias 

de Santa Fe, Chaco, Formosa, Corrientes y Entre Ríos, en Argentina (Lavilla et. al, 2002; 

Vaira et. al, 2012) (Figura 5). 

P. santafecinus es una especie muy similar a P. biligonigerus, constituyendo uno de 

los casos de especies crípticas dentro del género. Ambas especies pueden distinguirse por el 

canto nupcial, así como por escasos caracteres anatómicos entre los que se destaca el color de 

los testículo (blanco grisáceo en P. santafecinus y negro en P. biligonigerus) (Barrios, 1971). 

P. santafecinus se reproduce en charchas temporales o lagunas semipermanentes y 

permanentes durante la estación estival, donde los machos vocalizan flotando desde la 

superficie del agua principalmente en regiones poco profunda y en áreas libres o con poca 

vegetación emergente, siendo fácilmente observables. Construye nidos de espuma flotantes o 

adheridos a pastos bajos (Figura 6). Su fecundidad oscila en alrededor de 500 huevos 

(Gallardo y Varela de Olmedo, 1992), de una tonalidad gris amarillenta y con un diámetro 

aproximado de 0,90 mm (Zaracho et. al, 2005). Los embriones se desarrollan en el nido y 

luego de la eclosión las larvas pasan al agua donde completan su desarrollo (Zaracho et. al, 

2011). A pesar de estar categorizada como "preocupación menor" por la UICN (Lavilla et. al, 

2004), la contaminación del suelo y aguas por efecto de agricultura, industrias y 

asentamientos humanos, suponen una amenaza a la conservación de esta especie, al igual que 

ocurre con la destrucción del hábitat. Debido a sus hábitos biológicos, P. santafecinus es una 

especie que podría estar expuesta y ser susceptible a diversos agentes contaminantes de origen 

antrópico como agroquímicos, desechos industriales y residuos urbanos. De aquí que los 

conocimientos que se generen a partir del presente estudio, adicionalmente constituirán 

información de base para estimar el grado de vulnerabilidad y amenaza para su conservación. 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Destrucci%C3%B3n_de_h%C3%A1bitat
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4.1. Clasificación taxonómica de la especie 

Phyllum: Chordata 

 Clase: Amphibia 

  Subclase: Lissamphibia 

   Orden: Anura 

    Familia: Leptodactylidae 

     Subfamilia: Leiuperinae 

      Género: Physalaemus 

       Especie: Physalaemus santafecinus 

 

 
 

Figura 4. Ejemplar adulto de Physalaemus santafecinus. Escala: 5mm. Fuente: https://deskgram.cc/ 

explore/tags/AmphibiansConservation. 
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Figura 5. Mapa de distribución geográfica de Physalaemus santafecinus. Fuente: IUCN (International Union for 

Conservation of Nature), Conservation International & NatureServe. 2018. Physalaemus santafecinus. The 

IUCN Red List of Threatened Species.  

 

 
 

Figura 6. Nido de espuma de Physalaemus santafecinus. Escala: 2 cm. Fuente: fotografía del autor. 
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Objetivos generales 

 Contribuir al conocimiento de los patrones de desarrollo y diferenciación gonadal en 

anuros Neotropicales. 

 Caracterizar las alteraciones del desarrollo gonadal de anfibios anuros causadas por la 

exposición a disruptores estrogénicos. 

 

Objetivos particulares 

 Caracterizar el patrón morfogenético de ovarios y testículos durante las etapas larval, 

metamórfica y juvenil temprana de P. santafecinus. 

 Secuenciar los eventos característicos del desarrollo gonadal en cada etapa. 

 Establecer los estadios críticos de organización y diferenciación de ovarios y testículos. 

 Comparar la secuencia organogenética de P. santafecinus con lo reportado para otras 

especies de anuros. 

 Evaluar la toxicidad letal del xenoestrógeno NF en estadios larvales tempranos de P. 

santafecinus. 

 Evaluar mediante bioensayos crónicos los efectos de la exposición a NF y E2 sobre el 

desarrollo gonadal y la diferenciación sexual de la especie. 

 Establecer la susceptibilidad de P. santafecinus a la acción de disruptores estrogénicos y 

compararla con lo reportado para otras especie de anuros. 

 

Estos objetivos se plantearon con el fin de poner a prueba las siguientes hipótesis: 

 Las gónadas de P. santafecinus se diferencian durante el período larval siguiendo un 

patrón diferenciado. 

 La exposición a disruptores endócrinos estrogénicos afecta el desarrollo gonadal y la 

diferenciación sexual de la especie. 
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1. Estudio de la morfogénesis del sistema urogenital 

 

1.1. Tareas de campo 

 

1.1.1. Obtención del material de estudio 

Se colectaron puestas de Physalaemus santafecinus durante el periodo reproductivo, 

entre los meses de octubre y abril del periodo 2012 - 2017. Para ello se realizaron salidas de 

campo dentro de las dependencias del Campus Universitario Corrientes de la Universidad 

Nacional del Nordeste (27°28’4”S; 58°46’58”O), Corrientes, Argentina, luego de eventos de 

lluvia. Las puestas fueron localizadas a partir de la identificación de los nidos de espuma, 

colectadas con copo de mano y trasladadas inmediatamente al laboratorio (Figura 7). 

El material biológico analizado para la descripción del desarrollo normal del sistema 

urogenital se encuentra depositado en la Colección Herpetológica de la Universidad Nacional 

del Nordeste (UNNEC 11217-11226). 

 

1.2. Tareas de laboratorio 

 

1.2.1. Cría en cautiverio 

Los nidos de espuma con embriones en desarrollo fueron mantenidos en el laboratorio 

a temperatura ambiente (24ºC-27ºC), en bateas plásticas de 5 L con agua corriente declorada. 

Luego de la eclosión, las larvas fueron alimentadas ad libitum con alimento granulado para 

peces (TetraColor Tropical Granules) (Figura 8). En el apéndice I se presenta la composición 

del alimento empleado. 
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Figura 7. a, b) Sitio de muestro Campus Universitario; c, d) detalle de la ubicación y el tamaño de los nidos de 

espuma de Physalaemus santafecinus. 

 

 
 

Figura 8. a) Nido de espuma post-recolección en batea plástica. b) Detalle de las larvas de Physalaemus 

santafecinus 
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1.2.2.  Selección y análisis de ejemplares 

Se fijaron ejemplares en distintos estadios del desarrollo dentro de los períodos 

premetamórfico, prometamórfico y clímax metamórfico. Para ello, los ejemplares fueron 

previamente sacrificados por inmersión en una solución de benzocaína (100 mg/L). La 

fijación se realizó en formaldehido 10% para el análisis del sistema urogenital mediante 

microscopía electrónica de barrido (MEB) y en solución de Bouin para el análisis histológico 

de las gónadas. En ambos casos, se realizó un corte en la región abdominal a fin de 

optmimizar la penetración del fijador. El estadio del desarrollo de los ejemplares se estableció 

en base a la clasificación propuesta por Gosner (1960). Asimismo, aproximadamente 50 

individuos se mantuvieron luego del clímax metamórfico en recipientes con arena/tierra 

húmeda y alimentación a base de termitas, para el análisis del sistema urogenital en la etapa 

juvenil. 

Los ejemplares fueron medidos con ocular micrométrico incorporado a lupa 

estereoscópica (Leica ES2) y calibre digital de 0,01 mm de precisión (ESSEX) (Figura 9a, b). 

Los datos registrados fueron:  

LHC: longitud hocico-cloaca 

LC: longitud de la cola 

 

1.2.3. Análisis del sistema urogenital por MEB 

Las larvas fijadas en distintos estadios del desarrollo fueron disecadas bajo lupa 

estereoscópica a fin de localizar el complejo riñón-gónada. El mismo fue aislado y procesado 

según técnicas convencionales para MEB: deshidratación en soluciones de concentración 

creciente de acetona, secado a punto crítico y metalización con oro-paladio. En el caso de los 

especímenes de menor tamaño, se procesó el cuerpo entero del ejemplar, eliminando el tubo 

digestivo. Las observaciones se realizaron en un microscopio JEOL JSM-5800 LV 
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perteneciente al servicio de microscopía de la Secretaría General de Ciencia y Técnica de la 

UNNE (Figura 9c). 

Se caracterizó la topografía y morfología del complejo riñón-gónada en diferentes 

estadios del desarrollo larval y metamórfico de la especie, así como en individuos de 30 días 

postmetamorfosis. Se examinaron cinco ejemplares de cada estadio y de cada puesta con el fin 

de minimizar las diferencias morfológicas individuales dentro de una misma puesta y entre las 

mismas. 

 
 

Figura 9. a) Calibre digital ESSEX; b) Lupa estereoscópica Leica ES2; c) Microscopio Electrónico de Barrido 

JEOL JSM-5800 LV. 

 

1.2.4. Análisis histológico de las gónadas 

El complejo riñón-gónada de tres ejemplares de cada estadio del desarrollo y de cada 

sexo (en la etapa posterior a la diferenciación sexual a nivel macroscópico) fue aislado y 

procesado según un protocolo convencional para preparaciones histológicas: deshidratación 

en soluciones de etanol de concentración creciente (70%, 80%, 96%) y alcohol butílico y 

posterior inclusión del material en parafina (Figura 10a, b). Las piezas fueron orientadas para 
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realizar cortes transversales con un micrótomo rotatorio ARACANO KD-1508A (Figura 10c). 

Las secciones de 7 µm de espesor fueron montadas y coloreadas con coloración convencional 

de hematoxilina-eosina (H-E) (Figura 10d). Las secciones histológicas fueron observadas y 

fotografiadas bajo un microscopio óptico Leica DM500 con una cámara digital Leica 

ICC50HD acoplada al mismo. La captura y el procesamiento de las imágenes se realizó con el 

programa ImageJ (Figura 10e). 

Se analizó la estructura histológica de las gónadas en diferentes estadios del desarrollo 

larval y metamórfico y se caracterizaron los eventos morfogenéticos de gonadogenesis, 

incluyendo la formación inicial de los esbozos gonadales, la diferenciación de ovarios y 

testículos y el desarrollo ovárico y testicular hasta el fin del clímax metamórfico. 
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Figura 10. Protocolo de preparación histológica. a) Baños de deshidratación en alcoholes de gradación 

creciente; b) Inclusión del material en parafina; c) Cortes con micrótomo rotatorio manual tipo Spencer; d) 

Coloración convencional (H-E);  e) Observación y registro de imágenes. 

 

2. Evaluación de los efectos de la exposición a nonilfenol 

La droga utilizada en los bioensayos fue 4-nonilfenol (NF) (Aldrich, pureza 97%) (Figura 11). 

 
 

Figura 11. Estructura y formula molecular del 4-nonilfenol (C15H24O). 
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Se realizaron dos tipos de bioensayos: 

- Exposición subcrónica hasta las 168 h, para evaluación de efectos letales del NF. 

- Exposición crónica hasta el clímax metamórfico, para evaluación de efectos subletales 

del NF. 

2.1. Bioensayos subcrónicos de toxicidad letal 

Para los bioensayos de toxicidad letal, se siguieron los lineamientos de la Norma 

IRAM 29112 (2008): Calidad ambiental – Calidad del agua. Determinación de la toxicidad 

letal aguda de sustancias en peces de agua dulce. Método semiestático.  

En primer lugar se realizó un ensayo preliminar de búsqueda de rango a fin de 

determinar el intervalo de concentraciones a utilizar en el ensayo definitivo. Para ello, se 

empleó una serie de seis concentraciones en progresión geométrica con un factor de 

concentración de 2 a partir de una concentración de 10 µg/L de NF. El rango de 

concentraciones se seleccionó en base a datos de toxicidad letal aguda de alquilfenoles para 

larvas de anfibios anuros disponibles en la literatura científica. Se preparó una solución madre 

de 5 mg/mL de NF en acetona (calidad analítica), la cual fue almacenada en oscuridad a 4ºC 

en frasco color caramelo. Como recipientes de ensayo se utilizaron cápsulas de Petri con 150 

mL de agua corriente declorada. En cada tratamiento, se adicionó al agua de ensayo el 

volumen de solución madre necesaria para obtener la concentración final deseada. Se 

realizaron dos tratamientos control, uno con acetona al 0,01% y otro con agua declorada 

únicamente. En cada recipiente se colocaron 10 larvas de tamaño uniforme en estadio 25 

(E.25). La exposición tuvo una duración de 96 h, renovándose diariamente el volumen total de  

solución de ensayo. La mortalidad fue evaluada cada 24 h, a partir de la ausencia de 

movimiento y/o el cambio de coloración y aspecto general de los ejemplares. Los individuos 

muertos fueron retirados y descartados. Durante el transcurso del bioensayo, las larvas fueron 

alimentadas con alimento para peces 5 h antes de la renovación del medio. 
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             Siguiendo la misma metodología, se realizaron los bioensayos definitivos, en los que 

se estableció un rango de cinco concentraciones de NF en base a los resultados del ensayo 

preliminar. La duración de la exposición fue de 168 h. Las concentraciones de NF  

seleccionadas estuvieron comprendidas entre 125 µg/L - 225 µg/L, valores correspondientes a 

la concentración más alta no letal y a una concentración que producía la muerte de todas las 

larvas al cabo de 168 h de exposición, respectivamente. Se preparó una solución madre de 5 

mg/mL de NF en acetona y a partir de la misma se adicionó el volumen necesario para 

obtener la concentración final correspondiente a cada tratamiento. Se realizaron dos 

tratamientos control, uno únicamente con agua declorada y el otro con acetona a la máxima 

concentración de ensayo (0,005%). Cada tratamiento se realizó por triplicado (Figura 12a). En 

cada recipiente se colocaron 10 larvas de tamaño uniforme en E.25. La relación 

biomasa/volumen en los recipientes de ensayo fue menor que 1 g/L. Cada 24 h, se evaluó la 

mortalidad y se renovó el volumen total de solución de ensayo. Las larvas fueron alimentadas 

durante el bioensayo con alimento para peces provisto 5 h antes del reemplazo del medio. 

             Los datos de mortalidad fueron analizados por el método Probit (Finney, 1971) 

mediante el empleo del programa Probit Analysis, versión 1.5 (USEPA, 2012) con el fin de 

estimar las concentraciones que producen 10%, 50% y 90% de mortalidad (concentraciones 

letales CL10, CL50 y CL90) a distintos tiempos de exposición. A partir de dichos valores se 

graficaron las curvas que representan los perfiles de toxicidad (curvas TOP). 

|           La concentración letal incipiente se estimó, en base a los valores de CL50, como el 

punto en el cual la curva 1/CL50 vs tiempo de exposición se hace paralela al eje de las X, 

según Newman (2015). Asimismo, se calculó la concentración umbral de letalidad, según 

Metcalfe (2012), como la media geométrica de X1 y X2 (CU= √X1.X2 ), donde: 

X1= menor CL50 registrada en el bioensayo. 
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X2= concentración más alta en la que se registra una mortalidad < 50%. 

             A partir de las concentraciones ensayadas, se estimaron los parámetros LOEC 

(concentración más baja que produce efecto) y NOEC (concentración más alta que no produce 

efecto). 

            Además de la mortalidad, se registraron efectos subletales tales como alteraciones 

morfológicas, depigmentación y cambios en el comportamiento (aletargamiento, movimientos 

erráticos, pérdida del equilibrio). 

             Los bioensayos se realizaron en un ambiente con temperatura de 24,5+1,5ºC y 

fotoperíodo de 12:12 h. Los ejemplares fueron aclimatados a las condiciones de laboratorio 

durante la semana previa a su realización. Durante las 24 h previas al inicio del bioensayo, se 

verificó que no aparecieran síntomas de enfermedad ni mortalidad en más del 10% de los 

organismos. Asimismo, los datos no fueron considerados en los casos en que la mortalidad en 

los controles fue superior al 10%. En el apéndice II se muestra la planilla utilizada para 

efectuar los registros durante los bioensayos. 

 

2.2. Bioensayo crónico de toxicidad subletal 

Se realizó un bioensayo crónico a fin de evaluar el efecto de la exposición a NF sobre 

el desarrollo gonadal y la diferenciación sexual de P. santafecinus. Las concentraciones 

nominales ensayadas fueron 1 µg/L, 10 µg/L y 100 µg/L NF, las cuales abarcan desde niveles 

ambientalmente relevantes (Ying et. al, 2002; Babay et. al, 2014) hasta concentraciones 

elevadas subletales. Asimismo, se realizó un tratamiento con 17β-estradiol (E2) en una 

concentración de 10 µg/L como control positivo de efecto feminizante, y dos tratamientos 

control, uno con agua declorada y otro con acetona a la máxima concentración de ensayo 

(0,005%). Cada tratamiento se efectuó por triplicado en cápsulas de Petri con 150 ml de 

solución de ensayo (Figura 12b). En cada recipiente se colocaron 10 larvas en E.25. La 
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exposición se realizó bajo un diseño semiestático con renovación del volumen total de los 

recipientes cada 48 h. Las soluciones madre de NF y E2 se prepararon en acetona (calidad 

analítica) cada 15 días y se almacenaron en oscuridad a 4ºC durante el transcurso del 

bioensayo. Al realizar cada recambio, se adicionó al agua de ensayo el volumen de solución 

madre necesario para obtener la concentración final correspondiente a cada tratamiento. 

El bioensayo se realizó en un ambiente con temperatura de 24,5+1,5ºC y fotoperíodo 

de 12:12 h. La posición de los recipientes fue modificada semanalmente a fin de minimizar 

los efectos de la ubicación espacial sobre el desarrollo. Las larvas fueron alimentadas durante 

el transcurso del bioensayo con alimento para peces suministrado 24 h antes de la renovación 

del medio. De este modo, se alternaban los días de alimentación con los días de recambio de 

las soluciones de ensayo. La exposición se prolongó durante todo el período larval y se 

interrumpió cuando al menos el 85% de los ejemplares de cada recipiente había completado la 

metamorfosis. Durante el transcurso del bioensayo, se registraron la mortalidad y la 

incidencia de anomalías en el desarrollo (morfológicas y de comportamiento). Asimismo, se 

registró el día en que cada individuo alcanzó el estadio 46 (final de la metamorfosis), 

determinándose en ese momento la LHC. Posteriormente, cada individuo fue sacrificado por 

inmersión en una solución de benzocaína y procesado para el análisis macroscópico y 

microscópico de las gónadas. El fenotipo sexual de cada ejemplar fue establecido a partir del 

análisis histológico de las gónadas y clasificado como hembra, macho o intersexo (definido 

por la presencia simultánea de células germinales de ambos sexos). A partir de dichos 

registros se determinó la proporción de sexos correspondiente a cada tratamiento. En el 

apéndice II se muestra la planilla utilizada para efectuar los registros durante el bioensayo. 
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Figura 12. Bioensayos de toxicida letal (a) y subletal (b). Cada tratamiento se realizó por triplicado empleando 

cápsulas de Petri con 150 mL de solución de ensayo. 

 

2.3. Análisis estadístico 

 Para la comparación de los valores de concentraciones letales de NF, se consideró una 

diferencia significativa cuando la relación CL mayor/CL menor superó el valor crítico 

correspondiente recomendado por APHA (1992). 

 Los valores de mortalidad luego de 168 h de exposición fueron analizados mediante 

ANOVA de una vía seguida de comparaciones post-hoc de Tukey para estimar los valores 

NOEC (concentración más alta que no produce mortalidad significativa) y LOEC 

(concentración más baja que produce mortalidad significativa). 

El tamaño corporal (LHC) de los ejemplares y el tiempo hasta finalizar la 

metamorfosis correspondiente a los distintos tratamientos fueron comparados mediante 



~ 35 ~ 

 

ANOVA de una vía seguida de comparaciones post-hoc de Tukey. Los porcentajes de 

mortalidad y las proporciones de sexo fueron cotejados mediante la prueba exacta de Fisher. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software Statistica 7.0. El nivel de 

significancia estadística para todas las pruebas se estableció con p<0,05. 

 

2.4. Medición de las concentraciones reales de NF en el bioensayo crónico 

A fin de evaluar la evolución temporal de las concentraciones reales de NF en el agua 

de ensayo, se prepararon recipientes con concentraciones nominales de 0 μg/L (control de 

solvente), 10 μg/L y 100 μg/L NF, por duplicado. A partir de cada recipiente, se tomó una 

muestra de 50 ml del agua de ensayo, a las 0 h, 24 h y 48 h. Las muestras fueron preservadas 

mediante el agregado de 0,5 ml de formaldehido 40% v/v, almacenadas a 4ºC en frascos de 

vidrio envueltos en papel de aluminio y procesadas durante la misma semana en que fueron 

obtenidas. 

Las muestras correspondientes a la concentración de 100 μg/L fueron directamente 

analizadas por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) acoplada a un detector de 

fluorescencia molecular, mientras que las correspondientes a la concentración de 10 μg/L 

fueron previamente procesadas según el protocolo que se detalla a continuación: 

1) Extracción en fase sólida en columnas de octadecil sílice (C-18) (Thermo Scientific, USA).  

a) Acondicionamiento de la columna con 5 ml de metanol. 

b) Equilibrio con 5 ml de agua miliQ. 

c) Percolado de la muestra de agua con un flujo de 5 ml/min, mediante aplicación de vacío. 

d) Elución de interferencias con 5 ml de agua miliQ. 

e) Secado mediante aplicación de vacío durante 20 min. 

f) Elución del analito con 5 ml de metanol, por gravedad. 
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Para armar las curvas de calibración se prepararon soluciones patrón de NF 

adicionando cantidades establecidas de una solución madre del compuesto al agua de ensayo. 

Las soluciones correspondientes a la curva de calibración para la concentración de 10 μg/L 

fueron procesadas en forma inmediata, del mismo modo que el indicado anteriormente. 

El sistema cromatográfico empleado consistió en una bomba Spectra Series P-200 (Thermo 

Separation Products, USA) y un detector Linear Fluor LC-305 (Linear Instruments, USA), 

con longitudes de onda de excitación y emisión de 230 y 300 nm, respectivamente. Se utilizó 

una columna de fase reversa de C-8 (250 x 4,6 mm, 5  μm, Grace, USA). La fase móvil 

consistió en una mezcla de metanol:agua (80:20% v/v) a un caudal de 1 ml/min. El volumen 

de extracto inyectado fue de 50 μl. Los datos fueron adquiridos y analizados con el programa 

EZChrom 6.8. Para la cuantificación se construyeron curvas de calibración de área de pico en 

función de la concentración, empleando el método de cuadrados mínimos. Las 

concentraciones de NF en las muestras fueron calculadas por interpolación sobre la curva de 

calibración, a partir del área correspondiente a cada una de ellas. Con los valores de las 

distintas réplicas, se determinaron las medias y las desviaciones estándar de cada 

concentración a los tiempos establecidos. 

 

3. Consideraciones éticas 

Los animales empleados en esta investigación fueron tratados según los principios 

establecidos en la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (ILAR USA, 

2011). 
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1. Desarrollo del sistema urogenital 

 

1.1. Mesonefros 

El riñón mesonéfrico comienza a esbozarse a partir del E.24-25. En el E.25, se observa 

bajo lupa estereoscópica una masa mesenquimatosa en la región dorsal posterior de la 

cavidad abdominal, próxima a la cloaca, en el lado derecho de la larva. En el lado 

izquierdo no se reconoce, bajo lupa estereoscópica, ninguna estructura comparable. El 

análisis con MEB revela la presencia de dos estructuras mesonéfricas, una derecha y 

otra izquierda, siendo la primera de mayor tamaño. La porción posterior de la masa 

mesonéfrica derecha es globosa, a diferencia de la porción anterior que se presenta 

comprimida lateralmente. La masa mesonéfrica izquierda no presenta diferencias 

apreciables en cuanto al diámetro lateral en toda su extensión. Estas características se 

presentan hasta aproximadamente el E.29 (Figura 13a-c). En los estadios 

subsiguientes, las masas mesonéfricas crecen en sentido antero-posterior (Figura 13d) 

manteniendo una clara diferencia de tamaño hasta aproximadamente el E.38. A partir 

del E.44, ambos riñones mesonéfricos muestran un tamaño semejante (Figura 13e). 
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Figura 13. Desarrollo del riñón mesonéfrico de Physalaemus santafecinus. MEB. a) E. 25; b) E. 27; c) E. 29; d) 

E. 33; e) E. 44. RMD: riñón mesonéfrico derecho; RMI: riñón mesonéfrico izquierdo. 
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1.2. Cuerpos grasos 

A partir del E.25, se observan esbozos de cuerpos grasos en el lado izquierdo de la 

cavidad abdominal, como masas de tejido ubicadas lateralmente al mesenterio dorsal, a la 

altura del bazo. Inicialmente son reconocibles hasta cuatro esbozos conteniendo células 

globosas (Figura 14a-c), de los cuales el posterior crece y se ramifica progresivamente, 

formando en estadios subsiguientes una estructura de aspecto digitiforme (Figura 14d, e). A 

partir del E.38, se observan los esbozos de los cuerpos grasos del lado derecho, también como 

masas de tejido formadas por células globosas, en posición anterior a la gónada (Figura 14f). 

Al final del periodo metamórfico, se evidencia una notable asimetría en el grado de desarrollo 

de ambos cuerpos grasos, siendo los del lado izquierdo de mayor tamaño que el derecho. En 

individuos de 30 días postmetamorfosis, los cuerpos grasos se observan como estructuras de 

coloración blanquecina que presentan múltiples digitaciones y posición más o menos 

equivalente, aunque los del lado derecho siguen siendo de menor tamaño que los del lado 

izquierdo (Figura 14g). 
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Figura 14. Desarrollo de los cuerpos grasos de Physalaemus santafecinus. MEB. a) E. 25; b), c) E. 27; d), e) E. 

33; f) E. 38; g) 30 días postmetamorfosis. CGD: cuerpo graso derecho; CGI: cuerpo graso izquierdo. 
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1.3. Gónadas 

Bajo MEB, los esbozos gonadales derecho e izquierdo se observan a partir del E.25 

como delgados cordones de tejido ubicados en la región dorso-medial de la cavidad 

abdominal, entre los cuerpos grasos y el tejido mesonéfrico. En este estadio no es posible 

identificar, a nivel anatómico, el esbozo gonadal como masculino o femenino (Figura 15a). A 

partir del E. 29, se distinguen los ovarios por la presencia de lobulaciones en el primordio 

gonadal (Figura 15b), mientras que los testículos se reconocen como un par de estructuras 

globosas con forma de clava (Figura 15c). En el E.38, los ovarios se observan como masas 

alargadas con cuatro lóbulos, ubicados en la región ventro-medial anterior del mesonefros 

(Figura 15d). Los lóbulos ováricos aumentan de tamaño progresivamente en los estadios 

subsiguientes y hacia el clímax metamórfico se hacen contorneados e irregulares (Figura 15f). 

En contraste, los testículos muestran un escaso desarrollo y permanecen visibles como un par 

de estructuras ovoides y de contorno liso (Figura 15e, g). Hacia el fin de la metamorfosis, se 

observa bajo lupa estereoscópica la presencia de pigmentación gris oscura en las gónadas de 

ambos sexos, siendo esta más pronunciada en los testículos que en los ovarios (Figura 16a, b). 

En los ovarios es posible distinguir de 5 a 6 lóbulos, con pequeños oocitos previtelogénicos en 

su interior (Figura 16a). En individuos de 30 días postmetamorfosis, las gónadas de ambos 

sexos muestran un desarrollo pronunciado y son fácilmente reconocibles entre los cuerpos 

grasos y los riñones mesonéfricos (Figura 15h, i). Los ovarios muestran lobulaciones muy 

desarrolladas (Figura 15h) mientras que los testículos conservan su forma oval, siendo en 

ocasiones uno de mayor tamaño que el otro (Figura 15 i). 
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Figura 15. Desarrollo gonadal de Physalaemus santafecinus. MEB. a) E. 25; b) E. 29 (hembra); c) E. 29 

(macho); d) E. 38 (hembra); e) E. 40 (macho); f) E. 44 (hembra); g) E. 44 (macho); h) 30 días postmetamorfosis 

(hembra); i) 30 días postmetamorfosis (macho). CGD: cuerpo graso derecho; CGI: cuerpo graso izquierdo; 

EGD: esbozo gonadal derecho; EGI: esbozo gonadal izquierdo; O: ovario; RMD: riñón mesonéfrico derecho; 

RMI: riñón mesonéfrico izquierdo; T: testículo. 
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Figura 16. Complejos riñón-gónada de Physalaemus santafecinus. Microscopio estereoscópico. a) E. 46 

(hembra); b) E. 46 (macho). O: ovario; RMD: riñón mesonéfrico derecho; RMI: riñón mesonéfrico izquierdo; 

T: testículo. El color amarillento se debe al fijador. Escala: 200µm. 

 

1.4. Histología gonadal 

1.4.1. Gónada indiferenciada 

En larvas en E.27, se observan en corte transversal dos pequeños esbozos gonadales a 

ambos lados de la vena cava posterior, formados por una o dos células germinales, 

voluminosas, con núcleo lobulado traslúcido, rodeadas por células somáticas pequeñas con 

núcleo basófilo (Figura 17a). Posteriormente, en el E.31, la gónada indiferenciada aumenta de 

tamaño y adquiere una estructura córtico-medular. La corteza está formada por células 

germinales, asociadas a células somáticas de sostén de posición periférica, mientras que la 

médula está formada únicamente por células somáticas (Figura 17b). 
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Figura 17. Gónada indiferenciada de Physalaemus santafecinus. MO. a) E. 27; b) E.31. C: corteza; CG: célula 

germinal; CS: célula somática; EG: esbozo gonadal; M: médula; VC: vena cava posterior. Escala: 10 µm. 

 

1.4.2. Diferenciación del ovario 

Los primeros signos histológicos de diferenciación ovárica se visualizan en el E.34 a 

partir de la formación de la cavidad ovárica y el inicio de la actividad meiótica de las células 

germinales. La cavidad ovárica se forma en la zona medular y es discontinua a lo largo del 

ovario, por lo cual en algunas secciones transversales se visualiza la cavidad, mientras que en 

otras el ovario se presenta como una estructura maciza (Figura 18a, b). El inicio de la meiosis 

se evidencia por la aparición de grupos de oocitos meióticos tempranos en un mismo estadio 

de la oogénesis, separados unos de otros por células somáticas de ubicación periférica. Estas 

estructuras se denominan cistos de oocitos en etapas tempranas de la meiosis y las células 

somáticas periféricas reciben el nombre de células prefoliculares (Figura 18b). Las oogonias 

aparecen como células aisladas con núcleo lobulado traslúcido, individualmente rodeadas por 

células somáticas de sostén (Figura 18a). En el E.36 se observa un incremento del tamaño de 

la cavidad ovárica en ciertas secciones, mientras que en otras se visualiza la estructura 

córtico-medular previamente descripta. La cavidad ovárica se encuentra tapizada por células 

somáticas medulares que forman un epitelio a su alrededor (Figura 18c). Hacia el fin de la 
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prometamorfosis (E.40), se evidencia el inicio de la foliculogénesis. Los folículos ováricos se 

forman cuando los oocitos que conforman un cisto alcanzan el estadio de diplotene y son 

individualmente rodeados por las células prefoliculares, las cuales pasan a denominarse 

células foliculares. Cada folículo está constituido por un oocito en crecimiento primario y 

células foliculares circundantes. Los núcleos de los oocitos en diplotene temprana son 

esféricos y de mayor tamaño que en los estadios previos de la meiosis, mientras que el 

citoplasma se torna ligeramente basófilo (Figura 18d). Durante el clímax metamórfico, se 

observan numerosos folículos en desarrollo en el interior del ovario. Los oocitos en 

crecimiento primario alcanzan hasta 40 µm de diámetro y se caracterizan por poseer un 

citoplasma basófilo y un núcleo esférico a ovalado, de gran tamaño, con multiples nucléolos 

periféricos. Dichos oocitos se encuentran arrestados en diplotene de la profase meiótica. En el 

carioplasma, se visualizan los cromosomas plumulados como hebras de cromatina condensada 

que forman un retículo. En la mayor parte las secciones, la cavidad ovárica se encuentra muy 

reducida debido al gran número de folículos en desarrollo. En el tejido intersticial presente 

entre los folículos se visualizan escasos cromatóforos de coloración amarronada. En la región 

períférica del ovario se observan oogonias aisladas y cistos con oocitos en etapas tempranas 

de la meiosis (Figuras 18e, f). 
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Figura 18. Diferenciación y desarrollo del ovario de Physalaemus santafecinus. MO. a) E.34; b) E.34; c) E.36; 

d) E.40; e) E.43; f) E.46. C: corteza; Ci: cisto; Cm: cromatóforos; CF: célula folicular; CpF: célula 

prefolicular; CS: célula somática de sostén; CO: cavidad ovárica; E: célula epitelial; M: médula; Og: oogonia; 

Ocp: oocito en crecimiento primario; Omt: oocito meiótico temprano; VC: vena cava posterior. Escalas: 20 µm 

(a, c, d, e, f); 10 µm (b). 
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1.4.3. Diferenciación del testículo 

En larvas en E.36, los testículos se presentan como estructuras macizas formadas por 

células germinales y células somáticas con distribución homogénea, sin distinguirse una zona 

cortical y otra medular (Figura 19a). En el E.39, se incrementa el número de células 

germinales y de células somáticas observadas en cortes transversales. Las células germinales 

(espermatogonias) presentan un núcleo lobulado y voluminoso, con cromatina laxa, y se 

encuentran asociadas a células somáticas (células de Sertoli) que poseen núcleos picnóticos de 

forma variable (Figura 19b). En los E. 41-44, se distinguen tabiques de células intersticiales 

planas entre los grupos de espermatogonias y células de Sertoli, delimitando los primeros 

lóbulos o cordones seminíferos. El tejido intersticial que separa los lóbulos seminíferos se 

desarrolla desde la periferia hacia el centro y es reconocible por la presencia de cromatóforos 

de coloración amarronada. En la región externa del testículo se observan células epiteliales 

planas (Figura 19c, d, e). Al final de la metamorfosis (E.46), los testículos presentan lóbulos 

seminíferos más desarrollados que contienen numerosas espermatogonias, rodeadas por 

células de Sertoli. El tejido intersticial que delimita los lóbulos seminíferos se engrosa y 

presenta una abundante cantidad de cromatóforos (Figura 19f). 

 

En la Figura 20 se representan la características histológicas más sobresalientes del 

desarrollo gonadal y la diferenciación sexual de Physalaemus santafecinus en escala 

temporal. 
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Figura 19. Diferenciación y desarrollo del testículo de Physalaemus santafecinus. MO. a) E.36; b) E.39; c) 

E.41; d) E.42; e) E. 44; f) E.46. CG: célula germinal; Cm: cromatóforos; CS: célula somática de sostén 

(preSertoli); CSe: célula de Sertoli; E: célula epitelial; Eg: espermatogonia; LS: lóbulo seminífero. Escalas: 20 

µm (a, c, d); 10 µm (b, e, f). 
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Figura 20. Escala temporal de los eventos más sobresalientes del desarrollo gonadal de Physalaemus santafecinus a nivel histológico. 
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2. Evaluación de los efectos de la exposición a NF 

 

2.1. Bioensayos subcrónicos de toxicidad letal 

En la Tabla 1A-C se presentan las concentraciones letales (CL10, CL50 y CL90) del NF, 

con sus respectivos intervalos de confianza, a distintos tiempos de exposición (en el rango de 

72 h a 168 h) para larvas de P. santafecinus en E. 25. Los datos del análisis Probit se 

consignan en el apéndice III. Cabe mencionar que los datos de mortalidad fueron adecuados 

para calcular las CLs recién a partir de las 72 h. 

La CL50 a 72 h resultó significativamente mayor que las CL50 a 120 h, 144 h y 168 h 

pero no difirió de la CL50 a 96 h. A su vez, la CL50 a 96 h fue mayor que las CL50 a 144 h y 

168 h pero no difirió de la CL50 a 120 h. Por otro lado, no se registaron diferencias 

significativas entre las CL50 a 120 h, 144 h y 168 h. La CL10 mostró el mismo patrón que la 

CL50. En el caso de las CL90, la CL90 a 72 h fue significativamente mayor que las CL50 a 144 h 

y 168 h pero no difirió de las CL90 a 96 h y 120 h. A su vez, no se registraron diferencias 

significativas entre las CL90 a 96 h, 120 h, 144 h y 148 h. 

En la Figura 21 se representa gráficamente el perfil de toxicidad del NF (curvas TOP) 

construído en base a los parámetros de concentraciones letales en función del tiempo de 

exposición. Se observó un incremento gradual de la toxicidad del NF entre las 72 h y 144 h de 

exposición. A partir de las 144 h, las concentraciones letales mostraron una tendencia hacia 

valores estables. Por otro lado, se evidenció que para cada tiempo de exposición, la CL10, la 

CL50 y la CL90 difirieron significativamente entre sí, mostrando un patrón CL10<CL50<CL90. 
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A Intervalo de confianza 

Tiempo de 

exposición (h) 
CL10 (µg/L) 

Límite Inferior 

(µg/L) 

Límite Superior 

(µg/L) 

72 175,60
a
 166,55 181,17 

96 166,23
ab

 156,40  172,29  

120 156,89
bc

 147,18 163,09 

144 147,63
c
 137,92 153,87 

168 145,67
c
 135,86 151,99 

 

B Intervalo de confianza 

Tiempo de 

exposición (h) 
CL50 (µg/L) 

Límite Inferior 

(µg/L) 

Límite Superior 

(µg/L) 

72 191,11
a
  186,06  196,09  

96 183,71
ab

  178,29  188,97  

120 175,40
bc

  169,83  180,79  

144 166,39
c 

160,80  171,83  

168 164,78
c
  159,12  170,26  

 

C Intervalo de confianza 

Tiempo de 

exposición (h) 
CL90 (µg/L) 

Límite Inferior 

(µg/L) 

Límite Superior 

(µg/L) 

72 207,99
a
 201,88 218,53 

96 203,04
ab

 196,37 214,50  

120 196,08
ab

 189,16 207,61 

144 187,56
b
 180,52 199,29 

168 186,39
b
 179,27 198,27 

 

Tabla 1 A-C. Concentraciones letales (CL10, CL50 y CL90) del NF para larvas de Physalaemus santafecinus en E. 

25 a distintos tiempos de exposición. Para cada tiempo, se indica la CL con su respectivo intervalo de confianza, 

calculados mediante el método Probit. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas 

(p<0,05). 
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Figura 21. Perfil de toxicidad (curvas TOP) del NF para larvas de Physalaemus santafecinus en E. 25, 

construído en base a las concentraciones letales (CL10, CL50 y CL90) a distintos tiempos de exposición. Los 

valores representan las concentraciones letales con sus respectivos intervalos de confianza, calculadas mediante 

el método Probit. 
 

  A partir de la curva de letalidad incipiente, se determinó un valor de CL50 incipiente o 

umbral de 163,93 µg/L (Figura 22). El cálculo de este parámetro por el método de la media 

geométrica proporcionó un valor de 157,22 µg/L (X1: 164,78 µg/L; X2: 150 µg/L). 

 

 
 

Figura 22. Curva de letalidad incipiente del NF para larvas de Physalaemus santafecinus en E. 25. La flecha 

indica el valor de 1/CL50 incipiente. 
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A partir de los datos de mortalidad registrados durante la exposición subcrónica de 

168 h, se estimaron los valores de las concentraciones NOEC y LOEC en 150 µg/L y 175 

µg/L, respectivamente (Figura 23). En función de estos resultados, se estableció una 

concentración de 100 µg/L como la máxima a ser ensayada en el bioensayo crónico. 

 
 

Figura 23. Curva concentración-respuesta de toxicidad letal del NF para larvas de Physalaemus santafecinus en 

E. 25 luego de 168 h de exposición. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control de 

solvente (0 µg/L) (ANOVA de una vía seguida de contrastes de Tukey, p<0,05). 

 

2.2. Bioensayo crónico de toxicidad subletal 

2.2.1. Mortalidad durante el bioensayo 

Los datos de mortalidad correspondiente a cada tratamiento se consignan en la Tabla 

2. En los tratamientos control se registró una mortalidad del 26,7 %, correspondiente a 

individuos en los que se observó una disminución de la ingesta de alimento durante el 

bioensayo. El mismo valor de mortalidad se registró en el tratamiento con E2. En cuanto a los 

tratamientos con NF, las concentraciones de 1 µg/L y 10 µg/L mostraron valores similares de 

mortalidad que el resto de los tratamientos, mientras que en el tratamiento con 100 µg/L NF 

* * 

* 
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se registró una mortalidad significativamente mayor (56,7%). Exceptuando la mayor 

concentración de NF, no se registraron diferencias significativas de mortalidad entre 

tratamientos. Por otro lado, no se observaron alteraciones morfológicas ni comportamentales 

de los ejemplares durante el bioensayo, en ninguno de los tratamientos. 

Tratamiento N inicial N final Mortalidad (%) 

Control 

 
30 22 26,66 

a
 

C. Solvente 

 
30 22 26,66 

a
 

E2 

 
30 22 26,66 

a
 

NF1 

 
30 23 23,33 

a
 

NF10 

 
30 22 26,66 

a
 

NF100 

 
30 13 56,66 

b
 

 

Tabla 2. Motalidad registrada durante la exposición crónica a NF a lo largo del período larval-metamórfico de 

Physalaemus santafecinus. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas (prueba exacta de 

Fisher, p<0,05). 

 

2.2.2. Tiempo hasta finalizar la metamorfosis 

El tiempo transcurrido hasta el fin de la metamorfosis fue muy variable dentro de cada 

tratamiento, registrándose un tiempo mínimo de 36 días y un tiempo máximo de 102 días. A 

su vez, no se registraron diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos con 

respecto a este parámetro (Figura 24). 

 

2.2.3. Tamaño corporal 

No se registraron diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos con 

respecto a la LHC de los individuos que alcanzaron el E. 45-46, correspondiente al final de la 

metamorfosis (Figura 25). 
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Figura 24. Tiempo trascurrido hasta el final de la metamorfosis (E. 45-46) registrado en cada tratamiento. Las 

barras indican la media + el error estándar. No se registraron diferencias significativas entre tratamientos 

(ANOVA de una vía seguida de contrastes de Tukey, p>0,05). 

 

 
 

Figura 25. LHC de los ejemplares de Physalaemus santafecinus que alcanzaron el E. 45-46 en los distintos 

tratamientos. Las barras indican la media + el error estándar. No se registraron diferencias significativas entre 

tratamientos (ANOVA de una vía seguida de contrastes de Tukey, p>0,05). 

 

2.2.4. Efecto sobre la proporción de sexos 

En la Tabla 3 se presenta el número de ejemplares de cada sexo registrado en cada uno 

de los tratamientos. Al analizar las proporciones de sexos, no se registraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los porcentajes de machos y hembras correspondientes a 
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las distintas concentraciones de NF y los correspondientes a los tratamientos control y control 

de solvente. Por el contrario, la exposición a 10 µg/L E2 tuvo un marcado efecto feminizante, 

registrándose un 100% de hembras en dicho tratamiento, siendo esta proporción 

significativamente mayor que en el resto de los tratamientos (Figura 26). 

 

Tratamiento 

 

Machos Hembras 

 

Control 

 

7 11 

 

C. Solvente 

 

8 10 

 

E2 

 

0 22 

 

NF1 

 

13 10 

 

NF10 

 

9 13 

 

NF100 

 

9 4 

 

Tabla 3. Número de individuos de cada sexo que alcanzaron el final de la metamorfosis (E. 45-46) en los 

distintos tratamientos. En los controles el n total es inferior a 22 debido a que hubo ejemplares que no pudieron 

ser sexados. 
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Figura 26. Proporciones de sexos correspondientes a los distintos tratamientos. El asterisco indica diferencia 

estadisticamente significativa entre tratamiento con E2 y los tratamientos restantes (prueba excata de Fisher, 

p<0,05). 

 

2.2.5. Efectos sobre la estructura gonadal 

No se observaron alteraciones macroscópicas en las gónadas de los ejemplares 

expuestos a las distintas concentraciones de NF. En el tratamiento con 10 µg/L E2, se 

observaron ovarios de aspecto normal, semejantes a los controles, en el 100% de los 

individuos analizados. Anatómicamente, las gónadas de los individuos examinados en los 

distintos tratamientos se ubicaron en la región ventro-medial anterior del mesonefros. Los 

ovarios se reconocieron como estructuras lobulares, observándose entre dos y cinco lóbulos 

de tamaño variable en cada ovario (Figuras 27a, c, e; 28a, c, e). Los testículos presentaron una 

estructura ovoide y tamaño menor en relación al ovario (Figuras 29a, c; 30a, c, e). 

A nivel histológico, las gónadas de los ejemplares analizados presentaron 

características similares en los diferentes tratamientos. En los ovarios de los individuos de 

todos los tratamientos se observaron folículos formados por oocitos en crecimiento primario y 

* 
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células foliculares circundantes, así como oocitos en etapas tempranas de la meiosis. En el 

tejido intersticial presente entre los folículos se destacó la presencia de cromatóforos de una 

tonalidad marrón oscura. La cavidad ovárica resultó muy reducida y difícil de distinguir en las 

secciones histológicas, debido a que en su gran parte estaba ocupada por los folículos en 

desarrollo (Figuras 27b, d. f; 28b, d. f). En los testículos se observaron lóbulos seminíferos de 

desarrollo incipiente, constituidos por espermatogonias con núcleo lobulado conteniendo 

cromatina laxa, asociadas a células de Sertoli con núcleos conspicuos de forma variable. En el 

tejido intersticial que delimitaba los cordones seminíferos, se observaron cromatóforos de 

tonalidad marrón oscuro, similares a los observados en el ovario (Figuras 29b, d; 30b, d, f). no 

se registro presencia de intersexos gonadales en los ejemplares analizados. 
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Figura 27. Estructura ovárica en individuos metamórficos (E.45-46) del ensayo crónico subletal.  a), c), e) 

Morfología externa; b), d), f) Histología gonadal. a), b) Control; c), d) Control de solvente; e), f) E2. CF: célula 

folicular; Cm: cromatóforos; O: ovario; Ocp: oocito en crecimiento primario; Omt: oocito meiótico temprano; 

RMD: riñón mesonéfrico derecho; RMI: riñón mesonéfrico izquierdo. Escalas: 200 µm (a, c, e); 20 µm (b, d, f). 
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Figura 28. Estructura ovárica en individuos metamórficos (E.45-46) del ensayo crónico subletal. a), c), e) 

Morfología externa; b), d), f) Histología gonadal. a), b) NF1; c), d) NF10; e), f) NF100. CF: célula folicular; 

Cm: cromatóforos; O: ovario; Ocp: oocito en crecimiento primario; Omt: oocito meiótico temprano; RMD: 

riñón mesonéfrico derecho; RMI: riñón mesonéfrico izquierdo. Escalas: 200 µm (a, c, e), 20 µm (b); 10 µm (d, 

e). 
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Figura 29. Estructura testicular en individuos metamórficos (E.45-46) del ensayo crónico subletal. a), c), e) 

Morfología externa; b), d), f) Histología gonadal. a), b) Control; c), d) Control de solvente. Cm: Cromatóforos; 

CSe: células de Sertoli; E: célula epitelial; Eg: espermatogonia; LS: lóbulo seminífero; RMD: riñón 

mesonéfrico derecho; RMI: riñón mesonéfrico izquierdo; T: testículo. Escalas: 200 µm (a, c); 10 µm (b, d). 
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Figura 30. Estructura testicular  en individuos metamórficos (E.45-46) del ensayo crónico subletal. a), c), e) 

Morfología externa; b), d), f) Histología gonadal. a), b) NF1; c), d) NF10; e), f) NF100. Cm: Cromatóforos; 

CSe: célula de Sertoli; E: célula epitelial; Eg: espermatogonia; LS: lóbulo seminífero; RMD: riñón mesonéfrico 

derecho; RMI: riñón mesonéfrico izquierdo; T: testículo. Escalas: 200 µm (a, c, e); 10 µm (b, d, f). 
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2.2.6. Concentraciones reales de NF 

Las concentraciones de NF medidas en el agua de ensayo a las 0 h, 24 h y 48 h se 

muestran en la Tabla 4A, B. La diferencia entre la concentración nominal y la concentración 

medida en el tiempo 0 fue inferior al 10%. Para ambas concentraciones nominales analizadas, 

se registró un descenso pronunciado de la concentración real del analito. En los recipientes 

con concentración nominal de 100 μg/L, la concentración real al cabo de 24 h disminuyó al 

49% de la concentración al tiempo 0, mientras que a las 48 h se redujo al 41% (Figura 31a). 

Para la concentración nominal de 10 μg/L, la concentración analítica fue del 74% de la 

concentración inicial al cabo de 24 h y disminuyó al 55% luego de 48 h (Figura 31b). No se 

detectó presencia de NF en los recipientes control. Los valores de los coeficientes de 

correlación de las curvas de calibración construidas a partir de las soluciones patrón fueron 

R
2
=0,986 para la curva de100 μg/L y R

2
=0,968 para la curva de10 μg/L. 
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A - Concentración Nominal 100 µg/L 

Tiempo (h) Concentración Medida (µg/L) % Concentración 

Nominal Media (2) Desviación Standar 

0 109,43 5,49 109,43 

24 53,05 1,03 53,05 

48 44,87 1,46 44,87 

 

 

 

 

B - Concentración Nominal 10 µg/L 

Tiempo (h) Concentración Medida (µg/L) % Concentración 

Nominal Media (2) Desviación Standar 

0 9,25 0,93 92,49 

24 6,91 0,24 69,10 

48 5,15 0,18 51,45 

 

Tabla 4. Concentraciones reales de NF en el agua de ensayo correspondientes a los tratamientos NF100 (A) y 

NF10 (B). Las determinaciones se realizaron en muestras de agua obtenidas 0 h, 24 h y 48 h después de 

adicionar el compuesto. 
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Figura 31. Evolución temporal de la concentración de NF medida en el agua de ensayo de los tratamientos 

NF100 (a) y NF10 (b). 

a 

b 
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1. Desarrollo del sistema urogenital 

 

1.1. Anatomía del sistema urogenital 

 

En los últimos años, el análisis de los eventos heterocrónicos durante el desarrollo ha 

cobrado gran interés debido fundamentalmente a sus implicancias no sólo ecomorfológicas 

sino también de índole evolutiva. Las variaciones en los patrones morfogenéticos, en 

particular aquellos relacionados con el tiempo de desarrollo, son considerados actualmente 

como importantes procesos involucrados en la aparición de novedades evolutivas dentro de un 

clado (McKinney & McNamara, 1991; Reilly et. al, 1997). Los cambios heterocrónicos de 

diversos procesos a nivel celular, genético o molecular pueden conducir a cambios de tipo 

fenotípicos, modificaciones estructurales de órganos específicos o maduración acelerada o 

retardada de ciertos órganos y sistemas, condicionando así la historia de vida de un taxón 

(Smith, 2003). 

En el desarrollo del sistema urogenital se observó un patrón heterocrónico durante la 

ontogenia del mesonefros y los cuerpos grasos de Physalaemus santafecinus. Respecto al 

“onset” de los eventos analizados, se destaca una diferencia en el tiempo de formación del 

riñón mesonéfrico derecho con respecto al izquierdo. Los cuerpos grasos también siguen un 

patrón heterocrónico aunque de modo inverso al sistema urinario. Estas observaciones llevan 

a plantear que diferencias en el “onset” de ciertos eventos pueden manifestarse en órganos 

pares dentro de un mismo sistema. Durante el desarrollo de un órgano tienen lugar una serie 

de eventos en un contexto espacial y temporal preciso donde muchos de los procesos 

ontogenéticos dependen de la inducción de células o tejidos próximos o bien de señales 

hormonales. En referencia a las diferencias en el tiempo de desarrollo de los riñones 

mesonéfricos y los cuerpos grasos observadas en el presente estudio, se plantea el interrogante 

acerca de por qué ciertos campos morfogenéticos responderían de manera diferencial a una 
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misma señal, si la hubiere, o bien si algunos requieren de señales accesorias. En este contexto, 

dichos órganos constituirían unidades modulares independientes donde cada una tendría un 

tiempo de desarrollo propio. Por otra parte, en referencia al riñón mesonéfrico, se observó una 

marcada diferencia de tamaño entre el lado derecho e izquierdo, al menos hasta los estadios 

prometamórficos. Sin embargo, en los estadios metamórficos y en individuos adultos ambas 

estructuras presentan dimensiones similares. A este respecto, podríamos suponer que la tasa 

de crecimiento del mesonefros derecho es superior a la del izquierdo, o bien que el riñón 

derecho alcanza un determinado tamaño y cesa su crecimiento, el cual continuaría en el lado 

izquierdo hasta alcanzar el tamaño adecuado. Para el caso de los cuerpos grasos se observó, 

en los individuos juveniles, una clara diferencia respecto al tamaño de la estructura izquierda 

y derecha que podría explicarse por las diferencias en el tiempo de formación de las mismas, 

de modo que el retraso en la organización del cuerpo graso derecho podría condicionar su 

tamaño final. Esta misma asimetría en el momento de formación y el grado de desarrollo de 

ambos cuerpos grasos fue observada en Leptodactylus latrans (Bach, 2018), por lo cual 

podría constituir un característica de la familia Leptodactylidae. Desafortunadamente, no 

existen suficientes referencias ni evidencias que puedan sustentar estas presunciones, si bien 

estas observaciones plantean un interesante campo de estudio.  

La organización y el desarrollo gonadal en P. santafecinus no mostró las 

particularidades observadas en el sistema renal y los cuerpos grasos, iniciándose la formación 

de ambas gónadas de forma sincrónica. Al igual que en otras especies de anuros estudiadas, 

los esbozos gonadales son observados a partir del E. 25, mediante técnicas de microscopía 

electrónica o el análisis histológico, pero no son reconocibles bajo microscopio 

estereoscópico. Anatómicamente, las gónadas indiferenciadas de los anuros se presentan 

como estructuras metaméricas con aspecto de collar de cuentas. Esta metamería gonadal fue 

descripta por primera vez por Witschi (1929) y responde a una distribución discontínua de las 
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células somáticas medulares a lo largo de la gónada. En el caso de las hembras, el ovario se 

desarrolla a partir de todos los metámeros, y en el interior de cada uno de ellos aparece una 

luz correspondiente a la cavidad ovárica. De este modo, el número de gonómeros en la gónada 

indiferenciada se corresponde con el número de sacos ováricos en el ovario diferenciado. A su 

vez, el número de sacos ováricos varía entre las distintas especiesde anuros, habiéndose 

reportado desde 6-9 en Pelophylax lessonae y Pelophylax ridibunda hasta 20-23 en  Xenopus 

laevis (Ogielska & Kotusz, 2004). En los machos, el testículo se diferencia a partir de los 

metámeros proximales, mientras que los segmentos distales degeneran en sentido póstero-

anterior. Como resultado de este proceso  morfogenético, los testículos sufren un 

acortamiento (Haczkiewicz & Ogielska, 2013). En el caso de P. santafecinus, el número de 

gonómeros parece ser reducido ya que en el ovario de individuos en E.46 se observaron hasta 

5-6 sacos ováricos. A su vez, el acortamiento testicular parece darse tempranamente en el 

desarrollo y el testículo se desarrollaría a partir de uno o dos gonómeros proximales. Esto 

explicaría que en esta especie, la distinción morfológica entre ovarios y testículos presuntivos 

pueda realizarse a partir del E.29 por la presencia de lobulaciones en la gónada femenina. Esto 

permite, a diferencia de otras especies, la identificación del sexo de los ejemplares en el 

periodo premetamórfico. 

 

1.2. Desarrollo gonadal y diferenciación sexual 

 

En P. santafecinus el primordio gonadal es identificado a nivel histológico a partir del 

E.27. En secciones transversales, se observan en la gónada una o dos células germinales 

rodeadas por un número reducido de células somáticas. En otras especies de anuros tales 

como Bombina variegata, Euphlyctis cyanophlyctis y L. latrans, el esbozo gonadal puede ser 

reconocido más tempranamente, a partir del E.25 (Piprek et. al, 2010; Phunge & 
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Gramapurohit, 2013; Bach, 2018), con características similares a las descritas para la especie 

objeto de este estudio. Hacia el E.31, el número de células germinales y de células somáticas 

aumenta y la gónada indiferenciada adquiere la estructura córtico-medular característica, 

descripta para la mayoría de las especies de anuros. 

En este estudio, se comprobó que en P. santafecinus la diferenciación del ovario se 

evidencia a partir del E.34, con la formación de la cavidad ovárica y la aparición de figuras 

meióticas correspondientes a oocitos en etapas tempranas de la profase I. Dichos oocitos se 

encuentran agrupados en cistos, rodeados por células somáticas prefoliculares que no penetran 

dentro de los mismos. En el presente estudio, los grupos de células germinales con desarrollo 

sincrónico que aparecen rodeadas por células somáticas periféricas fueron identificados como 

cistos. La certeza definitiva en cuanto a esta designación estaría dada por la observación de 

puentes citoplasmáticos entre las células germinales mediante microscopía electrónica de 

transmisión. Estas estructuras han sido observadas durante la diferenciación ovárica temprana 

de otras especies de anuros, tales como B. orinetalis (Lopez, 1989), Rana temporaria 

(Ogielska & Kotuzs, 2004) y L. latrans (Bach, 2018), siendo identificadas generalmente como 

nidos de oogonias secundarias u oocitos tempranos. Sin embargo, el término “nido” suele 

emplearse en la literatura para referirse a regiones del epitelio germinal donde se agrupan 

células en distintos estadios de la oogénesis temprana, incluyendo oogonias primarias, 

oogonias secundarias y oocitos meióticos tempranos, lo cual lleva a confusión. Como se ha 

mencionado previamente, la formación de cistos es un aspecto conservado de la oogénesis, 

existiendo reportes de su presencia tanto en invertebrados como en vertebrados (de Cuevas et. 

al, 1997; Pepling et. al, 1999; Matova & Cooley, 2001; Kloc et. al, 2004; Pepling, 2006; Saito 

et. al, 2007; Mazzoni et. al, 2010; Quagio-Grassiotto et. al, 2011; Wildner et. al, 2013; 

Meijide et. al, 2016). En P. santafecinus, los primeros folículos ováricos se forman a partir 

del E.40, cuando los oocitos que conforman el cisto alcanzan el estadio de diplotene y son 
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aislados unos de otros por células foliculares que los rodean individualmente. En este 

momento, se inicia la etapa de crecimiento primario, caracterizada por un aumento de tamaño 

del núcleo y del citoplasma, junto con un incremento de la basofilia citoplasmática, producto 

de la síntesis de ARN. Hacia el fin de la metamorfosis (E.46), el número y tamaño de los 

folículos en desarrollo se incrementa dentro del ovario, lo cual hace que la cavidad ovárica 

sea difícil de reconocer en secciones transversales. 

En relación al desarrollo testicular, el análisis histológico mostró el primer indicio de 

diferenciación a partir del E.36. En este estadio, los testículos se identifican por la distribución 

uniforme de células germinales y células somáticas en secciones transversales, producto de la 

migración de las células germinales hacia la médula. Las células germinales son identificadas 

a partir de entonces como espermatogonias y las células somáticas asociadas a ellas como 

células de Sertoli. Posteriormente, durante el climax metamórfico, el tejido intersticial se 

desarrolla desde la periferia hacia el centro, lo cual da lugar a la formación de lóbulos o 

cordones seminíferos. Hacia el fin de la metamorfosis, los lóbulos seminíferos contienen 

numerosas espermatogónias pero no se observan indicios del comienzo de la 

espermatogénesis. Un rasgo notorio observado en el presente estudio es la gran cantidad de 

cromatóforos presentes en el tejido intersticial del testículo a partir del clímax metamórfico, 

en contraposición a lo observado en el ovario, en el que las células pigmentarias son escasas. 

Esta diferencia entre ovario y testículo en relación al grado de pigmentación se pone de 

manifiesto a nivel externo dado que, observados bajo lupa estereoscópica, la pigmentación 

superficial de los ovarios es discontínua, mientras que los testículos presentan coloración gris 

oscura uniforme. En machos adultos de P. santafecinus, los testículos se observan como 

estructuras ovoides de color blanco-grisáceo (Sandoval & Gómez, 2010), siendo la 

pigmentación testicular menos intensa que la reportada para otras especies del género, como 

P. cuvieri (de Oliveira et. al, 2002) y P. biligonigerus (Carezzano & Cabrera, 2010). 
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En la Figura 32 se representa el desarrollo gonadal en relación al desarrollo somático 

en distintas especies de anfibios anuros. Se observa que el patrón acelerado de diferenciación 

ovárica se registra en especies de las familias Hylidae (S. fuscovarius, P. platensis, D. 

labialis), Microhylidae (M. ornata), Dicroglossidae (E. cyanophyctis) y Ranidae (C. curtipes, 

H. malabarica). El patrón básico se evidencia en especies del género Bombina (familia 

Bombinatoridae) y en la rana africana X. laevis (familia Pipidae), mientras que los 

representantes de la familia Bufonidae (B. japonicus, R. arenarum) exhiben el patrón 

retardado. Por otro lado, se comprueba que las especies con diferenciación directa en ovarios 

o testiculos (patrón diferenciado) pueden presentar cualquiera de los tres tipos de desarrollo 

ovárico en relación al desarrollo somático (acelerado, básico o retardado); mientras que las 

especies con diferenciación testicular a partir de una fase ovárica con degenarión de oocitos 

(patrón indiferenciado) (P. platensis, E. cyanophyctis, C. curtipes, H. malabárica) presentan 

un desarrollo ovárico acelerado. En cuanto al desarrollo testicular, se observa que el testículo 

se diferencia con posterioridad al ovario en muchas especies, mientras que en otras, las 

gónadas de ambos sexos se diferencian hacia una misma etapa de la ontogenia. La aparición 

de folículos con oocitos en diplotene y la formación de los lóbulos seminíferos son rasgo 

morfológico comúnmente considerado en relación al desarrollo ovárico y testicular, 

respectivamente (Goldberg, 2015; Mali & Gramapurohit, 2015; Piprek et. al, 2017). Según 

este criterio, se comprueba que, salvo excepciones como X. laevis o los Bufónidos, el 

desarrollo del ovario precede al desarrollo testicular durante la ontogenia de los anuros. 

En cuanto a la familia Leptodactylidae, a partir de las observaciones realizadas en este 

trabajo se estableció que P. santafecinus presenta un patrón de diferenciación sexual de tipo 

diferenciado, y un desarrollo ovárico de tipo básico (diferenciación del ovario y formación de 

los primeros folículos durante la prometamórfosis). Estos hallazgos coinciden con las 

observaciones realizadas por Bach (2018) en L. latrans. Asimismo, en ambas especies se 
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verifica que el testículo se diferencia durante la prometamorfosis, mientras que los lóbulos 

seminíferos se organizan durante el clímax metamórfico. El estudio del desarrollo gonadal en 

otras especies de la familia permitiría corroborar si estos patrones de gonadogenesis 

constituyen un carácter distintivo del taxón, tal como sucede con el patrón retardado para los 

Bufónidos. 

 
 

Figura 32. Tiempos relativos de desarrollo gonadal en relación al desarrollo somático para distintas especies de 

anuros. Las barras rosadas indican gónada indiferenciada. Las barras grises y negras indican desarrollo ovárico y 

testicular, respectivamente (el extremo izquierdo señala el momento de diferenciación de la gónada a nivel 

histológico). Los círculos rojos indican la aparición de folículos con oocitos en diplotene. Los círculos amarillos 

indican la formación de lóbulos seminíferos. Los datos para las distintas especies fueron recabados a partir del 

relevamiento de la literatura (1-Lopez, 1989; 2-Piprek et. al, 2010; 3-Piprek et. al, 2017; 4-Goldberg, 2015; 5-

Fabrezi et. al, 2010; 6-Pinto Erazo et. al, 2016; 7-Tanimura & Iwasawa, 1986; 8-Piazza, 2006; 9-Este estudio; 

10-Bach, 2018; 11-Mali & Gramapurohit, 2015; 12-Phuge & Gramapurohit, 2013; 13-Gramapurohit et. al, 2000; 

14-Mali & Gramapurohit, 2015). Las especies se encuentran ordenadas según un criterio filogenético, en base a 

la filogenia de anfibios propuesta por Pyron & Wyens (2011). 
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2. Efectos de la exposición a NF 

2.1. Toxicidad letal 

 

Los perfiles de toxicidad del NF (curvas TOP) para larvas de P. santafecinus en E.25 

muestran que las concentraciones letales (CL10, CL50 y CL90) disminuyeron gradualmente 

para los tiempos de exposición comprendidos entre 72 h y 144 h, indicando un aumento 

progresivo de la toxicidad del compuesto. A partir de las 144 h de exposición, las CLs 

tuvieron una tendencia hacia valores estables, alcanzando el valor asintótico a las 168 h. 

Asimismo, se evidenció que para cada tiempo de exposición, la CL10, la CL50 y la CL90 

difirieron significativamente entre sí, mostrando un patrón CL10<CL50<CL90. La ausencia 

de solapamiento entre las CLs y sus estrechos intervalos de confianza a un determinado 

tiempo resulta un dato positivo en el sentido de que las concentraciones que pueden causar la 

muerte del 50 % de la población expuesta estarán alejadas de las que eventualmente sean 

letales para el 10% y 90% de la población, hecho que a menudo no sucede con otros 

contaminantes que muestran una alta variabilidad de respuesta en la susceptibilidad de la 

población. 

En base a estos resultados, se seleccionó el tiempo de 168 h para la estimación de la 

concentración umbral de letalidad incipiente. Este parámetro fue calculado de dos formas 

diferentes, arrojando valores similares. El método gráfico del valor recíproco de la CL50 

(1/CL50) en función del tiempo de exposición establece que la CL50 incipiente se obtiene a 

partir del punto en el que la curva se hace paralela al eje X. En el caso del presente estudio, se 

obtuvo un valor de CL50 incipiente de 163,93 µg/L. Por su parte, el método de la media 

geométrica entre la menor CL50 registrada en el ensayo (164,78 µg/L) y la mayor 

concentración con mortalidad < 50% (150 µg/L) permitió estimar un valor de CL umbral de 

157,22 µg/L. El parámetro de CL50 incipiente puede definirse como la concentración por 
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debajo de la cual el 50% de los individuos expuestos sobrevive indefinidamente a los efectos 

tóxicos del compuesto (Newman, 2015). 

Un parámetro ecotoxicológico relacionado con la CL incipiente es la concentración 

máxima aceptable o concentración segura, que representaría la máxima concentración que 

permite la supervivencia de los organismos expuestos (Newman, 2015). Este parámetro es 

estimado como una concentración que se ubica dentro del intervalo comprendido por los 

valores de NOEC y LOEC. En el presente estudio, las concentraciones NOEC y LOEC del 

NF para larvas en E. 25 fueron estimadas a partir de los datos de mortalidad a las 168 h, 

obteniéndose valores de 150 µg/L y 175 µg/L, respectivamente. En base a estos resultados, se 

cumple la condición de que la CL umbral o incipiente, calculada por cualquiera de los dos 

métodos, queda comprendida dentro del intervalo NOEC-LOEC, representando una 

concentración máxima aceptable para la supervivencia de las larvas de P. santafecinus. 

Por otra parte, el valor de CL10, como estimación del LOEC, suele emplearse con fines 

regulatorios para establecer concentraciones máximas permitidas en el ambiente acuático, ya 

que el cálculo del NOEC y LOEC mediante las pruebas de hipótesis suele estar condicionado 

por el diseño experimental (Carriger et. al, 2011). En este estudio, la CL10 a 168 h fue de 

145,67 µg/L, que es un valor ligeramente menor, es decir un poco más conservador, que las 

CL umbrales calculadas por los otros métodos. 

Cabe destacar que los valores umbrales de CL estimados son al menos un orden de 

magnitud mayor que las concentraciones de NF usualmente registradas en el ambiente 

acuático, por lo que la presencia de este xenobiótico en los cuerpos de agua no representaría 

una amenaza directa para las larvas de la especie estudiada en términos de supervivencia. 

En función de los resultados obtenidos en los ensayos de exposición subcrónica, se seleccionó 

una concentración de 100 µg/L como la máxima a ser ensayada en el bioensayo crónico. 
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Cuando las larvas de P. santafecinus fueron expuestas a NF desde el E.25 hasta el fin de la 

metamorfosis, la concentración de 100 µg/L produjo una mortalidad del 57%, la cual resultó 

significativamente mayor que la correspondiente a los tratamientos control, en los que se 

registró una mortalidad del 27%. Sin embargo, teniendo en cuenta la mortalidad de los 

controles (debida por lo general a una mala alimentación de los individuos), la mortalidad 

atribuible a efectos tóxicos del NF durante una exposición crónica sería del 30 %, es decir 

inferior al 50% según lo predicho a partir de los valores umbrales estimados en el ensayo 

subcrónico. 

La CL50 es el parámetro toxicológico más comúnmente usado para determinar la 

toxicidad relativa de un compuesto para un organismo determinado. En este sentido, la 

sensibilidad de P. santafecinus a los alquilfenoles puede ser evaluada comparativamente con 

otras especies de anuros cotejando valores de CL50.  La CL50 -96 h para larvas de Rhinella 

arenarum expuestas a 4-tert-octilfenol (OF) en el E.26 fue de 251,8 µg/L (Piazza, 2006), 

mientras que la CL50-96 h para larvas expuestas a NF en el E.25 fue de 370 µg/L (Aronzon et. 

al, 2014). Para P. santafecinus, el valor de CL50-96 h del NF fue de 183,71 µg/L. Estos 

resultados indican que las larvas de P. santafecinus son más sensibles a los alquilfenoles que 

las de R. arenarum. 

 

2.2.  Efectos subletales 

 

En el bioensayo crónico, el tiempo que tardaron las larvas en completar la 

metamorfosis resultó muy variable en todos los tratamientos, habiéndose registrado valores 

mínimos de 36 días y máximos de 102 días. A su vez, en todos los tratamientos hubo un 

número ejemplares que no progresaron en el desarrollo y nunca alcanzaron el clímax 

metamórfico, por lo cual se decidió interrumpir las exposiciones cuando el 85% de los 
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ejemplares alcanzaron el E.45-46 en cada tratamiento. La comparación del tiempo hasta el 

final de la metamorfosis por métodos estadísticos no mostró diferencias significativas entre 

tratamientos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Piazza (2006), quien no 

registró un efecto del OF sobre el tiempo hasta finalizar la metamorfosis en larvas de R. 

arenarum expuestas a partir del E.26. Sin embargo, contrastan con los correspondientes a 

otras investigaciones en las que la exposición a otros contaminantes estrogénicos retrasaron o, 

por el contrario, aceleraron el tiempo hasta alcanzar el clímax metamórfico (Hogan et. al, 

2008; Brodeur et. al, 2009). 

El tamaño (LHC) de los individuos que alcanzaron el E.45-46 no mostró diferencias 

significativas entre tratamientos. Nuevamente, estos resultados concuerdan con los obtenidos 

por Piazza (2006), quien no registró un efecto del OF sobre el tamaño de ejemplares 

metamórficos de R. arenarum expuestos a partir del E.26. 

El NF es un compuesto estrogénico comúnmente presente en el ambiente acuático, por 

lo cual podría afectar la diferenciación sexual de las especies de anuros, sobre todo cuando 

este proceso ocurre durante la etapa larval, como es el caso de P. santafecinus. Sin embargo, 

la exposición a concentraciones ecológicamente relevantes (1 µg/L y 10 µg/L) e incluso a 

concentraciones elevadas subletales (100 µg/L) de NF no tuvo efectos sobre el desarrollo 

gonadal de la especie. Las gónadas de los individuos tratados mostraron características 

anatómicas e histológicas semejantes a las de los individuos control, a la vez que no se 

registraron diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a las proporciones de sexos, 

ni la presencia de intersexos gonadales. La exposición a 10 µg/L E2 (control positivo) tuvo 

por el contrario un marcado efecto feminizante, produciendo la diferenciación ovárica en el 

100% de los individuos tratados. Estos resultados indican que en P. santafecinus, las gónadas 

en diferenciación son sensibles a la acción de un estrógeno fuerte como el E2, mientras que no 

responden a xenobióticos con menor potencia estrogénica como el NF. Por lo tanto, se infiere 
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que el NF y otros xenoestrógenos débiles no ejercerían una acción estrogénica  a nivel 

gonadal en esta especie, al menos en las concentraciones usualmente halladas en el ambiente. 

Piazza (2006) observó una respuesta similar en larvas de R. arenarum, en las que las 

características macroscópicas y microscópicas de las gónadas de los individuos expuestos a 

OF resultó semejante a las de los controles, mientras que la exposición a E2 resulto en una 

proporción significativamente mayor de hembras, sumado a la aparición ocasional de 

fenotipos gonadales intersexo (ovotestis). Por su parte, Mackenzie et. al (2003) comprobaron 

que la exposición de larvas de Lithobates pipiens y Rana sylvatica a E2 y NF en 

concentraciones semejantes a las empleadas en este estudio indujo una elevada proporción de 

hembras en los tratamientos con E2 y una alta incidencia de intersexos gonadales en los 

tratamientos con NF. 

Los resultados expuestos sugieren que la sensibilidad a los mecanismos de acción de 

los estrógenos ambientales varía en las distintas especies de anfibios anuros, por lo cual 

resulta importante continuar con los estudios sobre los efectos de xenostrógenos y otros 

disruptores endocrinos sobre el desarrollo gonadal y la diferenciación sexual dentro del taxón. 

 

2.3.  Concentraciones reales de NF 

En los estudios en los que se emplean diseños de exposición semiestática, la diferencia 

entre las concentraciones nominales y las concentraciones reales del compuesto ensayado 

suelen ser notables. En este estudio, la concentración de NF disminuyó a un 49-74 % de la 

concentración inicial en el término de 24 h y alcanzó valores del 41-55 % al cabo de 48 h 

(tiempo correspondiente a la frecuencia de renovación de las soluciones). Una tendencia 

similar se evidenció en otras investigaciones en las que se emplearon métodos semiestáticos 

de exposición a compuestos estrogénicos (incluyendo NF, OF y E2), registrándose descensos 

del 50 % o más en las concentraciones reales al cabo de 48 h (Gray & Metcalfe, 1997; Gray 
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et. al, 1999a, 1999b; Kinnberg et. al, 2000; Metcalfe et. al, 2001; Balch & Metcalfe, 2006, 

Meijide et. al, 2016). La caída en las concentraciones de estos compuestos en las soluciones 

de ensayo puede deberse a adsorción a las paredes del recipiente, fotodegradación, 

degradación microbiana y metabolización por los organismos de ensayo (Ekelund et. al, 1993; 

Ahel et. al, 1994; Lewis & Lech, 1996). 

A diferencia de los sistemas de flujo contínuo, los sistemas semiestáticos resultan en 

una exposición de tipo pulsátil, lo cual frecuentemente se asemeja a lo que sucede en el 

ambiente natural cuando la contaminación es causada por descargas puntuales sobre los 

cuerpos de agua. De este modo, la exposición regular por pulsos resulta ambientalmente 

relevante, ya que los organismos acuáticos no suelen estar expuestos a niveles constantes de 

contaminantes. 
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 Physalaemus santafecinus es una especie con un patrón de diferenciación sexual de 

tipo diferenciado, en la cual los esbozos gonadales se diferencian directamente en 

ovarios o testículos. 

 

 La diferenciación histológica de las gónadas ocurre durante la etapa de 

prometamorfosis, en el E.34 los ovarios y en el E.36 los testículos, correspondiendo al 

tipo básico de desarrollo gonadal. 

 

 En relación a su desarrollo somático, P. santafecinus presenta un desarrollo gonadal de 

tipo básico. 

 

 P. santafecinus constituye un buen modelo para la realización de estudios del efecto de 

disruptores endócrinos sobre a diferenciación sexual de organismos acuáticos debido a 

que la diferenciación de las gónadas ocurre durante el período larval. 

 

 

 El valor de toxicidad letal incipiente para larvas en E.25 luego de 168 h de exposición 

se ubicó en el rango150-175 μg/L, correspondiente a los valores de NOEC y LOEC, 

respectivamente. 

 

 

 La exposición a concentraciones subletales de NF no tuvo efecto sobre el desarrollo 

gonadal ni la diferenciación sexual de la especie, a diferencia del E2, el cual evidenció 

una notable acción feminizante. 
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APENDICE I 

 

TetraColor Tropical Granules 

 

Alimento balanceado para peces de acuario. 

 

Ingredientes: harina de pescado, harina de soja, harina de germen de trigo, harina de trigo, 

gluten de maíz, harina de avena, proteína de papa, harina de camarón, levadura en polvo, 

gluten de trigo, fosfato monobásico de calcio, monohidrocloruro de L-lisina, lecitina, harina 

de algas, aceite de soja, extracto de levadura, acido ascórbico (fuente de vitamina C), inositol, 

lacina, A-tocoferol-Acetato, riboflavina-5-fosfato, L-ascorbil-2-polifosfato (Vit.C 

estabilizada), cloruro de colina, D-pantotenato cálcico, mononitrato de tiamina, hidrocloruro 

de piridoxina, palmitato de vitamina A, bisulfito sódico de menadiona, acido fólico, biotina, 

suplemento vitamina B12, chlecalciferol (fuente de Vit.D3), sulfato de manganeso, sulfato de 

zinc, sulfato ferroso, acetato de cobalto.  

Colorantes: Rojo N°3. 

Conservantes: etoxiquina y ácido cítrico. 

 

Composición centesimal: proteína cruda (mín.) 47,5%. Grasa cruda (mín.) 6,5%. Fibra cruda 

(máx.) 2%. Humedad (máx.) 6%. Fósforo (mín) 1,5%. Vitamina C (mín.) 100 mg/kg. Omega-

3 (mín.) 8000 mg/kg. 
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APENDICE II 

 

PLANILLA DE REGISTRO PARA BIOENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL DEL NF EN Physalaemus santafecinus 

Inicio del ensayo: DD / MM / AAAA  –   Hora: ---h  - Estadio: E. 25. - [NF] SM = 5 mg/mL 

n=10 ejemplares por  cápsula (3 réplicas) 

Renovación del medio cada 24h, alimentación 5 h antes del recambio. 
 

 

 

 

Tº 

 

Hum 

Control de 

acetona 

(0,005%) 

 

NF 125 µg/L 

 

NF 150 µg/L 

 

NF 175 µg/L 

 

NF 200 µg/L 

 

NF 225 µg/L 

Tiempo de 

exposición (h) 

   

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

24 

 

                    

48 

 

                    

72 

 

                    

96 

 

                    

120 

 

                    

144 

 

                    

168 

 

                    

N individuos muertos  

 

                  

Total de individuos muertos  
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PLANILLA DE REGISTRO PARA BIOENSAYOS DE EFECTOS SUBLETALES DEL NF EN Physalaemus santafecinus 

Inicio del ensayo: DD / MM / AAAA  –   Hora: ---- h  - Estadio: E. 25 - [NF] SM = 5 mg/mL 

n=10 ejemplares por cada cápsula (3 réplicas) 

Renovación del medio cada 48 h, alimentación 24 h antes del recambio. 

 

 

 

 

Tº 

 

Control  

Control de 

acetona 

(0,002%) 

 

E2 10 µg/L 

 

NF 1 µg/L 

 

NF 10 µg/L 

 

NF 100 µg/L 

Tiempo de 

exposición (días) 

 
A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A 

 

B 

 

C 

 

 1                     

2                     

3                     

4                     

5                     

6                     

7                     

8                     

9                     

10                     

……………                     
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APENDICE III 

 

EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM 

USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES 

Version 1.5 

 

 

CL50 72 

 

                                               Proportion                

                                  Observed     Responding     Predicted  

             Number     Number   Proportion   Adjusted for    Proportion 

    Conc.   Exposed     Resp.    Responding     Controls      Responding 

 

  125.0000      30          0      0.0000        0.0000         0.0000 

  150.0000      30          0      0.0000        0.0000         0.0001 

  175.0000      30          3      0.1000        0.1000         0.0911 

  200.0000      30         22      0.7333        0.7333         0.7545 

  225.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9933 

 

 

Chi - Square for Heterogeneity (calculated)    =    0.318 

Chi - Square for Heterogeneity  

        (tabular value at 0.05 level)          =    7.815 

 

Mu        =     2.281282 

Sigma     =     0.028675 

 

Parameter       Estimate    Std. Err.         95% Confidence Limits 

--------------------------------------------------------------------- 

Intercept     -74.555954   13.410704    ( -100.840935,   -48.270973) 

Slope          34.873348    5.873173    (   23.361929,    46.384766) 

 

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000 

 

 

CL50 72 

 

      Estimated LC/EC Values and Confidence Limits 

 

                 Exposure           95% Confidence Limits 

Point              Conc.              Lower       Upper 

 

LC/EC  1.00       163.899          150.784         171.405 

LC/EC  5.00       171.441          160.948         177.644 

LC/EC 10.00       175.603          166.546         181.170 

LC/EC 15.00       178.469          170.366         183.661 

LC/EC 50.00       191.110          186.063         196.086 

LC/EC 85.00       204.645          199.091         213.679 

LC/EC 90.00       207.985          201.876         218.530 

LC/EC 95.00       213.035          205.929         226.079 

LC/EC 99.00       222.838          213.473         241.265 
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EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM 

USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES 

Version 1.5 

 

 

CL50 96 

 

                                               Proportion                

                                  Observed     Responding     Predicted  

             Number     Number   Proportion   Adjusted for    Proportion 

    Conc.   Exposed     Resp.    Responding     Controls      Responding 

 

  125.0000      30          0      0.0000        0.0000         0.0000 

  150.0000      30          1      0.0333        0.0333         0.0047 

  175.0000      30          5      0.1667        0.1667         0.2668 

  200.0000      30         27      0.9000        0.9000         0.8618 

  225.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9953 

 

 

Chi - Square for Heterogeneity (calculated)    =    7.308 

Chi - Square for Heterogeneity  

        (tabular value at 0.05 level)          =    7.815 

 

Mu        =     2.264136 

Sigma     =     0.033894 

 

Parameter       Estimate    Std. Err.         95% Confidence Limits 

--------------------------------------------------------------------- 

Intercept     -61.799683   11.023643    (  -83.406021,   -40.193340) 

Slope          29.503384    4.861107    (   19.975615,    39.031155) 

 

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000 

 

 

CL50 96 

 

      Estimated LC/EC Values and Confidence Limits 

 

                 Exposure           95% Confidence Limits 

Point              Conc.              Lower       Upper 

 

LC/EC  1.00       153.210          139.174         161.396 

LC/EC  5.00       161.578          150.242         168.355 

LC/EC 10.00       166.225          156.402         172.294 

LC/EC 15.00       169.437          160.634         175.079 

LC/EC 50.00       183.711          178.294         188.960 

LC/EC 85.00       199.189          193.177         208.924 

LC/EC 90.00       203.037          196.374         214.495 

LC/EC 95.00       208.876          201.044         223.205 

LC/EC 99.00       220.285          209.789         240.870 
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EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM 

USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES 

Version 1.5 

 

 

CL50 120 

 

                                               Proportion                

                                  Observed     Responding     Predicted  

             Number     Number   Proportion   Adjusted for    Proportion 

    Conc.   Exposed     Resp.    Responding     Controls      Responding 

 

  125.0000      30          0      0.0000        0.0000         0.0000 

  150.0000      30          2      0.0667        0.0667         0.0361 

  175.0000      30         12      0.4000        0.4000         0.4898 

  200.0000      30         29      0.9667        0.9667         0.9344 

  225.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9979 

 

 

Chi - Square for Heterogeneity (calculated)    =    2.348 

Chi - Square for Heterogeneity  

        (tabular value at 0.05 level)          =    7.815 

 

Mu        =     2.244008 

Sigma     =     0.037787 

 

Parameter       Estimate    Std. Err.         95% Confidence Limits 

--------------------------------------------------------------------- 

Intercept     -54.385681    9.307181    (  -72.627754,   -36.143604) 

Slope          26.464117    4.139449    (   18.350798,    34.577438) 

  

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000 

 

 

CL50 120 

 

      Estimated LC/EC Values and Confidence Limits 

 

                 Exposure           95% Confidence Limits 

Point              Conc.              Lower       Upper 

 

LC/EC  1.00       143.253          129.615         151.523 

LC/EC  5.00       152.003          140.876         158.906 

LC/EC 10.00       156.884          147.175         163.096 

LC/EC 15.00       160.267          151.518         166.061 

LC/EC 50.00       175.391          169.828         180.789 

LC/EC 85.00       191.942          185.701         201.753 

LC/EC 90.00       196.081          189.161         207.613 

LC/EC 95.00       202.378          194.235         216.803 

LC/EC 99.00       214.739          203.786         235.535 
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EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM 

USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES 

Version 1.5 

 

 

CL50 144 

 

                                               Proportion                

                                  Observed     Responding     Predicted  

             Number     Number   Proportion   Adjusted for    Proportion 

    Conc.   Exposed     Resp.    Responding     Controls      Responding 

  

  125.0000      30          0      0.0000        0.0000         0.0011 

  150.0000      30          5      0.1667        0.1667         0.1333 

  175.0000      30         19      0.6333        0.6333         0.7053 

  200.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9755 

  225.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9994 

 

 

Chi - Square for Heterogeneity (calculated)    =    1.854 

Chi - Square for Heterogeneity  

        (tabular value at 0.05 level)          =    7.815 

 

Mu        =     2.221146 

Sigma     =     0.040561 

 

Parameter       Estimate    Std. Err.         95% Confidence Limits 

--------------------------------------------------------------------- 

Intercept     -49.760166    8.535229    (  -66.489212,   -33.031116) 

Slope          24.654013    3.834347    (   17.138693,    32.169334) 

 

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000 

 

 

CL50 144 

 

      Estimated LC/EC Values and Confidence Limits 

 

                 Exposure           95% Confidence Limits 

Point              Conc.              Lower       Upper 

 

LC/EC  1.00       133.902          120.371         142.174 

LC/EC  5.00       142.701          131.606         149.626 

LC/EC 10.00       147.626          137.921         153.866 

LC/EC 15.00       151.046          142.287         156.869 

LC/EC 50.00       166.397          160.801         171.831 

LC/EC 85.00       183.309          176.981         193.265 

LC/EC 90.00       187.555          180.523         199.286 

LC/EC 95.00       194.029          185.726         208.750 

LC/EC 99.00       206.778          195.552         228.127 
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EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM 

USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES 

Version 1.5 

 

 

CL50 168 

 

                                               Proportion                

                                  Observed     Responding     Predicted  

             Number     Number   Proportion   Adjusted for    Proportion 

    Conc.   Exposed     Resp.    Responding     Controls      Responding 

 

  125.0000      30          0      0.0000        0.0000         0.0020 

  150.0000      30          6      0.2000        0.2000         0.1643 

  175.0000      30         20      0.6667        0.6667         0.7343 

  200.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9780 

  225.0000      30         30      1.0000        1.0000         0.9994 

 

 

Chi - Square for Heterogeneity (calculated)    =    1.721 

Chi - Square for Heterogeneity  

        (tabular value at 0.05 level)          =    7.815 

 

Mu        =     2.216897 

Sigma     =     0.041771 

 

Parameter       Estimate    Std. Err.         95% Confidence Limits 

--------------------------------------------------------------------- 

Intercept     -48.072102    8.233782    (  -64.210312,   -31.933889) 

Slope          23.939808    3.705314    (   16.677393,    31.202223) 

 

Theoretical Spontaneous Response Rate = 0.0000 

 

 

CL50 168 

 

      Estimated LC/EC Values and Confidence Limits 

 

                 Exposure           95% Confidence Limits 

Point              Conc.              Lower       Upper 

 

LC/EC  1.00       131.742          118.121         140.105 

LC/EC  5.00       140.666          129.470         147.676 

LC/EC 10.00       145.668          135.863         151.986 

LC/EC 15.00       149.144          140.289         155.040 

LC/EC 50.00       164.777          159.118         170.257 

LC/EC 85.00       182.050          175.642         192.113 

LC/EC 90.00       186.394          179.265         198.267 

LC/EC 95.00       193.022          184.592         207.951 

LC/EC 99.00       206.096          194.664         227.816 
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