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Resumen

Efectos de los plaguicidas organofosforados sobre la expresion génica de
embriones de Rhinella arenarum. Mecanismos de accién y vias de

sefnalizacion.

Nuestro laboratorio ha demostrado previamente los efectos adversos de
plaguicidas organofosforados (OF) en estadios embrionarios y larvales de Rhinella
arenarum |[1-3]. Estudiamos aqui los efectos de la exposicion a distintas

concentraciones del OF clorpirifos (Clp), focalizdndonos a nivel molecular.

Se determiné una CLso mayor para brote caudal (BC) respecto de la CLso
obtenida para opérculo completo, causando malformaciones de manera dosis-
dependiente. En concentraciones subletales tendi6 a disminuir las actividades de
catalasa y glutatiéon S-transferasa, incrementar el contenido endégeno de GSH y la
actividad especifica de acetilcolinesterasa en embriones en BC. La ornitina
descarboxilasa disminuyeron pero los niveles de poliaminas (PAs) enddgenas se
mantuvieron constantes. La uniéon de AP-1 al ADN también se encontr6 disminuida
en embriones en BC expuestos y se observaron alteraciones en los patrones de
fosforilacion de proteinas nucleares, demostrandose posteriormente que c-Fos
disminuye en embriones en BC expuestos a 2 mg/l, a diferencia de lo que
observamos en GT. Por su parte c-Jun también se vio disminuida en embriones
expuestos en BC, asi como su forma fosforilada. Los niveles de ERK 1/2
disminuyeron frente a la exposiciéon subletal al OF pero JNK2 aumentd, lo que
indicaria que la regulacién de c-Jun se estaria dando por la via de ERK. Esto sugiere
que AP-1, actuando al menos como heterodimero (c-Fos-c-Jun), estaria viendo
afectada su unidn al sitio TRE del ADN debido al OF. El estrés oxidativo es sugerido
por los niveles de GSH endo6geno y las actividades de catalasa y GST luego de la
exposicion al OF, mientras que una respuesta aiin mas temprana se observa en la
regulacion negativa de la unién de AP-1 al ADN y en la biosintesis de PAs,
reflejando otros mecanismos, probablemente relacionados a retraso del desarrollo

y a teratogénesis.

Palabras Claves: R. arenarum, desarrollo embrionario, AP-1, poliaminas, clorpirifos




Abstract

Effects of organophosphorus pesticide on gene expression in Rhinella

arenarum embryos. Signaling pathways and mechanism of action.

Our laboratory has previously showed the adverse effects of
organophosphorus pesticides (OP) in several embryonic stages and larvae of
Rhinella arenarum|[1-3]. We study here the effects caused by the exposure to

several concentrations of chlorpyrifos, analyzing specifically the molecular level.

We obtained an LCso much higher in embryos at tailbud stage (TB) in
respect with the LCso obtained for embryos at complete operculum, observing
malformations in a time-dose dependent manner. The pesticide, at sublethal
concentrations, tended to diminish catalase and glutathion S-transferase’s specific
activities, increase the levels of endogenous GSH and acetylcholinesterase’s
specific activity in embryos at TB stage. The ornithine decarboxilase’s specific
activity was decreased and the levels of endogenous polyamines remained stable.
AP-1 binding to the DNA, in treated embryos at TB stage, were diminished and we
observed altered patterns in the phosphorylation status of total proteins, showing
later that c-Fos protein is decreased in exposed embryos at TB but increased in late
gastrula. The c-Jun protein and its phosphorilated form, p-c-Jun, was found to be
decreased after exposure to the OP. The level of ERK 1/2 diminished in exposed
embryos but JNK2 increased, thus indicating that c-Jun regulation would be due to
the ERK 1/2 pathway. This suggests that AP-1 (acting at least as an heterodimer c-
Jun-c-Fos) binding to the TRE site of the DNA would be affected by the OP. The
oxidative stress is suggested by the levels of endogenous GSH and the activities of
catalase and GST, after the exposure to the OP; while an even earlier response is
observed with the negative regulation of the AP-1 binding to the DNA and the
biosynthetic pathway of polyamines, thus reflecting other mechanism of action,

probably related to a delayed development and theratogenesis.

Keywords: R. arenarum, embryo development, AP-1, polyamines, chlorpyrifos.
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1.1 Plaguicidas

1.1.1 Un poco de historia...

Los plaguicidas han sido ampliamente utilizados desde tiempos remotos y
su nombre se refiere a agentes utilizados por los humanos con el fin de controlar y
eliminar las pestes. Este término es inclusivo y se aplica a insecticidas, herbicidas,
fungicidas, etc... La U.S. Environmental Protection Agency (EPA), el principal ente
regulador del uso de plaguicidas en los Estados Unidos de América (EE.UU.), define
a los plaguicidas del siguiente modo: “Es cualquier sustancia o mezcla de
sustancias creadas con el fin de prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier
peste”’[4]. Las pestes por su parte se definen como cualquier organismo que

compita con el humano o sus intereses.

Ya en el afio 1.000 A.C., Homero, el gran poeta griego, citaba la importancia
del sulfuro como agente “anti-peste” en pos de la lucha contra todo aquello que
atentara contra los cultivos, ain cuando muchos de los materiales que se utilizaban
eran inutiles y su uso se debia mas que nada a la supersticién y al folklore. Si bien
los chinos utilizaban arsénico desde tiempos anteriores, no fue sino hasta la mitad
del siglo XIX que se comenzaron a utilizar mezclas de compuestos con cierto grado
de efectividad. Como ejemplo vale citar la “Mezcla Bordeaux”, utilizada en Francia
en 1.865 para combatir el moho de las uvas. Compuesta por sulfato de cobre, lima
y agua, es una mezcla que aun hoy se continua utilizando. Asi se daba comienzo al
uso “cientifico” de los plaguicidas; con el estudio y entendimiento de las plagas se
mejoraba notablemente el uso de los mismos. El comienzo de la era moderna en la
utilizacién de los plaguicidas, sin embargo, se daria con el uso del DDT en el afio
1.939, durante la segunda guerra mundial [5]. Por muchos afios el DDT fue el
plaguicida de mayor uso en EE.UU. Luego de la segunda guerra mundial, se
comenzaron a producir grandes cantidades para el control de vectores de
enfermedades como el tifus y la malaria. Para el afio 1.945 el uso comercial y
agricola se generalizé debido a su costo razonable, efectividad, persistencia y
versatilidad; pero en 1.959 el uso de este compuesto, miembro del grupo de

hidrocarburos clorinados, decayé marcadamente debido al incremento en la
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resistencia de los insectos, el desarrollo de plaguicidas alternativos mas efectivos,
la preocupaciéon publica sobre los efectos alternativos indeseables y las
restricciones impuestas por los gobiernos para el uso del mismo [6]. La publicacién
de Rachel Carson de 1.962, “Primavera Silenciosa” [7], desat6 la discusion sobre los
pro y contras en el uso del DDT, poniendo en alerta no sélo a los gobiernos sino a
toda la poblacién, y para el afio 1.970 se prohibiria la venta y el uso del mismo. Con
estos hechos tomd fuerza el desarrollo y aplicacién de los plaguicidas OF que,
debido a su composicién quimica, no eran compuestos de persistencia en el

ambiente.

1.1.2 Clasificacion toxicoldgica de los plaguicidas

Segun el grupo quimico del principio activo los plaguicidas mas utilizados
son, en orden decreciente: carbamatos (42,22%); piretroides (18,56%); OF
(15,57%); sales de cobre (8,38%); fosfito (3,59%); OCl; triazinas; dinitroanilinas;
urea sustituida; tiadiazinonas y benzamida y ftalonitrilos, entre otras (11,68%)
[8]. En general, y para su descripcion, se pueden agrupar en tres grandes grupos:
Insecticidas, Herbicidas y otros plaguicidas [9]. A los fines particulares de la
siguiente tesis, nos referiremos en detalle a los insecticidas unicamente, haciendo

s6lo una mencion general respecto de los herbicidas y otros plaguicidas.

INSECTICIDAS:

. Organoclorados (OCl): Son sustancias que presentan cloro en su
composicion y afectan el SN a nivel del axén. Agrupan a un considerable
numero de compuestos sintéticos, cuya estructura quimica corresponde a
los hidrocarburos clorados. Son liposolubles, con baja solubilidad en agua y
elevada solubilidad en la mayoria de los disolventes organicos. Tienen
estructura ciclica, y en general, poseen baja presién de vapor, alta
estabilidad quimica, notable resistencia al ataque de los microorganismos y

tienden a acumularse en el tejido graso de los organismos vivos, en el suelo
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y las capas subterraneas, lo que condiciona que la persistencia de estos
plaguicidas en el ambiente sea elevada. Actian por inhibicién de la
citocromo-oxidasa, enzima que cataliza el Ultimo paso en la cadena de
transporte de electrones; y por inestabilidad en el SN, fundamentalmente
afectando la apertura de los canales de Na* dependientes de voltaje. Al ser
liposolubles, se introducen y depositan en los tejidos grasos del organismo
humano a través de la cadena alimentaria. Esto da como resultado un
proceso de bioconcentracion y biomagnificacion, siendo el primero la
acumulaciéon de quimicos, en este caso plaguicidas, en su organismo, y la
segunda se sucede cuando especies superiores de la cadena alimentaria
tienen mayor concentracion del xenobidtico que las primarias [10]. Al
excretarse por via biliar pueden ser absorbidos a nivel intestinal,
posibilitando una vida biolégica mayor y efectos a largo plazo. Pueden
ingresar al organismo por ingestion, inhalacién o por contacto con la piel. La
absorcion de grandes dosis se facilita cuando estos plaguicidas se
encuentran disueltos en grasa animal o vegetal. La penetracién dérmica de
los plaguicidas OCI varia ampliamente, desde el DDT que es poco absorbido
por la piel intacta aun en solucion aceitosa, hasta aquellos como endrin,
aldrin, dieldrin y heptacloro, que penetran con mayor facilidad y
proporcién. Los efectos téxicos se observan con mayor rapidez si son

ingeridos, que por exposicion dérmica o inhalacion.

. Organofosforados (OF): Son fundamentalmente ésteres del acido
fosférico. Se descomponen con mayor facilidad y son menos persistentes en
el ambiente con relacién a los OCl, pero mas peligrosos para el hombre
debido a que tienen un mayor grado de toxicidad. Muchos de ellos son
sistémicos, es decir, son absorbidos por las plantas e introducidos en el
sistema vascular de los vegetales, actuando tanto en los insectos como
también sobre las personas que ingieren el alimento, aunque éste sea
previamente lavado (Ej: dimetoato, fosfamidén). Ingresan al organismo por
via dérmica, respiratoria, digestiva y conjuntiva. Cuando el ingrediente
activo se disuelve en solvente organico, se facilita la absorcién del producto

a través de la piel. La vida media de los OF y sus productos de
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biotransformacién es relativamente corta (horas a dias). La
biotransformacion de un téxico consiste fundamentalmente en convertir un
xenobidtico no polar en un compuesto soluble en agua utilizando la
maquinaria bioquimica presente en las células, con la que se metabolizan
compuestos endogenos de estructura quimica similar [11]. Su
biotransformacién se hace mediante enzimas oxidasas, hidrolasas y
transferasas, principalmente hepaticas. La eliminacién tiene lugar por la
orina y en menor cantidad por las heces. El primer efecto bioquimico
asociado con la toxicidad de los OF es la inhibicion de la enzima AChE; en el
SN existe una proteina que tiene actividad enzimatica esterasica; ésta,
cuando es fosforilada por el plaguicida, se convierte en lo que se denomina
esterasa neurotdxica, responsable de la neuropatia retardada. Otra
caracteristica es que son biodegradables y no se acumulan en el organismo,
pero presentan problemas especiales debido a que pueden combinarse con
otros OF produciendo diversos efectos como sinergia, potenciaciéon e
inhibicién de la detoxificaciéon. Se encuentra mayor informacién sobre los

plaguicidas OF en el capitulo 1.1.3.

. Carbamatos: Son derivados del acido carbamico (ésteres), su
actividad puede ser incrementada por la adicién de otros compuestos como
el piperonil butéxido que tiene efecto sinérgico. El grupo de los carbamatos
corresponde en su mayor parte a derivados del acido N-metil-carbamico.
Inhiben la colinesterasa de modo similar a como lo realizan los insecticidas
OF. Los formulados comerciales mas comunes son el Baygén, el Servin, el
Temik y el Zactram. Su persistencia en el ambiente y su toxicidad, es
intermedia entre los dos anteriores. De acuerdo a su composicién sus
derivados pueden tener propiedades insecticidas, fungicidas o herbicidas.
Ingresan a los mamiferos por via epidérmica, conjuntiva, respiratoria y
digestiva. Los carbamatos son inhibidores transitorios de la AChE, durante
algunas horas solamente, pudiéndose observar la reactivacion de la enzima
ya que no se produce el fendmeno de envejecimiento caracteristico de los
OF. No se ha demostrado hasta el presente neurotoxicidad retardada con

ningun carbamato.
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. De origen bioldgico: Son derivados de sistemas vivientes,
generalmente de baja toxicidad. El mas comtunmente utilizado es el Bacillus
thuringensis, en el que varias cepas son patogenas de diversos insectos y
son cultivadas y cosechadas en forma de esporas. Las esporas se formulan
como polvos humectables, concentrados suspendibles y granulos, para ser
cultivados en cultivos de campo y controlar asi los insectos. Se han
documentado muy raras infecciones en humanos por lo cual no se
encuentra registrado como plaguicida. Otros agentes bioldgicos utilizados
son el eugenol (derivado del clavo aromatico), el azadirachtin (derivado del
arbol de Neem), el acido giberélico (fitohormona que se extrae como
producto metabdlico de hongos cultivados), la nicotina (obtenida
generalmente del arbol del tabaco), la rotenona (su fuente es la raiz seca de
derris), la cebadilla (a partir de semillas maduras de un lirio sudamericano),
la estreptomicina (antibidtico derivado del cultivo de Streptomyces griseus)
y los piretro y piretrinas (ésteres de los acidos crisantémicos). En general,
estos ultimos son productos lipofilicos con amplio espectro de accion, pero
sin efecto acaricida salvo alguna excepcion, que actuan sobre el SN de los

insectos, retrasando el cierre de los canales de Na* dependientes de voltaje.

. Otros insecticidas: Aqui se pueden mencionar los ftalatos de
alquilo, el benzoato de bencilo, boratos, clordimeformo, clorobencilato,
cihexatin, dietiltoluamida (DEET), fluoruros, compuestos haloaromaticos de
urea sustituida, metopreno y propargita, entre otros. Los piretroides
también son insecticidas, compuestos sintéticos que guardan alguna
semejanza con las sustancias activas del piretro (mencionados
anteriormente). Algunos de ellos son sustancias estrégenos ambientales,
por tanto, interfieren los procesos hormonales de animales y personas. La
mayoria es poco toxica para el hombre y otros animales de sangre caliente,
por lo que su uso se ha extendido contra plagas caseras y de salud publica.
Ej. permetrina, cipermetrina, alfacipermetrina, ciflutrina, bifentrina,

fenvalerato, etc.
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HERBICIDAS:

. Acidos fenoxiacéticos: Poseen dioxinas, las cuales son sustancias

extremadamente toxicas aun en infimas cantidades. Ej. 2,4 -D y MCPA.

. Bipiridilos: Son compuestos de amonio cuaternario, muy peligrosos
y téxicos. Si son ingeridas por via oral o son absorbidos por la dermis,

producen fibrosis pulmonar irreversible. Ej. paraquat y diquat.

. Triazinicos derivados: Como su nombre lo indica, son compuestos

herbicidas derivados de la triazina: Ej. atrazina, propazina, prometrina.

. Pentaclorofenol (PCP): En EE.UU. estd reservado como plaguicida
para la conservacion de la madera tnicamente, si bien sus usos en el pasado
han sido multiples: herbicida, alguicida, defoliante, germicida, fungicida y

molusquicida.

. Nitrofendlicos v nitrocesélicos: Tienen muchos usos en la

agricultura mundial, como herbicidas, acaricidas, nematicidas, ovicidas y
fungicidas. La mayoria son poco solubles en agua pero si lo son en

disolventes organicos.

OTROS PLAGUICIDAS:

. Organobromados: Compuesto fumigante téxico de alto riesgo, que
se absorbe por la piel y es capaz de penetrar los equipos de goma
protectores de los trabajadores. El principio activo corresponde al bromuro

de metilo.

. Fosfaminas: Fumigantes y rodenticidas. Ej. fosfuro de calcio, de

magnesio, de aluminio.

. Fenoles halogenados: Son fungicidas y tienen propiedades
causticas y también toxicas sistémicas Ej. pentaclorofenato y

pentaclorofenol.
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. Arsenicales: Si bien muchos de estos productos han sido
discontinuados en los EE.UU., aun pueden encontrarse en algunos otros
paises. En general, las arsinas (gases) conllevan el mayor riesgo tdxico
seguido por los arsenitos (compuestos inorganicos trivalentes). Los
compuestos inorganicos pentavalentes (arseniatos) son apenas menos
toxicos que los arsenitos, mientras que los compuestos organicos
(metilados) pentavalentes representan a los insecticidas arsenicales de

menor riesgo.

1.1.3 Plaguicidas OF: vias de activacion y metabolizacion

Estos plaguicidas estdn representados por un gran nimero de compuestos
que tienen propiedades quimicas y fisicas diferentes. Aproximadamente, 100 OF
diferentes han alcanzado el estadio de produccién y comercializacién en las
ultimas 4 décadas. Los OF contienen un atomo central de fésforo con un doble
enlace a un atomo de oxigeno o azufre, dos grupos (R1 y R2) conteniendo grupos
o-etilos u o-metilos, y un grupo saliente que es especifico de cada OF y es
hidrolizado por la enzima AChE en el proceso de inactivacion (Figura 1). Estos
compuestos se encuentran clasificados de acuerdo a sus cadenas laterales y otros

elementos unidos al 4tomo de f6sforo.

R1
‘i’

R2—0 Fi' O—*Grupo Saliente
|s

Figura 1. Estructura general de los plaguicidas OF. El doble enlace se da entre el &tomo de fésforo

central y un oxigeno o azufre. El grupo saliente es especifico de cada OF.

-10 -



Introduccion

El grupo saliente, a diferencia de los grupos R1 y R2, esta representado por
un amplio rango de estructuras que le dan variaciones de sus propiedades fisico-
quimicas a los distintos OF. La habilidad del grupo saliente de abandonar la
estructura estd dada principalmente por la naturaleza de dicho grupo y de los

otros grupos asociados al fésforo central.

En general, cuando se aplica un plaguicida, mas del 50% se va al ambiente
aire y suelo, y luego al agua por lluvias, escurrimiento y lixiviacién. Se produce un
depésito en la planta que es eliminado progresivamente, con mayor o menor
rapidez, en funcion de factores tales como: la tasa de crecimiento vegetal,
condiciones ambientales (viento y lluvia), las propiedades fisico-quimicas del
plaguicida (volatilizacion y solubilizacién) y la degradaciéon quimica (que puede
ocurrir en el interior de la planta en el caso de los plaguicidas con poder
penetrante, o en la superficie de la misma, en cuyo caso juega un papel
fundamental la radiacién solar [12]). La solubilidad del plaguicida es uno de los
aspectos mas importantes para entender el camino que puede seguir el mismo en
el ambiente: en general, los plaguicidas OCl son poco solubles en agua debido a su
caracter no polar, mientras que los OF son, a grandes rasgos, mas solubles. Los
plaguicidas en el ambiente son capaces de interaccionar tanto con el componente
abidtico como bidtico, pudiendo modificarse de esta manera su estructura y sus
propiedades fisicas y/o quimicas. La transformacién quimica provoca que el
plaguicida se vuelva mas o menos téxico dependiendo de su producto final, siendo
el primer caso una activacion mientras en el segundo se trataria de una

inactivacion o detoxificacion (Figura 2).
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Figura 2. Principales procesos que afectan la movilidad y persistencia de los plaguicidas en la

biosfera [12].

La absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME) son procesos
que, junto con la bioconcentraciéon (o acumulacién), forman parte de lo que se
conoce como farmacocinética [10]. La biotransformacion es el proceso metabélico
mas determinante del comportamiento del plaguicida, conduciendo a cambios en
su estructura quimica por reacciones variadas (oxidaciones, reducciones,
hidrolisis, sustituciones, eliminaciones de grupos funcionales), llegdndose a
obtener incluso en algunos casos COz, H:0, haluros u otros. Estas reacciones
pueden ser llevadas a cabo por agentes bioldgicos asi como por vias quimicas y
fotoquimicas de manera simultanea en la mayoria de los casos, por lo que la
cinética de transformacion es bastante compleja de determinar y no es siempre
bien representada por los ensayos que pudiesen ser llevados a cabo en el
laboratorio. El objetivo final de las reacciones de metabolizacion de los plaguicidas
consiste en disminuir su capacidad de llegar en forma activa al tejido blanco asi
como el tiempo de permanencia en el sitio de acciéon. Esto se logra disminuyendo la

capacidad del mismo de difundir en el organismo y aumentando su velocidad de
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excrecion, ambos hechos favorecidos por reacciones que incrementen la polaridad
del xenobidtico (biotransformacién). Este es el mecanismo mas comuin que usan
los organismos para eliminar los toxicos ambientales, utilizando la maquinaria
bioquimica presente en el organismo [11]. Existen reacciones de fase I, que son
reacciones de oxido-reduccion e hidrdlisis y, de fase II, que comprenden reacciones
de conjugacion (biotransformacion propiamente dicha). Las enzimas de fase I
transforman los xenobioticos (incorporando grupos hidroxilos, aminos, carboxilos,
epoxi, sulfhidrilos y hal6genos) en sustratos de las enzimas encargadas de catalizar
las reacciones de fase I, al mismo tiempo que los vuelven mas hidrofilicos debido a
la incorporacién de un grupo polar reactivo; aunque la mayor solubilidad al téxico
es dada por las reacciones de fase II. Las reacciones de fase I pueden dar lugar a
bioactivaciones, donde los metabolitos resultantes de la biotransformacion del

xenobidtico absorbido son mas toxicos que la sustancia original.

Para llevar a cabo las reacciones de fase I existen enzimas capaces de
introducir oxigeno proveniente del Oz molecular, las OFM u oxigenasas de funcién
mixta, que comprenden a las amino-oxigenasas y los citocromos P450, ambas
localizadas en el reticulo endoplasmatico de las células. Los citocromos P450
también son capaces de exponer grupos funcionales al catalizar reacciones de
desalquilacidon, desaminacion y deshalogenacion. En las reacciones de fase I
también estan involucradas enzimas esterasas, peroxidasas y epoxi hidrolasas,

entre otras.

Por otro lado, existen en las conjugaciones de fase II dos tipos de reacciones
involucradas: tipo 1) el xenobibtico reacciona con un ligando de conjugaciéon
reactivo para producir un producto de conjugacidn; y las tipo 2) donde el sustrato
primero es activado para luego combinarse con el ligando de conjugacion y dar el
producto de la reaccion. Algunas de las enzimas involucradas en estas reacciones

de fase Il se mencionan a continuacion:

* La familia de enzimas citosolicas GST (sélo un 5% se encuentra en el
reticulo endoplasmatico) reaccionan con grupos epoxidos,
haloalcanos (o haluros de alquilo), nitroalcanos, alcanos, derivados

de metil sulféxidos y compuestos halo y nitro-aromaticos. El GSH es
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un tripéptido Glu-Gli-Cis. La GST se encuentra en células de diversos
tejidos.Esta glutationizacién consiste en la adicion de glutation (GSH),
a través de su grupo sulfhidrilo (nucleofilico), con un carbén

electrofilico del xenobiético.

* Las enzimas UDP glucuronil-transferasas, presentes en el reticulo
endoplasmatico, transfieren un grupo glucuronil en un grupo
hidroxilo, amino o sulfhidrilo del téxico desde el acido UDP
glucuronico. Esta reaccién es conocida como una glucuronidacion y

los compuestos glucuronidados son muy solubles en agua.

* Las sulfotransferasas son enzimas solubles que transfieren un grupo
sulfato de PAPS (3’-fosfoadenosil-5'-fosfosulfato) a un grupo
hidroxilo o amino en el xenobidtico. Esta reacciéon se conoce como de
sulfatacion y el producto es un sulfato organico ionizado, muy soluble en

agua.

Los plaguicidas OF son facilmente hidrolizables, ya sea por vias enzimaticas
como independiente de la accion de enzimas, aumentando su estabilidad frente a la
reaccién segun la naturaleza de los enlaces en el siguiente orden: anhidrido o
halogenuro, alcohoxi y amido, oxifosfatos, tiofosfatos y fosfonatos. Los tiofosfatos
son mas estables que los oxifosfatos debido a la mayor electroafinidad del atomo
de oxigeno. La oxidacion de tiofosfatos en oxifosfatos incrementa la toxicidad.
También se producen reacciones fotoinducidas espontaneas como es la oxidaciéon
de grupos mercapto a sulféxidos y sulfonas. Ademas, la radiacién ultravioleta es
capaz de producir isomerizaciones de los ésteres fosforicos para dar derivados
mas toxicos. Los fosforoamidatos producen compuestos muy téxicos al oxidarse.
Otra forma de degradacion de algunos compuestos de fosforo es la
deshidrohalogenacion. Debido a la susceptibilidad de los OF a ser degradados (la
velocidad de degradacién de estos compuestos es muy variable), estos son

compuestos no persistentes en el medio ambiente y en sistemas biolégicos.
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1.1.4 Efecto de los plaguicidas OF y Carbamatos sobre la actividad
especifica de AChE

Los plaguicidas OF y los ésteres de carbamatos comparten el mecanismo de
accidén, atribuido principalmente a su capacidad de inhibir la enzima AChE. Esta
enzima, una serina hidrolasa, reacciona quimicamente con el plaguicida
inactivandose, y como consecuencia se detiene la hidroélisis del neurotransmisor
ACh, lo que resulta en una acumulaciéon del mismo en el espacio sinaptico o en la
unién neuromuscular. Esta acumulacion provoca una sobreestimulacion y
posterior desensibilizacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos, AChR.
Como consecuencia, altas concentraciones de ACh en el SNC causan alteraciones
motoras, sensoriales, de comportamiento e incoordinacién, y posteriormente
depresiéon de la funcion motora y respiratoria, causando la muerte por

envenenamiento por OF en los seres humanos.

1.14.1 Acetilcolina v acetilcolinesterasa

Los impulsos nerviosos se comunican entre las neuronas gracias a
moléculas difusibles llamadas neurotransmisores, entre los cuales se encuentra la
ACh. A esta se la conoce como neurotransmisor colinérgico ya que deriva de la
colina. Su sintesis se produce a partir de una molécula de acetil coenzima-A y una
molécula de colina, reaccion que es catalizada por la enzima colina-

acetiltransferasa (Figura 3).

1
CH;—C—5—CoA
Acetil-CoA Coli
+ Acnﬁltralgt%rasa
+HO—CH,—CH,—~N"—(CH,}; ———

Colina

i
CH;—C—0—CH,—CH,—N"—(CH,); + CoA—SH
Acetilcolina

Figura 3. Sintesis del neurotransmisor ACh [13].
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La incorporacion de ACh desde el citosol a las vesiculas es realizada por un
antiporte H*/ACh (Figura 4). Este antiporte esta codificado en el primer intrén del
gen de la enzima colina-acetiltransferasa lo que aseguraria un mecanismo

altamente coordinado de expresion de ambas proteinas.

En el proceso de sinapsis quimica, es de fundamental importancia la
recaptacion de los neurotransmisores mediante la remocion de los mismos de los
espacios sinapticos. Luego de ser liberada a la hendidura sinaptica, la ACh es
hidrolizada a acetato y colina, reaccién mediada por la AChE que se encuentra en la
hendidura en altas concentraciones. La colina producida por la hidrélisis es
transportada nuevamente a la terminal nerviosa presindptica por un simporte

Na*/colina para ser nuevamente utilizada en la sintesis del neurotransmisor.

Antiporte
H*/Neurofransmisor  ATP H

. ' \
ortacion
/ h&m rotransmisor

Movimiento hacia la

zona activa
Endu-:
Anclaje a |
k_J zona piaa‘smag'ca recu?ié fa r.'n
4 itosi
‘»‘-Ogatifixdof por Ca2* —_—
w rina

Citosol g

Proteinas d\t": sensado de o
Ca2+ y anclaje Membrana Plasmética

Dinamina

Figura 4. Mecanismo de incorporacién de ACh en las vesiculas de la neurona presinaptica y su

posterior liberacion al espacio interneurona, o sinaptico [13].
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Las membranas pre y postsindpticas estan separadas entre si por un
espacio de unos 50 nm y en el axén presindptico se sitiian vesiculas sinapticas, las
cuales contienen aproximadamente 10* moléculas de colina cada una. El impulso
nervioso promueve la liberaciéon de aproximadamente 300 vesiculas lo que eleva la
concentracion de ACh de 10 nM a 500 pM en menos de un milisegundo. Esta
liberacion es mediada por el Ca?* el cual ingresa al interior de la neurona a través
de canales dependientes de voltaje. La unién del neurotransmisor con su receptor
en la membrana postsinaptica promueve un cambio en su permeabilidad i6nica
para el ingreso de Na* y la salida de K*, lo que desencadena un potencial de acciéon

[14](Figura 5).

Neurona presinaptica

IMPULSO NERVIOSO

Canal de Ca2t
i uia or
Egvolta?ep

- Vesiculas
sinapticas

Hendidura sinaptica,

N:a%gﬁst:;nqm; — J! gL a
Canal re uladnﬁluf‘ 1& 1&, Y

por |lg

Canal re aq_lJado

por L?
Neurona postsinaptica
Potencial IMPULSO

postsinaptico >0 WEVISSD

Figure 12-17 Principles of Anatomy and Physiology, 11/e
© 2006 John Wiley & Sons

Figura 5. Esquema representando los pasos que ocurren en el impulso nervioso entre una

neurona pre y postsinaptica [15].
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Como se mencioné anteriormente, la AChE pertenece a una familia de
enzimas colinesterasicas, las cuales son esterasas tipo B capaces de hidrolizar
ésteres de colina (hidrolasa de serina), tales como la ACh. Su proceso catalitico
implica acilacién y desacilaciéon en un residuo de serina de la triada catalitica en el
centro activo de la enzima, el cual esta localizado dentro de una cavidad estrecha y
con unos 20 nm de profundidad o garganta, rodeada por 14 residuos de
aminoacidos aromaticos, que pueden ser importantes para guiar al sustrato hacia
el centro activo. Los aminoacidos componentes de la triada catalitica son una

serina (Ser 200), una histidina (His 440) y un glutamato (Glu 327) [16].

Las colinesterasas de vertebrados se clasifican en dos grupos, codificados
por dos genes diferentes: la AChE y la BChE. La primera es menos activa sobre la
butirilcolina (BCh) pero hidroliza a la ACh mucho mas rapido que a otros ésteres
de colina. La BChE hidroliza tanto a la ACh como a la BCh. Ambas enzimas son
glicoproteinas que pueden estar unidas a membrana plasmatica o libres en el
espacio extracelular, y su heterogeneidad esta dada por varias isoformas de cada
enzima que pueden distinguirse por el nimero de subunidades cataliticas, las
caracteristicas de solubilidad y las propiedades hidrodinamicas. La AChE es
predominante en musculo y en el SN, en donde los niveles de BChE son menores.

La BChE es sintetizada en el higado y luego secretada al plasma sanguineo.

1.1.4.2 Receptores de neurotransmisores del SNA

Todas las actividades comandadas por el SNA en tejidos y o6rganos del
cuerpo humano, incluyendo la contracciéon y relajaciéon del musculo liso,
alteraciones en la actividad del miocardio y control de la secrecién glandular, son
llevadas a cabo por 3 moléculas: adrenalina, noradrenalina y ACh. Estas moléculas
son capaces de tener efectos estimulantes e inhibitorios, dependiendo de su blanco
de accién. Esto es llevado a cabo principalmente por la presencia de distintos
receptores de membrana capaces de unir especificamente dichas moléculas y
gatillar asi determinadas cascadas de sefializacion a partir de segundos

mensajeros.
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Respecto de la ACh, ésta es capaz de unir dos tipos de receptores
colinérgicos, conocidos como receptores nicotinicos y muscarinicos. Inicialmente
la clasificaciéon de los receptores en el SN se basé en la actividad farmacoloégica de
dos alcaloides: la nicotina y la muscarina. Esta clasificaciéon ocurri6 mucho antes
que se estudiasen las estructuras moleculares de dichos compuestos, pero
posteriormente se pudo saber que no todos los receptores nicotinicos eran iguales.
Al igual que los receptores nicotinicos, los receptores muscarinicos difieren en su

estructura y afinidad de unién con sus agonistas y antagonistas.

* Receptores nicotinicos : (Figura 6 der.) se encuentran en los cuerpos

celulares de todas las neuronas postganglionares, tanto del sistema
simpatico como del sistema parasimpatico, en los ganglios del SNA y
en el musculo esquelético. La ACh, que es liberada por las neuronas
preganglionares, une estos receptores nicotinicos y causa un rapido
incremento en el fluyjo de Na* y Ca2*, promoviendo asi la
despolarizacion de las neuronas postganglionares. En el SNC existen
al menos 8 subunidades a y 3 subunidades [ diferentes,
componentes de los receptores nicotinicos. Las distintas
combinaciones son las que proveen la especificidad de unién con sus

agonistas.

* Receptores muscarinicos: (Figura 6 izq.) son responsables de la

neurotransmision postganglionar del SNA parasimpatico. Se
encuentran en las membranas plasmaticas de los tejidos y estan
ligados a la activacion de la proteina G y sistemas de segundos
mensajeros que llevan la sefial para generar respuestas
intracelulares. Estos ultimos pueden tener efectos tanto excitatorios
como inhibitorios dependiendo del tejido blanco. Se han clonado 5
genes diferentes, m1 a m5. Los subtipos difieren en la capacidad de
unir distintas proteinas G y por lo tanto gatillar diferentes cascadas

de sefializacion intracelular [17].
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Espacio Extracelular

PP

Cara intracelular

Figura 6. Izq. Prediccion de la estructura de un receptor muscarinico M1, en naranja los
aminoacidos compartidos por los tipos M1 a M4. Der. Vista longitudinal de la estructura propuesta
de un receptor nicotinico. Las subunidades a, 3 y 6 rodean un canal interno que atraviesa la bicapa

lipidica.

En los OF de alta actividad insecticida, el grupo saliente es un grupo
electronegativo que tiene una asociacién labil con el atomo central. Este hecho
permite que el mismo se separe de la estructura del OF y de este modo el fésforo
central pueda reaccionar quimicamente con el sitio activo de la enzima AChE. El
mecanismo involucrado es similar al que ocurre en la acetilaciéon de la enzima
durante la hidrélisis de la ACh previamente mencionado, pero a diferencia de ésta,
la enzima fosforilada tiene alta estabilidad. En detalle, por fosforilaciéon de los OF a
la serina de la triada catalitica situada en el sitio activo de la AChE [18, 19] se
forma un complejo enzima-inhibidor que bloquea a la AChE pero ésta, a diferencia
de lo que ocurre con su unién a la ACh, hidroliza lentamente al complejo debido a
la elevada estabilidad del mismo. De este modo, los OF son mejores sustratos de la
AChE que los sustratos naturales de la misma [20]. A su vez, las Gly118, 119 y
Ala201 [21] pueden establecer puentes de hidréogeno que aumentan ain mas la
estabilidad del complejo. Asi, el grupo serina hidroxilo bloqueado por el OF no
puede continuar su accién en la hidrélisis del neurotransmisor. Posteriormente, la
hidrolisis de los grupos R1 y R2 provoca el fenémeno de envejecimiento de la
enzima fosforilada que determina la irreversibilidad de la inhibicién, o sea, la

inactivacion de la AChE debido a un incremento en la estabilidad del complejo
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enzima-OF (Figura 7). El inico modo de recuperacion de la actividad de AChE es
por la sintesis de novo de la proteina catalitica, lo que implica un mecanismo a

largo plazo.

Ka

[En-0OH-R-P-X]

En—-0H + R-P-X
Re

W=g=0
Fd
k-]

({Complejo)

]
P
]
R
Envejecimien tol
o] O-
|/ .
En-O-P \ + H
CHy

Figura 7. Reaccidn de inhibicion y envejecimiento de la AChE. La reaccién de inhibicién tiene lugar
en un proceso de dos etapas. En-OH representa la AChE con el grupo -OH enfatizado. Kq es la
constante de disociacion entre la enzima y el complejo inhibidor, K; es la constante de fosforilacién
y Kicorresponde a K, /Kq. Se destaca la reaccién de “envejecimiento” que imposibilita la

reactivacion enzimatica.

Los OF con grupos P=S son generalmente pobres anticolinesterasicos, sin
embargo todos ellos son potentes insecticidas. La baja capacidad de los ésteres P=S
de inhibir per se a la AChE es debido a que tienen baja reactividad, atribuida en
parte a que dicha unién esta polarizada respecto de la unién P=0, debido a la
menor electronegatividad del azufre respecto del oxigeno. El hecho que en el
enlace P=0 el dipolo que se genera es mayor respecto del dipolo en el enlace P=S,
provoca que el primero sea mas susceptible al ataque de agentes nucleofilicos,
entre ellos, el grupo serina hidroxilo de la enzima AChE. Por lo tanto, los OF que
poseen el enlace P=S son menos reactivos y mas estables para la degradacién

hidrolitica que el correspondiente ester P=0.

;Qué sucede entonces con la capacidad insecticida de los OF que poseen el

enlace P=S? Investigaciones en el metabolismo y modo de accién han revelado que
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la toxicidad de los ésteres P=S es debida a la desulfuracién oxidativa al P=0
correspondiente. En el organismo, esta reacciéon se encuentra catalizada por las

OFM, en tanto que en el ambiente ocurre bajo la influencia del oxigeno y la luz.

Los carbamatos, por su parte, dan lugar a una enzima carbamilada que es
mas estable que la enzima acilada, tomando minutos en vez de milisegundos para
re-hidrolizarse. Los ésteres organofosfatos son verdaderos hemi-sustratos que por
fosforilacién en un residuo de serina, presente en el sitio activo de la enzima,
forman una configuracion tetrahédrica que simula el estado de transiciéon formado
durante la hidrélisis de la ACh. Si los grupos alquilos del OF son metilos o etilos, la
regeneraciéon espontanea podria requerir horas, e incluso mas tiempo [22]. Esto
implica el cese de la estimulacién por ACh en la membrana postsinaptica una vez
que la sefial nerviosa ha sido trasmitida, como producto de la desensibilizacion de
los receptores. A diferencia de los plaguicidas OF, los carbamatos se unen de
manera reversible, por lo cual la inhibicién es transitoria. O sea, el complejo
carbamato-enzima, a diferencia de lo que ocurre con el complejo OF-enzima, no es
susceptible de sufrir envejecimiento. Aun asi, la inhibicién provoca la acumulacién
de ACh en las sinapsis nerviosas y la consecuente disrupcion de la funcién
nerviosa. En la figura 8 se pueden observar las reacciones correspondientes a la
funcion esterasica de la AChE con su sustrato fisiologico, la ACh, el modo de accién
del carbaril como ejemplo de carbamato y el del Clp como ejemplo de un plaguicida

OF al unir el sitio activo de la enzima AChE.
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Figura 8. Ilustracién esquematica de la interaccién de la ACh, el carbamato carbaril y del Clp oxén con el sitio activo de la enzima AChE [23].
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1.1.5 Clorpirifos (0,0-dietil 0- (3,5,5-tricloro-2-piridil fosforotioato)

La nomenclatura IUPAC del Clp es la siguiente: O0,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-
piridil fosforotioato. Su formula molecular es CoH11ClsNO3PS, y su masa molecular
350,6. Su estructura quimica es presentada en la figura 9. Tiene un aspecto de
cristales blancos en estado so6lido, con una evaporacién despreciable a 20°C pero
puede alcanzar un estado de pulverizaciéon considerable cuando se manipula en
forma de polvo. Su punto de fusién es 42-44°C con una solubilidad en agua de 0,39

mg/la 19,5°C [24].

SN
|
- HH‘H i/ e .--"J'PH'“\..
ci” N~ "0/ TOCH.
OCH, ° -

Figura 9.Estructura quimica del OF Clp.

Es un plaguicida OF que ha sido comercializado desde los afios sesenta y
uno de los mas utilizados ya que es efectivo contra una amplia gama de insectos
nocivos para los cultivos. Los nombres comerciales con los que se encuentra el Clp
son Dursban y Lorsban, entre otros. Es principalmente producido desde el afio
1.966 por la multinacional Dow Elanco antes conocida como Dow Chemical Co. En
la figura 10 se puede observar que el uso de dicho plaguicida se encuentra dentro
de los principios activos de mayor utilizacion en la region del Alto Valle de las
provincias de Rio Negro y Neuquén segun un trabajo multicéntrico elaborado por
investigadores del LIBIQUIMA [8] y con datos aportados por un consultor privado
de la camara de distribuidores de agroquimicos del Alto Valle. El Clp es utilizado en
agricultura en cultivos de maiz, alfalfa y algodén, pero también existe un amplio
uso domeéstico (aproximadamente un 17% de acuerdo al Journal of Pesticide
Reform para los EE.UU.). Durante 1.997 se reporto el uso de 100.000 kgs del OF Clp

en 50 cultivos distintos, entre ellos el cultivo de manzanas.
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B Glifosato 3 %

B Metil Azinfos 13 %

W Carbarilo 4 %

H Clorpirifos 1 %

B Fosmet 1%

M Aceite 32 %

1 Metidation 1 %

m Abamectina 1 %
Captan 1%

m Polisulfuro 43 %

Figura 10. Principios activos de los plaguicidas mas utilizados en la zona productiva de Rio Negro y

Neuquén, afio 2.004 [8].

La EPA, en su cuadernillo sobre el Clp, ha publicado los valores estimados
de concentracion del OF que pueden ser encontrados en aguas superficiales y
subterraneas. Estiman para aguas superficiales un valor de concentracién 0,026-
0,4 pg/l y para subterrdneas de 0,007-0,103 pg/l. Respecto de los efectos no
deseados del Clp, la EPA en el mismo informe publica un valor de NOAEL de 10
mg/l para mamiferos y una CLso para organismos acuaticos de 1,8-595 pg/1 con

una NOAEC reproductiva de 0,57 pg/1 [25].

Esta clasificado como un plaguicida de clase II, segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), moderadamente peligroso, pero es la principal fuente
de envenenamiento agudo en EE.UU. de acuerdo a la EPA. Los efectos de la
exposicion crénica al Clp se encuentran actualmente en estudio dando lugar a un
amplio debate, llegando incluso algunas agencias de proteccién a considerar que la
exposicién crénica puede conllevar a los efectos producidos por una exposicion
aguda. Incluso, hacia 1.997 la EPA implement6 un programa de reduccion de riesgo
para el Clp, el cual incluye una serie de restricciones para su uso doméstico. El
mismo fue llevado a cabo con el apoyo de las manufactureras, las cuales se

comprometieron a eliminar los concentrados del plaguicida que deban ser
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mezclados o diluidos, en un intento por disminuir los casos de intoxicacién

domeéstica, sobre todo en nifios.

1.1.5.1 El Clp como agente anticolinérgico

Como se mencioné previamente, y debido que el &tomo central de fésforo
en la molécula de Clp es un doble enlace P=S, su toxicidad estd asociada al P=0
producto de la activaciéon metabdlica. En los humanos, esta reaccién ocurre en el
higado, a través de la OFM, dando como producto un potente inhibidor de la AChE,
el Clp-ox6n (Figura 11). Este es un ejemplo de una bioactivacién gracias a la
metabolizacién (desulfuracion del fosforotionato) del xenobiotico en una reaccién
de fase I catalizada por una OFM, CYP450, fundamentalmente en el higado. Esta
toxicidad incrementada se da debido a que el 0xdn posee una mayor afinidad y
capacidad para fosforilar el grupo serina hidroxilo del sitio activo de la AChE que
su precursor. Otra reaccion metabolica de importancia se da por hidrolisis del OF,
dando lugar a los metabolitos 3,5,6-tricloro-2- piridinol (TCP) y dietiltiofosfato a
partir de Clp o Clp-oxén. Esto da como resultado compuestos de baja toxicidad ya
que ninguno de los productos es capaz de inhibir la actividad de la AChE. Esta
reaccion de desarilacion oxidativa representa una via de detoxificacién mediada
por una enzima hepdatica CYP450 cuando ocurre a partir del Clp, y una esterasa

tipo A (PON-1) o tipo B cuando ocurre a partir de una molécula del Clp oxén [23].
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Figura 11. Esquema de la metabolizacion del Clp y sus metabolitos principales: Clp-oxon,

tricloropiridinol (y sus conjugados), dietilfosfato y dietilpirofosfato [23].

1.1.5.2 Efectos no colinérgicos de los OF: antecedentes ante la

exposicién al Clp

Existen numerosas evidencias que denotan efectos no colinérgicos del Clp y

el Clp oxdn. Esto se ha venido estudiando en los ultimos afios debido que no era

posible explicar las manifestaciones toxicologicas asociadas con la exposicion al OF

mediante una inhibicién de la AChE. Se ha reportado que tanto el Clp como su

metabolito activo, interactiian con algunos de los receptores muscarinicos M2 /M4

de la ACh [26], unen y desensibilizan a los receptores nicotinicos [27], interfieren

con el estatus de fosforilacion de las proteinas, afectan la funcién inmune, y alteran

las funciones cognitivas, reproductivas, el desarrollo y los sistemas sensoriales

[28]. Entre los mecanismos de respuesta celular a téxicos de mayor interés en la

actualidad se encuentran la traducciéon de sefiales, su regulacion downstream a

través de las cascadas de fosforilacion- defosforilacion [29], y la regulacién de la

expresion de genes de estrés por FT [30]. En estos hechos se apoy6 la decision de
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la EPA en el afio 2.000 para restringir algunos usos agricolas y domésticos de este
plaguicida. Bomser y Casida en el afio 2.000 [29] publicaron resultados que
demostraban que el Clp ox6n activa a las quinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK 44/42) en células CHOK1, presumiblemente mediante la
inhibicion de la diacilglicerol (DAG) lipasa, la cual ya ha demostrado ser sensible a
la inhibicion por muchos OF [31]. Otros estudios han demostrado que el Clp inhibe
la proliferacion y diferenciacion neuronal [32, 33]. El grupo de Schuh y
colaboradores [34], basandose en el hecho que la exposicion a bajas
concentraciones de Clp tiene un efecto neurotoxico para el desarrollo y que el
mismo no es mediado por la inhibicion de la AChE (ya que agonistas de sus
receptores no han podido revertir sus efectos [32, 35]), decidi6 investigar las
posibles vias de sefializacién que pudiesen estar afectadas por la exposicion. Ellos
demostraron que la inhibicién en la sintesis de AMPc, producto de la exposicion al
OF reportado por otros autores, [36, 37], llevaba a un incremento de hasta 4 veces
en la fosforilaciéon de la proteina CREB (critica en la supervivencia celular y la
diferenciacién durante el desarrollo del cerebro) de unién al sitio CRE del ADN, en

células neuronales corticales y del hipocampo, pero no en cultivo de astrocitos.

La EPA define a los disruptores endocrinos como “agentes exdgenos que
interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, union, accion o eliminacion de las
hormonas naturales responsables del metabolismo, la reproduccidn, el desarrollo
y el comportamiento”. Se ha sefialado que los OCI y OF (incluido el Clp, U.S. EPA
Endocrine Disruptor Screening Program) son posibles disruptores endocrinos [38],
incluso se ha demostrado que el Clp en particular altera la biosintesis de GnRH en
células hipotalamicas GT1-7, sugiriendo que podrian tener efectos disruptivos
sobre las neuronas productoras de GnRH in vivo [39]. Algunos insecticidas pueden
actuar a través de la unién a receptores, como el Aryl hydrocarbon Receptor (AhR),
generando ademads una respuesta de estrés oxidativo [40]. La activacién y la
detoxificacion de muchos téxicos se encuentra altamente controlada por una
bateria de genes enzimaticos inducidos por la via de AhR, entre los cuales
encontramos los correspondientes a CYP1A, DT-diaforasa, GST y UDP-GT. La
alteracion de estos componentes colaboran con mecanismos de resistencia, innata

y adquirida, en vertebrados. Entre los ligandos exdgenos del AhR encontramos a
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los PCBs (policlorinados bifenilos), TCDDs (tetraclorodibenzodioxinas) y algunos
TCDFs (tetraclorodibenzofuranos). Una vez llevada a cabo la unién, el complejo
ligando/AhR trasloca del citosol al nucleo, dimeriza con el ARNT-translocador
nuclear del receptor Ah y se une a los elementos de respuesta a xenobiéticos (XRE)
que se encuentran rio arriba de los genes regulados por AhR, iniciandose asi la
transcripcion [41]. Griinfeld y Bonefeld-Jorgensen, en su trabajo publicado en el
2.004 [42], han demostrado el efecto de algunos plaguicidas OCl y OF, entre ellos el
Clp, sobre los niveles de ARNm de los receptores a y 3 estrogénicos. Por otro lado,
los receptores de serotonina (5HT), sefial neurotrdpica durante el desarrollo del
cerebro, son afectados por el Clp, como asi también el transportador presinaptico
de 5HT y la via de sefalizacion mediada por la misma durante la etapa gestacional
de ratas [43]. Las vias de proteinas quinasas activadas por estrés también se ven
afectadas por xenobidticos (e.g. dioxina), pudiendo alterar “decisiones” celulares a
través de p53 y ERK/ JNK en cuanto al balance entre proliferaciéon celular y
apoptosis [44]. La alteracién de vias de sefializacién pueden afectar a su vez la
actividad de diversos FT en sus sitios de uniéon a ADN, como c-Jun y c-Fos en AP-1
sobre TRE [45, 46], Specific Protein-1 en Sp-1-RE [47], c-Myc en cMyc-RE [48], CRE,
retinoic acid RE, y T3-RE [30], donde RE corresponde al elemento de respuesta en
el ADN. Si bien parte de los trabajos publicados describen efectos de plaguicidas
OF como el Clp, la mayoria se basan en biocidas OCl, dioxinas e hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

1.1.5.21 El factor de tanscripcién AP-1 y sus componentes

AP-1 es un FT dimérico que contiene los miembros de las familias de
protooncogenes c-Jun y/o c-Fos (Figura 12), ATF y MAF [49]. Todos los integrantes
de las familias de estos genes de respuesta temprana dan como resultado, al homo-
0 heterodimerizar, a AP-1 (exceptuando a c-Fos que no homodimeriza). Los
miembros las familias componentes de AP-1 contienen los dominios conservados:
TAD: dominio de transactivacion; DBD: Dominio de uniéon al ADN; BR: Region

basica de union al ADN; LZ: Cierre de leucinas.
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Figura 12. El FT AP-1 esta compuesto por homodimeros o heterodimeros de los miembros de las

familias de c-Fos, c-Jun y ATF [50].

Las variantes mas comunes del FT se componen formando, a través de sus
dominios de cierre de leucinas, ya sea el homodimero c-Jun/c-Jun o el
heterodimero c-Jun/c-Fos (siendo el primero menos estable en la unién al ADN
que el segundo), y homodimeros ATF o heterodimeros ATF/c-Jun. La figura 13
resume las variantes de AP-1 con sus correspondientes secuencias de
reconocimiento en el ADN. Los distintos dimeros se unen preferentemente a
elementos de respuestas tales como elementos de respuesta a AMPc (CRE) (para
los componentes ATF), elementos de reconocimiento a MAF (MAREs) y el
elemento de respuesta a antioxidantes (AREs). El principal elemento de respuesta
en el ADN es el elemento de respuesta a TPA (TRE) para los homodimeros de c-Jun
o heterodimeros c-Jun/c-Fos. C-Jun/ATF y ATF-c/Fos por su lado, son capaces de

unir el sitio CRE.
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Figura 13. El dominio de cierre de leucinas (LZD) media la dimerizacidn de las proteinas,
acercando los dominios de unién al ADN (DBD) y facilitando la interaraccién de las proteinas con el
mismo [51]. ATF: Factor activador de la transcripcién; TRE: Elemento de respuesta al 12-0-

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA); CRE: Elemento de respuesta al AMPc.

Los estados de fosforilacidon (activacion) de los distintos componentes de
AP-1 se encuentran bajo un estricto control por las vias de sefializacion (MAPK),
asi como también por el tipo de estimulo externo que recibe la célula. Los
miembros de la familia JNK son los encargados de fosforilar a la proteina c-Jun y
JunD en sus dominios TAD (de transactivacién), siendo mas efectiva la
fosforilaciéon de c-Jun que la de JunD. JunB, por su parte, no es fosforilado por JNK
porque carece del sitio conservado de fosforilacién [52]. Por otra parte, ERK
participa en la fosforilacién de todos los miembros de la familia de proteinas c-Fos
en sus dominios TAD, lo que estabiliza a este ultimo por algunas horas evitando su

degradacién (en general posee una vida media de 10 minutos) [50] (Figura 14).
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Figura 14. Via de traduccion de sefiales que converge en la activaciéon del FT AP-1 y su unién al
ADN [49]. Las MAPKK son activadas por fosforilacidn por sus correspondientes MAPKKK (no se

muestran en el esquema).

Una caracteristica interesante es que la transcripcién de los componentes
de FT AP-1 se encuentra auto-regulada negativa o positivamente. La figura 15 nos
muestra los genes que codifican para los miembros c-Fos y c-Jun murinos. Se
puede observar que dichos genes poseen secuencias consenso de interaccién con
el ADN, dimerizacién y anclado para JNKy ERK 1/2 (en el caso del gen c-jun) y ERK

(en el caso del gen c-fos) que se encuentran altamente conservadas.
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Figura 15. Genes correspondientes a c-fos y c-jun murinos [49].

La transcripcién de c-jun esta regulada por el propio AP-1 (ATF/c-Jun) ya
que contiene un sitio TRE en su regiéon promotora; en cambio, la regulacion
transcripcional de c-fra esta dada por la unién del FT AP-1 (c-Jun/c-Fos) a su
region promotora (Figura 16A). El gen de c-jun también contiene una region para
ERK por lo que permite que su transcripcién sea regulada por las dos vias de las
MAPKs. La regulacién de c-fos es similar en mamiferos y en anfibios, donde su
regiéon promotora contiene los sitios TRE, CRE (Elemento de respuesta a AMPc o

Ca2+) y SRE [53] (Figura 16B).

-33-



Introduccion

cvtokines mitagens [V stress efe.

a4
O TR

ey

-193 -140 -123 -92

Figura 16. Regulacion transcripcional de los miembros de AP-1: c-Jun (A) y c-Fos (B), con las
sefales extracelulares que activan vias intracelulares de sefalizacién para la activacion del

promotor de la transcripcion en los genes correspondientes.

La proteina c-Jun, segun la base de datos del NCBI (NIH, numero de acceso
NP_001079363), posee 312 aminoacidos en X. laevis, lo que permite estimar un PM
de 34,4KDa. En cuanto a la proteina c-Fos, se ha documentado que se han
detectado mediante ensayos de Western blot, productos de distintos PM (56-72
KDa) [54], debido a extensas modificaciones post-transcripcionales que sufre su
ARNm, donde la isoforma de 60 KDa, presente en los seres humanos, también ha

sido detectada en anfibios con una elevada homologia de secuencia [53].

La via de traduccion de sefiales que activa al FT AP-1 para su unién con el
ADN puede estar afectada debido a la exposicion a plaguicidas a través de la

alteracion en los niveles de sus componentes c-Jun y/o c-Fos [45, 46]. Se ha
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demostrado que AP-1/c-Jun es requerida para el desarrollo temprano de X. laevis
[55] y que existe un componente sensible al estado oxido-reduccién (redox) de la
célula, que induce las vias de las MAPKs, y por ende la expresiéon de los proto-
oncogenes antes mencionados [56]. Utilizando modelos in vitro e in vivo, Crumpton
y colaboradores [47] demostraron que el Clp interferia negativamente con la uniéon
de AP-1 pero no con SP-1 a sus sitios de union en el ADN (RE). Por su parte, c-Fos
ha sido implicado en mediar eventos de sefalizacion a corto plazo, que se
convierten luego en alteraciones a largo plazo, en la estructura y funcién del SNC

por la regulacion selectiva de la expresion génica [57].

Los estudios neuropatolégicos que han sido utilizados para avalar el
registro del Clp ante la EPA no han demostrado que el mismo posea efectos
teratogénicos sobre el desarrollo del cerebro. Estos estudios, sin embargo, no han
incluido los recientes resultados de exposiciones agudas a dosis farmacolégicas en
roedores jovenes, donde se demuestra claramente que los mismos son mas
sensibles que los adultos. En particular, ratas de 17 dias a las que se les
administraron dosis orales de 15 mg/kg de Clp (5 veces menor que las dosis
administradas en adultos para obtener los mismos efectos), mostraron cambios en
el comportamiento, inhibicién de la AChE y regulacion negativa de los receptores
muscarinicos en el cerebro [58]. Otros estudios han demostrado que ratas recién
nacidas a las que les fue administrado Clp en dosis en las cuales no existio
toxicidad sistémica (2 mg/kg con aplicacién subcutdnea en ratas de 2 dias de
nacidas), aunque no se midi6 la actividad especifica de AChE, existi6 una
disminucién en la sintesis de ADN en el cerebro [59]. La alta susceptibilidad al Clp
no pareceria ser motivo de una AChE inmadura, sino de una carencia de hidrolasas
de OF sanguineas y hepaticas [60, 61]. Se ha sugerido también que la AChE facilita
el desarrollo de los axones sirviendo como una molécula morfogénica en las
neuronas, incluso se ha demostrado que esta proteina tiene una alta homologia con
otros agentes morfogénicos como son la neurotactina, glutactina, gliotactina y

neuroligina [62].
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1.2 Estrés oxidativo y el sistema antioxidante

Un balance entre los agentes oxidantes y antioxidantes que resulte a favor
de los primeros, y que potencialmente conlleve un dafio celular a nivel de las
biomoléculas, es lo que se conoce como estrés oxidativo. Por lo tanto, puede
determinar que existan procesos carcinogénicos, peroxidacion lipidica, dafios en
membranas celulares, mutagénesis, oxidacién y fragmentacion proteica, y dafios en
los hidratos de carbono [63]. En condiciones normales, el metabolismo aerébico de
los organismos da como resultado una serie de agentes oxidantes que deben ser
neutralizados, por agentes antioxidantes end6genos, para no poner en riesgo la
supervivencia de los mismos; pero situaciones patofisiolégicas son también

capaces de contribuir a estos procesos.

Algunos agentes oxidantes son los radicales: hidroxilo (OH*), alcoxilo y
peroxilo (RO* y ROO* respectivamente), peroxido de hidrégeno (H202), anion
superoxido (02*), oxigeno singulete (02), semiquinona (Q*-), oxido nitrico (NO*) y
peroxinitrito (ONOO-); todos con dispar vida media. Los agentes antioxidantes son
aquellos que se encuentran presentes a bajas concentraciones respecto de las
moléculas oxidantes y que demoran o inhiben la oxidaciéon de compuestos. Estos
agentes se dividen en dos grupos: enzimaticos y no enzimaticos. El GSH es un
antioxidante no enzimatico que se encuentra presente en la mayoria de las células
en altas concentraciones y participa de diversas reacciones metabdlicas asi como
en la proteccion celular contra el dafio provocado por los radicales libres.
Cualquier reduccion en los niveles de GSH puede llevar a una falta de proteccion, y
por lo tanto, el consecuente dafio celular dando finalmente la muerte de las células
[1, 64]. Otros agentes antioxidantes presentes en la célula son la vitamina C y E, los
B-carotenos, la bilirrubina, etc. Entre los antioxidantes enzimaticos podemos

encontrar:
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1. Glutation S-transferasas (GST): son enzimas de fase Il involucradas en la

biotransformacién de xenobidticos y sustancias endégenas. Cumplen la
funcién de conjugar los xenobidticos con el GSH y son inducidas por
muchos insecticidas anticolinesterasicos asi como también por otros

plaguicidas [1, 65].

2. Catalasa: es una enzima citoplasmatica que cataliza la reduccion de Hz0>
a H20 y O, previniendo asi la acumulacion de peréxido de hidrégeno y
las consecuencias toxicas que provocaria la reaccion del mismo con los

componentes celulares [66].

3. Glutation reductasa: permite mantener los niveles de GSH en la célula

catalizando la reduccion de glutation oxidado (GSSG) a glutation
reducido (GSH), el cual sera utilizado por la glutatién perxidasa (GPx)
para la reduccién del peréxido y lipoperéxidos, que son elementos

toxicos.

4. Superoxido dismutasa: es una metaloenzima que cataliza la dismutacién

del radical superéxido en peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular,
proporcionando una importante protecciéon frente a la toxicidad del

superoxido.

5. Otras enzimas del sistema antioxidante: GSH peroxidasas (GPx
mencionada en el punto anterior), NADPH quinona oxidorreductasa,

UDP-glucuronodil-transferasa, etc...

En el esquema de la figura 17 se puede observar cdmo fuentes endégenas
y/o exdgenas pueden promover la formaciéon de EROs (especies reactivas de
oxigeno: 02, H202, OH-) provocando un dafio oxidativo a nivel subcelular y donde
los sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos y no enzimadticos previenen la

ocurrencia de dichos danos.
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Figura 17. Fuentes de EROs y mecanismos de defensa antioxidante [67].

En la figura 18 se observan las vias involucradas en la generaciéon de EROs y
la defensa antioxidante en células de epidermis [68] ante la exposiciéon a un
xenobidtico, donde activan mecanismos enzimaticos (catalasa, GSH peroxidasas y
SOD (superoxido-dismutasa)), y no enzimaticos (GSH), provocando a peroxidacién

lipidica (LPO) en la membrana plasmatica celular.

Los agentes oxidantes que generan un incremento de EROs intracelulares
son también capaces de activar vias de traduccién de sefiales, incluso al mismo

tiempo. Existen 4 vias principales, siendo 3 de ellas parte de las vias de las MAPKs:
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ERK, JNK, p38 e IKK (no es miembro de las MAPKs). Las EROs, por su parte, son
capaces de actuar como segundos mensajeros en una amplia gama de sefales
generadas por agentes extracelulares como EGF (epidermal growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor), TNFa (tumor necrosis factor alpha), TGFf
(transforming growth factor beta), LPS (lipopolisacaridos) e IL-1 (interleuquina-1)
[44]. Los cambios celulares gatillados sobre proteinas por cambios en las EROs
pueden dividirse en dos categorias: el efecto directo sobre las quinasas o los FT
(NF-xB y AP-1, ARE, AhR-ARNT entre otros) que pueden alterar sus
conformaciones y actividades [69]; y el efecto sobre proteinas sensibles al estado
redox, ricas en cisteinas, que ha demostrado jugar un papel importante en la
regulacion de las proteinas involucradas en respuestas al estrés celular
(tiorredoxina y GST) [45]. El heterodimero c-Jun/Nrf2 participa, frente a la
exposicion a xenobidticos o antioxidantes fendlicos, en la regulaciéon de enzimas de
detoxificacién de fase II, a través de la interaccién con ARE en las regiones
promotoras de los genes: NAD(P)H:quinona oxidorreductasa, hemo oxigenasa-1, g-

glutamil-cisteina sintetasa y glutation S-transferasa A2 [70-74].
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Figura 18. Vias involucradas en la generacién de EROs y los mecanismos de defensa antioxidante en células de epidermis [68].
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De acuerdo a lo que se mencion6 anteriormente, los FT se pueden ver
afectados por un desbalance redox. En la figura 19 podemos observar una
representacion esquematica de como los oxidantes y antioxidantes afectan la via

de traduccion de sefiales que activan a los FT NF-kB y AP-1.
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Figura 19. Representacion esquematica de la via de traduccién de sefiales de AP-1 y NF-kB

activadas por el efecto de oxidantes y antioxidantes (NF-kB formado por las subunidades p50 y

p65) [56].
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Por otro lado, se sabe que los sistemas antioxidantes poseen un rol
preponderante en la regulacién de los radicales libres y en los niveles de peréxido
durante el desarrollo embrionario de varias especies; las que normalmente se
encuentran expuestas a condiciones oxidantes durante su ciclo de vida, tienen la
habilidad de incrementar rapidamente su eficiencia antioxidante como respuesta

adaptativa.

Los plaguicidas OF y carbamatos han demostrado la capacidad de alterar los
sistemas de defensa antioxidante al actuar como agentes pro-oxidantes
incrementando los niveles de EROs y modificando las enzimas del sistema

antioxidante [75].

1.3 Poliaminas

Las PAs naturales, Put (diamina, 1,4-diaminabutano: H2N(CHz2)s NHz), Spd
(triamina, (mono-N-3-aminopropil-1,4-diaminobutano o 1,8-diamino-4-azaoctano:
H2N(CHz)s NH(CHz)4 NHz) y Spm (tetramina, (bis-N-3-aminopropil-1,4-
diaminobutano o 1,12-diamino-4,9-diazadodecano: H2N(CHz)3 NH(CH2)4+ NH(CHz)3
NHz), son poli cationes ubicuos solubles en agua, conteniendo grupos amino
primarios o secundarios, distribuidos por la cadena lineal alifatica (Figura 20). En
embriones de anfibios, Put es la PA mayoritaria seguida de Spd, mientras que Spm

es la minoritaria (a veces incluso indetectable) [76].

Las PAs estan presentes en todas las células eucariotas y procariotas hasta
ahora estudiadas, y han demostrado jugar un rol importante en la regulacién del

ciclo celular y la diferenciacion [77, 78].
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Figura 20. Estructura de las PAs Put, Spd y Spm.

En condiciones fisiolégicas normales las PAs regulan una serie de
actividades celulares entre las que se encuentran las de estabilizar los acidos
nucleicos y estimular su replicacion, regular la transcripcién de genes, la sintesis
de proteinas y la regulacion de receptores de membrana celular [77, 79-81]. Las
PAs son capaces de unir al ADN por su esqueleto fosfodiéster de carga negativa; en
particular Spm y Spd son capaces de causar la condensacion del ADN, agregacidn,
transicion de conformaciones y alteracion del plegamiento de la doble hélice [82].
Por otro lado, los niveles intracelulares elevados de las PAs se han correlacionado
con la acetilacion/desacetilacion de histonas, que son parte de la regulacién de la
expresion génica, donde altos niveles de PAs estimulan la acetilaciéon al estimular
la actividad de las acetiltransferasas. Muchas acetilasas y desacetilasas son
reguladas por promotores e inhibidores de la transcripcion, que a su vez se
encuentran bajo el control de las PAs; en general la desacetilacion de histonas
desestabiliza los nucleosomas y permite un mejor acceso de los FT al ADN
promoviendo la transcripcién de mas genes. Por otro lado, muchas proteinas
quinasas han sido identificadas como enzimas que estarian reguladas por las PAs,
pero Unicamente la caseina quinasa II (CKII) ha sido purificada por cromatografia
de afinidad utilizando una PA. Cabe destacar que esta quinasa fosforila mas de 50
proteinas distintas, incluyendo a la oncoproteina c-Myc [82]. Se ha venido
estudiando en los ultimos afios la regulacién molecular de las PAs en las vias de

traduccion de senales que dan lugar a la expresion de genes supresores de tumores
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en varios tipos celulares. Se han reportado nexos entre las PAs y los factores EGF,
TGF-B, TNF-a, y HGF (hepatocyte growth factor) [82, 83]. El nexo con las PAs
también ha sido establecido para muchos oncogenes entre los que podemos
nombrar: NF-kB, c-Myc, c-Jun, and c-Fos [84]; y genes supresores de cancer como
la proteina p53, Rb, p21WAF1/CIP1/SDI1, y p27Kipl [82]. Debido que la
oncoproteina c-Myc y los productos de la transcripcion regulados por las proteinas
supresoras mencionadas anteriormente se encuentran directamente involucradas
en el ciclo celular y los procesos de apoptosis, las PAs pueden ser relacionadas con
estos mecanismos claves de la proliferacion, diferenciacion y muerte celular

programada en mamiferos.

1.3.1 Metabolismo y regulacion de los niveles de PAs

Los niveles de PAs, que son esenciales en un amplio rango de procesos
bioldgicos, se encuentran alterados en situaciones de estrés celular asi como en
toxicosis, llevando finalmente a la apoptosis por generacién de perdxidos de
hidrégeno y deplecion de GSH durante el desarrollo embrionario [85]. En nuestro
laboratorio se han analizado previamente los niveles de PAs endégenas como
biomarcadores de efecto en estadios embrionarios avanzados y tardios de R.
arenarum expuestos al OF Mtn, observando una disminucién en sus niveles [64].
Este efecto fue a su vez relacionado con alteraciones en el desarrollo y una
morfogénesis anormal. El patrén de PAs determinado en embriones de R

arenarum es coincidente con el de otros anfibios como X. laevis.

La concentracion intracelular de PAs se encuentra regulada por:1) la

biosintesis, 2) ingreso al interior celular, 3) oxidacién y 4) acetilacion.

1) Biosintesis: la etapa limitante en la biosintesis de PAs es la formacién de
Put a partir de ornitina (cuyo precursor es la arginina), paso catalizado
por la enzima ornitina descarboxilasa (ODC). En la figura 21 se resumen
los pasos de la biosintesis y de retroconversiéon a Put, en el cual se

encuentran involucradas las enzimas SSAT (espermidina/espermina
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N’acetil transferasa) y PAO (poliamino oxidasa). SAM (S-
adenosilmetionina), producida gracias a la accién de la enzima SAMDC
(SAM descarboxilasa) es donante de dos residuos de propilamina que se

unen al N8 de la parte diaminobutano de la Spm.
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Figura 21. Caminos biosintéticos y catabdlicos de las PAs. Adaptado de Siu y colaboradores [86].

2) Ingreso o “uptake”: esta via de regulacién en la concentracién de PAs en

el interior celular ha sido estudiada principalmente en bacterias y
levaduras, llegando a la conclusién que sus transportadores son
proteinas de membrana, algunas de ellas de uniéon al ATP [87]. Este
sistema auin no se encuentra completamente caracterizado en eucariotas
superiores pero se ha reportado que el transporte se ve bloqueado por la

induccién de la antizima (ver degradacion de ODC) [88, 89].

3) Oxidacidn: junto con la excrecion de las PAs, es el principal mecanismo

por el cual se reducen los niveles de PAs intracelulares mediante
reacciones catalizadas por oxidasas (poliamino oxidasa -PAO- y diamino

oxidasa -DAO-). Esta reaccidén da como producto secundario la formacién
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de Hz02, afectando los niveles de GSH y promoviendo estrés oxidativo y,

posteriormente, muerte celular [90].

4) Acetilacién: Este tipo de reacciones lleva a una disminucién en sus

niveles y es catalizada por acetiltransferasas.

1.3.2 L- Ornitina descarboxilasa (ODC)

Como ya se menciond previamente, ODC cataliza el primer paso en la via
biosintética de las PAs al formar Put a partir de ornitina [87, 91-93]. Esta enzima
limitante tiene una vida media muy corta, 10 a 15 minutos en células eucariotas, y

sus sintesis esta inducida y regulada de manera hormonal [81].

Audn cuando en microorganismos y plantas la Put puede ser sintetizada a
partir de arginina, ésta se realiza en una primera etapa gracias a la accién de la
enzima arginina descarboxilasa, cuya presencia en mamiferos es controversial
[94]. ODC es una descarboxilasa dependiente de piridoxal fosfato (PLP) que actda
como cofactor de la misma. Su estructura es la de homodimero con dos sitios
activos compuestos por aminoacidos ambas subunidades [95]. Existen 2 dominios
en cada monoémero de ODC, un dominio NHz- y uno COOH- terminal donde el sitio
activo de la enzima esta conformado por la zona de interaccién entre el dominio
NHz- terminal de una subunidad y el dominio COOH- terminal de la otra. Esta
union es débil y existe un balance entre la forma activa y los monémeros de la

enzima bajo condiciones fisioldgicas.

Los niveles de ODC se encuentran altamente regulados y varian de acuerdo
a la situacién que esté atravesando la célula, ya que se altera en respuesta a
diversos estimulos. Su degradacion la determina la actividad de la antizima, que
responde exclusivamente a los niveles de PAs. Su sintesis depende de diversos FT

especificos, asi como también existe una regulacion a nivel traduccional.

1. Regulacién transcripcional del ARNm de ODC: la regién

promotora del gen de ODC contiene multiples secuencias para la
unién de hormonas, factores de crecimiento y factores

promotores de tumores, incluido el elemento de respuesta a

- 46 -



Introduccion

AMPc, motivos CAAT y LSF, sitios de unién a AP-1, AP-2, SP-1y la
caja TATA [96, 97]. Se encuentra reportado con anterioridad que
el oncogen c-Myc también regula la sintesis de ODC
positivamente [98, 99]. La activacion de la via Ras
(raf/MEK/ERK) tiene efectos estimulatorios sobre el ARNm de
ODCy anivel de la traduccién [100].

Regulacién traducciénal de la sintesis de ODC: el ARNm de ODC

contiene una extensa secuencia de nucleétidos no traducidos en
el extremo 5° (UTR). Por este motivo, la traduccién se encuentra
promovida por altos niveles de la proteina factor de iniciacién
eucaridtico de unién a CAP en el ARNm (elF4E), el cual esta
implicado en el crecimiento y la proliferacién celular, y cuya
sobreexpresion ha sido relacionada con transformacién celular,
tumorogénesis y linfomagénesis [101]. El extremo 5'UTR
también contiene un ORF (Open Reading Frame: Marco Abierto
de Lectura) localizado unos 150 nucledtidos hacia el extremo 5°
del codon de iniciacidn, y una secuencia rica en -GC localizada en
los primeros 130 nucledtidos en el extremo 5°. Estas secuencias
son altamente inhibitorias de la traduccién de ODC tanto in vivo
como in vitro. Por otro lado, la sintesis de proteinas en los
ribosomas es inhibida por altos niveles de PAs. Tal como se
especificé en el punto de regulacién anterior, la via de Ras tiene
efectos sobre la traduccién de ODC, la cudl seria a través de
cambios en la fosforilacién de elF-4E-BP1 por activacion de la via
fosfoinositol 3-kinasa (PI3K) y la sefializaciéon Raf/MEK/ERK
[100].

Degradacion de ODC: La rapida degradacion de ODC se da por la

accion del Proteosoma 26S pero independientemente de la
ubiquitinacidon de la proteina (Figura 22). En su lugar, ocurre una
unién no covalente con una proteina conocida como antizima la

cudl dirige a ODC hacia el proteosoma incrementando dicha
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interaccién, pero no por un incremento en la velocidad de
procesamiento del proteosoma. Para la degradacion de ODC es
imprescindible su extremo —-COOH, en particular los ultimos 37
residuos (regiones “PEST”: segmentos ricos en los aminoacidos
prolina, 4acido glutamico, serina y treonina) incluyendo
fundamentalmente la Cys#41, que aparentemente es el residuo
clave [88]. La antizima, por su parte, interactiia con ODC en la
region comprendida entre los residuos 117 y 140 de la ultima,
que es la zona de unidn al cofactor PLP. La region de la antizima
que interactiia con ODC comprende los residuos 106-212 de la
zona -COOH terminal. Esta region es capaz de inhibir ODC pero
no es suficiente para dirigirla al proteosoma, sino que para ello es
requerida la zona comprendida entre los residuos 55-105 de la
antizima [88]. A su vez, la antizima es regulada a nivel de su
traduccion por eventos que afectan el marco de lectura del
ARNm. Su ARNm contiene dos ORFs (ORF1 y ORF2) donde el
segundo no posee un codoén de iniciaciéon sino que su sintesis
depende de que el ribosoma no reconozca el codon de
terminacion del ORF1, lo cual es estimulado por las PAs. Altos
niveles de PAs incrementan las sintesis de la antizima y
disminuyen la degradacién de la misma. Spd y Spm son mas
efectivos que la Put en estimular la traduccién del ARNm [101].
Existen al momento 4 isoformas de antizimas y todas ellas han
demostrado la capacidad de inhibir la actividad de ODC [101].
Recientemente se ha descripto una via alternativa de
degradacién de ODC durante el estrés oxidativo, que es regulado
por la NAD(P)H quinona oxidorreductasa (NQO1) y que no
requiere del dominio -COOH terminal. NQO1 estabiliza ODC

mediante su union [101].
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Figura 22. Rol de la Antizima (AZ) y ODC en el metabolismo de las PAs. El dimero de ODC cataliza la

sintesis de Put que luego es convertida a PAs mas complejas. La antizima es sintetizada via el marco

de lectura +1 en la traduccién del ARNm, fusionando el ORF 1(Open Reading Frame: Marco Abierto
de Lectura) con el ORF 2 gracias a la estimulacién de las PAs. La AZ puede unirse a ODC

promoviendo su degradacion por el Proteosoma 26S o bien puede unirse al inhibidor de AZ (AZIN).

AP-1 en sus dos formas tiene 3 sitios de unién en el gen que codifica para
ODC [102], incluso Wrighton y colaboradores [103] han demostrado que c-Fos
ejerce una estimulacion directa en la transcripciéon de ODC. El FT c-Myc ha probado
ser también regulador de la expresion de ODC [104], al igual que lo hace el AMPc
[105].
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1.3.3 Las PAs y la via de traduccion de seiiales de las MAPKs

La principal via involucrada en el crecimiento celular es la via de
Ras/MAPK. La sobre-expresién de ODC incrementa la actividad de las MAPK y de
las tirosina quinasas sin alterarse los niveles endogenos de las PAs [105, 106]. Se
ha demostrado que en particular la Spm es la responsable de estimular la
fosforilacion de P42 y p44 [83] y que la inhibicidn selectiva de las MEKs (MAPK-
activating enzymes) inhiben la fosforilacion de ERK y la actividad especifica de
ODC [105]. La expresion de otros genes asociados al crecimiento, como los proto-
oncogenes c-fos y c-myc, es activada por las PAs [84], siendo Put la mas efectiva en
estimular la transcripcidn de c-fos y c-jun [107]. La fosforilacién de los FT c-Myc y
AP-1 es controlada por la via de las MAPKs, vias de regulacion que se encuentran

resumidas en la figura 23 [83].
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Figura 23. Efecto de Spd (izquierda) y Put (derecha) en eventos de traduccién de sefiales. La Spd estimula la fosforilacion de tirosinas quinasas, ERK 1/2 y el

oncogen c-myc. La Put por su lado estimula las tirosinas quinasas y la expresién de c-fos y c-jun.
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Como se menciond previamente, las PAs son requeridas para el crecimiento
normal de todos los tipos celulares: un incremento en los niveles endégenos
conlleva un aumento en la proliferacion celular (relacionado con procesos
tumorales, altamente proliferativos), mientras que una disminucién inhibe dichos
procesos, incluso en algunos casos provocando muerte celular por necrosis o
apoptosis [108]. Por lo tanto, un incremento desregulado en los niveles end6genos
de las PAs han sido asociados con carcinogénesis, siendo su ensayo en analisis
clinicos una herramienta importante para el diagnéstico de la enfermedad [81]

(Figura 24).

[ pi8, pié, pEi + pa7 Il p21 |

Figura 24. Relacion entre el metabolismo de las PAs y las proteinas reguladoras del ciclo celular.

SSAT: espermidina/espermina acetiltransferasas [109].

1.4 Biomarcadores y especies bioindicadoras

En los ultimos afios se ha comprendido la importancia de las
determinaciones a campo, en cuanto a los niveles de contaminantes presentes,
acompafiado por las determinaciones bioquimicas en los organismos que habitan

el ecosistema y a fin de estudiar los impactos en la biologia de los seres vivos.

-52-



Introduccion

Frente al efecto de una sustancia toxica existen ciertas respuestas bioldgicas
en los individuos (que abarca también el nivel de ecosistema) y se denominan
biomarcadores. Si bien evidencian una respuesta del individuo a la agresion, no da
informacién sobre el efecto que tiene a nivel poblacional. Este efecto en
organizaciones superiores esta dado por el concepto de bioindicador (asociado a
especies). El uso de biomarcadores se ha venido desarrollando desde los afios 80,
tomando particular importancia en los ultimos afios, como herramienta para
determinar los efectos tempranos de los téxicos pero no el efecto de dosis muy

bajas de los mismos (salvo en los casos de sustancias altamente agresivas).

Los autores Peakall y Kennedy [110] han propuesto la utilizacién de no sélo
variables bioquimicas y fisiolégicas sino también de respuestas histoldgicas,
morfolégicas y de comportamiento. Por otro lado, Van Gestel y Brummelen [111]

proponen las siguientes definiciones:

. Biomarcador: cualquier respuesta biologica frente a una quimico
ambiental a nivel sub-individual, medido dentro del organismo, o en sus
productos (orina, heces, pelos, plumas, escamas, etc...), indicando una
alteracion respecto a su estado normal que no puede ser detectado a partir
del organismo en su conjunto. De este modo, los biomarcadores se
restringen a determinaciones bioquimicas, fisiolégicas, histologicas y
morfologicas (incluyendo aspecto, pigmentacion, malformaciones, etc...) del

estado de “salud”, excluyendo los efectos sobre el comportamiento.

. Bioindicador: es un organismo que aporta informaciéon sobre las
condiciones ambientales de su habitat mediante su presencia, ausencia y
comportamiento. Los efectos fisiol6gicos no se incluyen en la definiciéon de

bioindicador.

Los biomarcadores se utilizan para detectar la presencia de una exposicidn,
determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion, detectar los estados
iniciales e intermedios de un proceso patoldgico, identificar a los individuos

sensibles de una poblacion, e incluso, para fundamentar la decisiéon de intervenir
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tanto a nivel individual como ambiental [11]. Un biomarcador ideal debe cumplir

los siguientes requisitos [112]:

a) Facil recoleccion de la muestra y andlisis

b) Debe ser especifico

c) Debe reflejar inicamente un cambio sub-clinico y reversible

d) Debe permitir adoptar medidas preventivas

e) Debe ser éticamente aceptable.

La especificidad de los biomarcadores suele ser de rango muy amplio (o sea,

no son muy especificos en general), por lo que se valora la complementariedad

entre ellos y asi se busca incrementar su grado de especificidad. En general pueden

ser divididos en 3 clases [113]:

1.

Biomarcadores de efecto: Otorgan informacion sobre los cambios

morfologicos, bioquimicos y fisiolégicos en los organismos y
estan directamente relacionados con el riesgo de efectos adversos
en la salud. La informacién obtenida a partir del monitoreo de los
biomarcadores de efecto permiten comprender cambios a nivel
poblacional y de comunidad, si se los asocia a las caracteristicas
de los ambientes en los que estdn inmersos dichos organismos, y
asi determinar el grado de impacto ambiental que tiene la
aplicacion de los plaguicidas asi como cualquier otro tipo de

contaminacion.

Biomarcadores de exposicion: miden directamente la exposicion,

y no los blancos o alteraciones bioquimicas/moleculares. En
general se asocia a las medidas directas del téxico o sus
metabolitos medidos usualmente en fluidos corporales (sangre,

orina) [114].
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3. Biomarcadores de susceptibilidad: se utilizan para identificar a
los individuos mas susceptibles a dafios en una poblacién o, por el
contrario, como medida de resistencia. Esto se puede deber a que
tienen mas activos los procesos de bioactivacién o a que tienen
disminuidas sus capacidades de detoxificar, de excretar o de
reparar dafios [11]. Se deben generalmente a factores genéticos,
reconocibles por estudios de ADN y sus fragmentos de restriccion
(RFLPs), clonado de genes e investigacion de polimorfismos de

actividades enzimaticas [114].

Entre los biomarcadores de efecto mas comunmente utilizados en
individuos de distintas especies expuestos a xenobiodticos, se encuentran los

siguientes:

* Actividad de las enzimas colinesterasicas (AChE, BChE, colineterasas
totales)

* Actividad de las enzimas ATPasa Na*-K*y Mg2* dependientes

* Actividad de las enzimas detoxificadoras

* Respuestas genotdxicas

* Pardmetros hematolégicos

* Proteinas de estrés

* Estabilidad de membranas de lisosomas

* Estudios histopatolégicos

* Respuestas fisiol6gicas y morfologicas

e Parametros endocrinos

* Expresién de genes relacionados con la detoxificacién de

xenobioticos.

Como ya se mencion¢, la toxicidad de los plaguicidas OF y carbamatos
radica principalmente en la inhibicién de la enzima AChE actuando como sustratos
alternativos a la ACh. Si bien la inhibiciéon de la AChE ha sido utilizada en el
diagnostico de la exposicion en humanos, en los ultimos afios se ha utilizado dicho

parametro en los estudios ecotoxicologicos para el monitoreo del impacto de los
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xenobidticos en las poblaciones y ecosistemas. Esta inhibicién responde de manera
dosis-dependiente y es generalmente aceptado que en los vertebrados existe una
variacién en la inhibiciéon natural de hasta un 20%. Entre el 20 y el 50% de
inhibicién esta correlacionada con efectos negativos en los organismos incluyendo
problemas a nivel de comportamiento y reproductivo. Una inhibicién por encima
del 50% es considerada irreversible y en rangos letales. Por todo lo expuesto, la
inhibicion de la AChE es el primer biomarcador de exposicion y efecto validado
frente a la presencia de los plaguicidas OF y carbamatos [115]. Sin embargo, la
relacién entre la inhibicion de las enzimas colinesterasicas y la letalidad no se
cumple en todos los casos, estudios realizados en 0. mykiss han demostrado que los
mismos son capaces de sobrevivir ain cuando la inhibicidn de la colinesterasa de
cerebro es practicamente completa (95-97%). No obstante la enzima mayoritaria
se encuentra en musculo y es significativamente menos sensible a los OF [116])
frente a la exposicion de carbaril y metilazinfos [117]. Por otro lado, estudios
realizados en embriones y larvas de R. arenarum donde se produjeron inhibiciones
de hasta el 60% en la actividad de la AChE, no afecté el normal desarrollo de los
individuos e incluso se logr6 una alta tasa de recuperacién en la actividad

especifica de la enzima [2].

1.4.1 Los anfibios como modelos de estudio en toxicologia

ambiental

Los anfibios son los constituyentes mas importantes en los bosques
tropicales y representan una de las principales fuentes de nutrientes que fluyen
desde los sistemas acuaticos hacia los terrestres. Sus estadios larvales regulan el
crecimiento de las algas en el agua y sus formas terrestres controlan invertebrados
(principalmente insectos), reptiles y pajaros [118]. La permeabiliadad de su piel,
su ciclo de vida bifasico (con formas acuaticas y terrestres) (Figura 25) y su
ubicacion estratégica en la cadena troéfica los hacen sensibles a la contaminacion

ambiental. Durante su desarrollo embrionario y larval, su habitat es acuatico y su

-56 -



Introduccion

desarrollo es altamente regulado por vias hormonales. Todo esto hace que sea

considerado una especie bioindicadora de relevancia.

CICLO DE VIDA DEL SAPO

SAPO ADULTO

HUEVOS

EMBRION

SURGIMIENTO
DE PATAS
LARVA DELANTERAS

\—// it inFosisual.info

Figura 25. Ciclo de vida del sapo comun (R. arenarum)

Se ha reportado que en los ultimos afios del siglo XX la poblacién de anuros
se ha visto amenazada y diezmada. Existe numerosa evidencia que demuestra que
los contaminantes ambientales (incluidos los plaguicidas) pueden actuar como
disruptores endocrinos en humanos y en la vida silvestre [119-121]. Este hecho es
de particular importancia en el ambiente y en particular en el efecto que tiene
sobre las poblaciones de anfibios, las cuales estan declinando globalmente [122-
126], pero el grado de impacto de los plaguicidas no esta del todo claro aun. Otras
causas reportadas han sido la destruccién de su habitat natural, infecciones,
competencia en su habitat, consumo humano de ranas, lluvia acida, radiaciéon UV,

etc...[118].

Si bien existe un ndmero importante de estudios sobre los efectos

toxicologicos de los plaguicidas en poblaciones de anfibios [127] la mayoria de
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dichos estudios se centran en la toxicidad aguda, la morbilidad y la mortalidad. Se
ha demostrado el retardo en el crecimiento y disminucién en el tamafio de los
adultos lo que conlleva una disminucién en su capacidad predadora y los hace mas
propensos a ser depredados, lo que finalmente afectaria su capacidad de
reproduccion, especialmente en las hembras [128-130]. Herkovitz y colaboradores
[131] han propuesto a los estadios embrionarios y larvales de los anfibios para
realizar pruebas de toxicidad para el diagndstico, proteccion y monitoreo

ambientales con fines de restauracion.

1.4.1.1 Estadios embrionarios de los anfibios

Las 3 fases esenciales de desarrollo son: huevo, embrion y larva; y los 3
procesos que dan origen o sefalan el comienzo de la fase siguiente son:
fecundacidn, eclosiéon y metamorfosis. Cada una de estas fases comprende un gran
numero de etapas (25 estadios [132]) de las cuales aqui detallamos inicamente las

correspondientes al embrion [132, 133].

Los cigotos fertilizados comienzan una serie de transformaciones muy
similares en todos los anfibios para adquirir la forma y alcanzar el estadio larval.

Estos estadios son:

1. Segmentacion (Figura 26): Este proceso comienza luego de la

fecundacién del huevo y es dependiente de la T° y debe ser
constante. Poseen una media luna gris pigmentada que
corresponde al polo animal con un limte bien definido del polo
vegetal: Son huevos telolecitos de gran tamafio y con alto
contenido de vitelo el cual esta acumulado en la porcién
posterior del huevo formando el hemisferio vegetal o vegetativo;
el otro 50% esta constituido por el protoplasma y el nucleo y se
denomina hemisferio animal. La primera segmentacién divide al
huevo en dos partes iguales (blastémeros) atravesando el polo
animal y vegetal y comenzando por el primero. Antes que se

complete la segmentacion en el polo vegetal, comienza la
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segunda hendidura por un plano meridional y perpendicular al
primero. La 3e¢r hendidura se realiza por un plano por encima
apenas del ecuatorial, perpendicular a los dos anteriores. Esto da
lugar a 8 blastomeras desiguales, 4 microcélulas del hemisferio
animal y 4 macrocélulas del vegetal. Se dice que la segmentacion
es holoblastica (bilateral y desigual) porque el clivaje es
completo aunque no existen, por lo anteriormente dicho, estadios
netamente con 2 y 4 blastomeras, pero si con 8. En la parte
interior del huevo los blastomeros dejan desde el comienzo un
espacio llamado cavidad de segmentacién o blastocelio. La
segementacion es siempre mas rapida en el polo animal porque
posee menor cantidad de vitelo y por lo tanto menor

interferencia. El 4t y 5t hendimiento dan lugar al estadio de

blastula.

Figura 26. Segmentacidon del cigoto fertilizado en anfibios. Las lineas de clivaje estan designadas
por nimeros romanos en orden de aparicidn (A, B) Debido que el vitelo vegetal impide el clivaje, la
segunda divisién comienza en la regién animal del huevo antes que la primera divisién haya
dividido el citoplasma vegetal. (C) La tercera divisién es desplazada hacia el polo animal. (D-H) El
hemisferio vegetal contiene finalmente menos blastomeras pero de mayor tamafio que la parte

animal. H Representa una seccién transversal en un embrion en el estadio de gastrula media [134].
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2. Gastrulacién (Figura 27, ANEXO III): Es la formacién de la

gastrula con 3 capas embrionarias. Las células del margen se
mueven hacia adentro para formar el labio dorsal del blastoporo,
y los precursores mesodérmicos retornan bajo la superficie del
blastocele. El arquenterdn se forma y desplaza al blastocele, las
células migran de los labios laterales y ventrales hacia el interior
del embridn. Las células del hemisferio animal migran hacia la
region vegetal, desplazando el blastoporo hacia una regién
cercana al polo vegetal. Hacia el fin de la gastrulacion, el
blastocele es obliterado, el embrion se rodea de ectodermo, el
endodermo ya ha sido internalizado y las células del mesodermo

se han posicionado entre el ecto y endodermo.

Dorsal mesoderm

Animal pole (AP)

Archenteron

Dorsal

blastopore AP

Mesoderm

lip
Blastocoe] - e B Endaderm
displaced
(A} Vegetal pole (B} ()
§ Mesenchyme
= e ~Ectoderm N Ectoderm
mesoderm Archenteron —Notochord

|"l Dorsal |'r Notochord
L o Dorsal
AP ip of blastopore lip
blastopare blastapore lip
A

Lateral
blastopore lip

Yolk plug B  SVentral
mesoderm

(1) B
Ectoderm endomesoderm Ventral
blastopore lip

Figura 27. Proceso de gastrulacién. AP marca la posicidn del polo animal, que varia a medida que

avanza la gastrulacién. (C, D) Gastrula media. (E, F) Gastrula tardia [134].

3. Neurulacién: La gastrula que tiene forma oval, adquiere una
forma alargada y ligeramente convexa en la parte dorsal del
ectodermo (neuro-ectodermo) por la formacién de la placa

neural. Los margenes laterales y transversos de la placa originan
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un repliegue que se eleva y junta por su parte superior formando
el tubo neural, que dara origen al SNC. El embrién en este estado

es conocido como néurula.

El dorso del embrion se endereza y en la parte anterior se proyecta un brote
que formara la cabeza, y otro pequefio saliente en la parte posterior, que formara
la cola por detras del blastoporo. Al mismo tiempo comienza el modelado de la
extremidad cefdlica: ojos, fositas olfativas y auditivas, el aparato de fijacion de la
larva, arcos y aberturas branquiales. Se alarga la parte ventral por disminucién del
vitelo a medida que es utilizado. En el estadio de TN se produce la eclosién de los

embriones de sus cubiertas.

La exposicion a OF ha dado como resultado algunas alteraciones
morfologicas y de comportamiento que se han caracterizado por embriones con el
cuerpo retorcido e hidropesia, alteraciones en la notocorda, desarrollo de
branquias defectuosas, reducciéon de peso y tamafio asi como mayor tiempo de

desarrollo para alcanzar la metamorfosis [135].

Los embriones en desarrollo se encuentran provistos de una considerable
cantidad de proteinas y ARN materno que permiten la sintesis de proteinas
estructurales y reguladoras, en ausencia de sintesis de novo de ARN, en los estadios
iniciales. Una transicion en la transcripcion hacia un estado activo
(incrementandose unas 200 veces), asi como una desincronizacion del ciclo
celular, ocurre en lo que se conoce como transicion de la blastula media (TBM)
[136]. Al comienzo de la gastrulacion, los productos génicos embrionarios regulan
por primera vez el ciclo celular y controlan la muerte celular programada. Se ha
descripto que muchos de los FT, pero no todos (Ej. c-Myc, p53), son retenidos en el
citoplasma lo que consitutye un punto extra de regulacién para evitar la
transcripcion previa a la TBM. Otras proteinas involucradas en la maquinaria
transcripcional también son reguladas previo a la TBM, asi como también la
dinamica de remodelacion de las cromatina (actividad de las histonas y metilacién

del ADN) [136].
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En X laevis se ha determinado que c-Jun (AP-1) estd involucrado en la
formacién del mesodermo ventral a través de la regulacion de FGF y BMP
(Fibroblast Growth Factor y Bone Morphogenic Protein) [55, 137]. JNK presenta en
esta especie isoformas p40 y p49 que en los embriones se mantiene en altos
niveles de actividad hasta alcanzar el estadio de gastrula temprana, segun los
autores, probablemente como regulador de la apoptosis en un rol no genémico de
esta via de traduccion de sefiales [138]. Por otro lado, c-Fos ha demostrado en
organismos adultos de esta especie una vida media similar a la de su contraparte
en mamiferos, de aproximadamente 10 minutos. Contrariamente, en embriones
posee una estabilidad incrementada, con una vida media que alcanza algunos dias.
El ARNm materno de este protooncogen acumulado es degradado luego de la
fertilizacion, disminuyendo a menos de un tercio en el estadio de gastrula respecto
de los ovocitos. C-Myc se comporta de manera similar. Para el estadio de BC
existen en el embrion sélo 10 moléculas de ARNm por embrioén respecto de las
2x105 transcriptos que existen en el ovocito, contrariamente a lo que ocurre con c-
Myc que se encuentra unas 500 veces por encima de los niveles de transcriptos de
c-Fos [139]. Se ha demostrado que c-Fos en X. laevis posee regiones altamente
conservadas con el humano, rata, ratén y gallina, especialmente en las regiones
putativas de union al ADN, cierre de leucina y la zona C-terminal de transactivacion
[140]. En Rana esculenta se ha reportado un PM de c-Fos que va desde los 52 a los
68 KDa de PM, heterogeneidad atribuida a la fosforilacion de la proteina en los
grupos serina (Ser 362-364, 368-371 y 373-374) que regulan la actividad
transcripcional del complejo AP-1 [141]. Otros autores han demostrado que en X.
laevis c-Fos es una proteina exclusivamente nuclear de 55 KDa de PM [140] a

diferencia de mamiferos donde se encuentra tanto en nucleo como en citoplasma.

Las actividades especificas de AChE y BChE de R. arenarum han mostrado
importantes variaciones entre los distintos estadios del desarrollo, comenzando a
detectarse a partir de la etapa de gastrula y alcanzando el pico de su actividad en
OC [2]. A su vez, la exposicion de los embriones a OF no siempre ha demostrado
una inhibicion de las colinesterasas, bien porque poseen formas resistentes a

agentes anticolinesterasicos o bien debido a que tienen un tiempo de recuperacion
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relativamente rapido. Por este motivo se ha sugerido especial cuidado al tomar

este parametro como biomarcador de la exposiciéon [135].

Los niveles endégenos de PAs, por su parte, se ven disminuidos frente a la
exposicion al OF Mtn, que son catabolizadas por la poli y diaminooxidasas,
generando compuestos que consumen el GSH. El malatién también es degradado

con consumo de GSH magnificiAndose el estrés oxidativo y el dafio celular [118].

Dos isoformas de GST han sido descriptas para Bufo bufo, bbGSTP1-1 y
bbGSTP2-2. En embriones se encontraria Unicamente la primera durante todo el
desarrollo y en etapas metamorficas-postmetamorficas habria un cambio en la
expresion hacia bbGSTP2-2. Esto se encuentra relacionado con el hecho que sélo
esta ultima tiene la capacidad de metabolizar hidroperéxidos organicos y que la
primera es capaz de cumplir con la detoxificacion en el desarrollo en etapa
acuatica, donde no existen altas presiones de oxigeno promoviendo altos niveles
de metabolitos toxicos, mas alla de una detoxificaciéon de ciertos metabolitos

citotéxicos formados durante esta etapa [142].

1.5 Toxicologia Acuatica

En 1.930 se realizaron diversos estudios para establecer relaciones
causa/efecto en poblaciones del pez dorado (Carassius auratus) lograndose
determinar que algunos peces eran particularmente mas resistentes que otros (ej.
Trucha, Salmo trutta L.). Posteriormente se procedio6 a realizar los estudios con una
amplia gama de organismos acuaticos que demostraron claramente las diferencias
de susceptibilidad entre especies a las exposiciones agudas a distintos compuestos
quimicos. En 1.948 se iniciaron diversas acciones legislativas globales, entre las
que se encontro la redaccion del acta federal sobre el control de la contaminacién
acuatica, que serian el puntapié inicial para la expansion de la investigacion en este
campo. En 1.960 ocurrieron dos hechos que fortalecieron el crecimiento de la

toxicologia acuatica: el primero fue la redacciéon del acta de calidad de aguas,
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disefiado para la proteccién de organismos acuaticos a la exposicidon crénica a
contaminantes ambientales; y el segundo fue el desarrollo de procedimientos para
el cultivo de todo tipo de especies en el laboratorio. El préximo paso relevante en
este campo de investigacion fue en la década de los setenta cuando los
investigadores trasladaron el énfasis de sus trabajos desde lo que ocurria en
organismos enteros a lo que ocurria a nivel tisular y celular, llevando
posteriormente sus trabajos a predecir los impactos para la calidad de vida de los

seres humanos.

La toxicologia acuatica estudia los efectos de productos antropogénicos de
origen quimico que pueden tener efectos adversos sobre los organismos acudticos
a distintos niveles, desde un impacto a nivel subcelular hasta un efecto sobre las
comunidades y ecosistemas. Es una especialidad multidisciplinaria relativamente
nueva que incluye el desarrollo, la aplicacién y la validacion de métodos que
determinen el efecto de los estresores en los organismos. Las investigaciones estan
basadas en la bioacumulacién de toxicos desde el agua, el alimento y los
sedimentos (las fuentes de contaminacion pueden ser puntuales -plantas de
tratamientos, desaglies-, o difusas -zonas agricolas, urbanas-); los factores fisicos,
quimicos y biolégicos que afectan dichos procesos, y las relaciones entre los
procesos llevados a cabo en el laboratorio y los procesos que ocurren en los
ecosistemas acuaticos en las respuestas a los contaminantes. La toxicologia
acuatica incluye estudios de estandarizacién de métodos de testeo de exposiciones
crénicas y agudas, toxicidad de los sedimentos y ensayos dietarios, y estudios de
sensibilidad a los contaminantes por especies en riesgo como son los peces, los
anfibios y moluscos [143]. En cuanto a los bioensayos, las exposiciones se
clasifican de acuerdo a la magnitud del periodo de exposicion al xenobiético en:
cronicas (duran entre el 10% y 100% del periodo de vida del organismo),
subcronicas (corta duracién, menos del 10% del periodo vital) y agudas (un sélo
evento) [11]. Segun la renovacion del toxico las experiencias pueden ser estaticas
(el medio de exposicion no se renueva), semiestaticas (estaticas con renovacion) y

de flujo continuo.
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Cuando se obtienen respuestas definidas para cada concentracion es posible
realizar graficos de concentracién-efecto (o dosis-respuesta) graficando en Y los
efectos causados en los organismos a la exposicién a un téxico y en X los distintos
valores de concentracion del téxico a los que fueron expuestos los organismos. En
el caso de las poblaciones se obtienen porcentajes de la poblacién que presentan
determinada respuesta ante cada concentracion. En estos casos se grafican en el
eje Y el % de poblacidn que presenta un determinado valor de la respuesta y en el
X el logaritmo de las concentraciones obteniendo una curva de forma sigmoidal. A
partir de estos conceptos es posible entonces graficar las curvas dosis (o
concentracion) - respuesta. Para representar estas curvas se acostumbra a utilizar
concentraciones que producen una respuesta igual a la mitad de la Emax: CEso
(concentracion efectiva 50) y CLso (concentracion letal 50) [11]. Otros pardmetros

muy utilizados en toxicologia son:

* LOAEL (lowest Observed Adverse Effect Level): nivel experimental
mas bajo, en el estudio critico, en el que se observa que se produce

el efecto adverso.

* NOAEL (Non Observed Adverse Effects Level) es el nivel de exposicion
experimental que representa el maximo nivel probado al cual no se

observan efectos toxicos.

En cuanto a los efectos causados por los plaguicidas, cabe destacar que la
naturaleza lipofilica de los mismos favorece el particionamiento en los sistemas
biolégicos. Existen pocos estudios sobre exposiciones a concentraciones sub-
letales o de exposicion a mezclas de plaguicidas. Esto es de fundamental
importancia ya que los organismos acuaticos en realidad se encuentran mas

probablemente expuestos a bajas concentraciones de distintos plaguicidas [144].
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1.6 Marco geografico e importancia regional del

estudio de plaguicidas

Dos terceras partes de la Republica Argentina son parte de la Patagonia, con
770.000 km?2, donde la cria ovina, el gas y el petréleo son las actividades
principales de la zona. Debido a las caracteristicas del suelo y el clima, la actividad

agropecuaria es parte de la economia nacional y regional.

La Provincia de Rio Negro situada en el norte de la Patagonia posee una
superficie de 203.013 km? y una poblaciéon de 633.374 habitantes, donde los
factores geograficos y climaticos (las lluvias anuales varian de este a oeste entre
los 180 mm y los 3.800 mm) definen la actividad econémica y poblacional. La
Provincia de Neuquén, ubicada en la regiéon noroeste de la Patagonia, tiene una
superficie de 94.078 km?2 (2,5% del total nacional) y una poblaciéon de 550.344
(Censo 2010, http://www.censo2010.indec.gov.ar/).

La actividad fruticola de la zona Nor-Patagdnica se concentra en cuatro
zonas distintas: el Alto Valle, el Valle Medio, Gral. Conesa y Rio Colorado. El Alto
Valle es una unidad econémica productiva con una parte en la Provincia del
Neuquén y otra en Rio Negro. Se trata de un valle donde la confluencia de los rios
Neuquén y Limay da origen al rio Negro (Figura 28). Este valle de forma de “Y”, se
encuentra limitado en ambos lados por barrancas de formacién sedimentaria y se
extiende a lo largo de 65 km junto al rio Neuquén, 50 km a lo largo del Rio Limay y

120 km aguas abajo de la confluencia del Rio Negro.
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Google

Figura 28. 1zq. Vista aérea de la confluencia de los rios Negro y Neuquén (Google Earth),

der. Vista aérea de la zona del Valle productivo (INTA, web).

1.6.1 Tipos de plaguicidas aplicados en el Alto Valle de Rio Negro y

Neuquén

La region del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén es productora
principalmente de manzanas y peras, con aproximadamente 50.000 has destinadas
al cultivo de dichos frutales. La principal plaga que afecta los manzanos y perales
es la carpocapsa (Cydia pomonella), la cual es combatida principalmente con la
aplicacién de plaguicidas OF. Los principales principios activos utilizados en la

region para combatir dicha plaga se resumen en la tabla 1 [8].

Principio activo Clase Volumen vendido Superficie Aplicaciones
toxicoldgica (L 6 kg) tratada por hectarea
Metil azinfos B 613.405 199.068 3,83
Carbarilo Il 179.480 49.856 0,96
Clorpirifés Il 22.500 6.250 0,12
Fosmet Il 25.425 7.063 0,14
TOTAL 840.810 262.236 5,00

Tabla 1. Principios activos mas importantes utilizados para el control de carpocapsa [8].
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La aplicacién de los plaguicidas afecta al ecosistema en general a través de
la contaminacién, ya sea por escurrimiento, percolacién o corrientes de aire,
siendo absorbidos por constituyentes bidticos y abidticos y transportados y
almacenados a distintos niveles por absorcién o acumulacién de los plaguicidas a
través de la cadena alimentaria [145] (Figura 2). Esto termina teniendo un efecto
negativo en la salud humana, ya sea por ingestion, contacto y/o inhalaciéon de los
mismos causada no s6lo por la contaminaciéon ambiental sino también por el uso
ocupacional. Por otro lado, cabe destacar que los residuos originados a partir de la
aplicacion de estos plaguicidas (envases, contenedores) son también
contaminantes potenciales del ambiente sobre todo por el hecho que los
establecimientos que aplican dichas sustancias no siempre cumplimentan las
normativas de desecho de los recipientes (el 100% de los encuestados en el trabajo
realizado por Anguiano y colaboradores conoce el mecanismo de triple lavado
pero sélo el 23% lo realiza correctamente [8]), y los que asi lo hacen, padecen los
problemas asociados a los mecanismos de recoleccién y deposicién de los mismos,
que es llevado a cabo por los municipios de la regién, y que no posee un eje
coordinador que lo haga realmente efectivo (84% acumula los recipientes para su

recoleccion y deposicion final que lo realiza un organismo publico o privado [8]).

Segun Eddleston y colaboradores, 3 millones de intoxicaciones agudas
ocurren cada afio, 220.000 de ellas fatales [146]. Se ha reportado por otro lado que
las exposiciones prolongadas a bajas dosis de plaguicidas afectan el sistema
respiratorio y hormonal de los pobladores rurales con efectos teratogénicos,
hepatotoxicos, genotdxicos, carcinogénicos y otros. Toda la poblacion se encuentra
expuesta a los plaguicidas, ya sea por contaminacién ambiental (productos de
degradacién fisica y biolégica en aire, agua y alimentos) u ocupacional
(formulacién, manufactura y aplicacién de los plaguicidas) [8]. A su vez la
poblacién infantil se encuentra particularmente afectada por los plaguicidas ya que
se encuentran en contacto constante con superficies contaminadas. Otros estudios
han demostrado que existe un efecto negativo sobre mujeres embarazadas y recién
nacidos causados por la exposicion prenatal a plaguicidas [147, 148]. Por todo lo
anteriormente expuesto es de fundamental importancia la implementacién de

politicas educativas y de prevencién para la poblacién en general y en particular a
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aquellos que estan en contacto con los plaguicidas, a fin de que reconozcan los
riesgos y se comprometan con la manipulaciéon de los mismos y el manejo de
desechos. Debe aplicarse desde el estado, a su vez, una seria politica de recoleccién
y manejo de los residuos contaminantes e implementaciéon de buenas politicas
agricolas. A la par de dichas politicas preventivas, deben desarrollarse a su vez
técnicas de diagnostico rapidas y efectivas utilizando biomarcadores de exposicion
tempranos a plaguicidas OF, mas sensibles que los que se han venido utilizando en
los ultimos afios y que denoten efectos de exposicién temprana aun cuando las

actividades especificas de las enzimas no se han visto afectadas (Ej.: AChE).

1.7 Antecedentes en nuestro laboratorio

Existe una preocupacion fundada en la region del Alto Valle de Rio Negro y
Neuquén acerca de los multiples efectos colaterales e indeseados como resultado
del alto nivel de aplicacién de plaguicidas en la produccién fruti-horticola. Los
organismos acuaticos muestran una alta sensibilidad a los compuestos OF, lo cual
se explica parcialmente por el proceso de bioacumulacidon de dichos compuestos
en los organismos desde el agua debido a la naturaleza lipofilica de los mismos
[149]. Los anfibios son particularmente sensibles a numerosos contaminantes
ambientales durante sus estadios embrionarios debido a la permeabilidad de su
piel hacia sustancias téxicas y la vulnerabilidad que causa la metamorfosis en el
desarrollo larval [150]. Diferentes xenobidticos son capaces de afectar el normal
desarrollo de anfibios durante su vida acuatica, y/o impactar también la etapa
adulta fundamentalmente a nivel reproductivo [151]. En nuestro laboratorio se
han reportado los efectos de diversos plaguicidas OF, OCl y carbamatos sobre el
crecimiento de los embriones y larvas de R. arenarum (sapo comun sudamericano
ampliamente distribuido en Argentina, Brasil, Chile y Uruguay, entre otros),
influenciando su tamafio y su capacidad reproductiva, afectando en definitiva la
supervivencia de los anfibios[152]. También se han venido estudiando desde hace

un par de décadas, y se ha documentado ampliamente, los efectos deletéreos que
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provocan distintos insecticidas en el desarrollo embrionario del sapo comun R.
arenarum. Por otro lado, se han detectado niveles subletales para los organismos
acuaticos de OF y carbamatos en aguas superficiales de la zona del alto valle pero
que excederian los parametros necesarios para preservar la vida acuatica,
manteniéndose los mismos durante toda la época de crecimiento de los cultivos

(Noviembre a Marzo) [153].

A partir del estudio a nivel bioquimico de los blancos enzimaticos y
mecanismos de respuesta, se ha sugerido el empleo de los mismos como
biomarcadores de exposicién y efecto de diferentes agroquimicos en anfibios
[135]. Los biomarcadores de toxicidad abarcan sistemas enzimaticos blanco de OF,
como las colinesterasas y otras esterasas [154-156], las enzimas del sistema de
defensa antioxidante [157], y algunos mecanismos de sefializaciéon y regulacion de

la expresion génica [158].

La exposicion de las especies acuaticas a agroquimicos habitualmente
usados en la region suele ocurrir en pulsos de breve duracién. Es deseable
entonces el empleo de modelos experimentales de exposiciéon que se aproximen a
las condiciones de campo para una mejor interpretacion de la respuesta de los
biomarcadores. El uso de diferentes biomarcadores a campo permitiria establecer
el grado de exposicibn a contaminantes y adoptar medidas preventivas y

correctivas para evitar un mayor impacto ambiental.

Resultados preliminares del LIBIQUIMA sugieren la alteracion de la unién
del ADN a FT relacionados a AP-1-RE y CRE y del patrén de fosforilacion de
proteinas en embriones de R. arenarum expuestos a los OF Mtn y metil azinfos

[64].
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2. HIPOTESIS

La exposicion aguda de embriones de R. arenarum a concentraciones sub-

letales de plaguicidas OF, en particular el Clp, afecta los mecanismos moleculares

de sefalizacion y control de reguladores de la expresion génica, ain cuando no se

ven afectados los biomarcadores bioquimicos.

21 Objetivo general

Estudiar los efectos de los plaguicidas OF a nivel macroscépico, bioquimico

y molecular durante el desarrollo temprano en anfibios. Determinar los

mecanismos de accidn y vias de sefializacion involucradas en los embriones ante el

estrés producido por la exposicién al plaguicida OF.

2.2 Objetivos particulares

Determinar la toxicidad aguda al OF Clp en diferentes estadios
embrionarios de R. arenarum a través de distintos parametros
toxicologicos.

Determinar el poder teratogénico del Clp en el desarrollo embrionario de R.
arenarum.

Estudiar el efecto del Clp sobre el blanco primario de los OF, AChE, y su
relacién con la toxicidad aguda y la teratogenicidad.

Analizar el posible estrés oxidativo y su respuesta por exposicion al OF Clp
en el desarrollo embrionario de R arenarum a través de parametros
bioquimicos.

Analizar la relacion de efectos del Clp sobre el desarrollo y el metabolismo
de las PAs.

Analizar efectos del Clp a nivel molecular en vias de regulaciéon de la

expresion génica.
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3.1 Compuestos Quimicos

El plaguicida Clp (0,0-dietil 0- (3,5,5-tricloro-2-piridil fosforotioato)
(pureza del 99%) fue comprado a Chem Service (West Chester, Pennsylvania,

USA).

El GSH reducido, la acetiltiocolina (AsCH), la Albumina Sérica Bovina (BSA),
el 1, cloro,2,4-dinitrobenzeno (CDNB) y el ditio-bis-nitrobenzoato (DTNB), fueron

adquiridos a la empresa Sigma Co.(St. Louis, MO).

El reactivo Folin- Ciocalteau fue adquirido de la marca Anedra. Todos los

otros reactivos utilizados fueron de grado analitico.

3.2 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-c-Fos (SC-253), anti-c-Jun
(SC-44), anti-ERK 1/2 (SC-154), anti-PKC (SC-10800), anti-JNK (SC-572) y anti-p-c-
Jun (SC-7981), todos adquiridos en Santa Cruz Biotechnology. El anticuerpo
secundario utilizado en todos los casos fue anti ratén, conejo y rata acoplado a

fosfatasa alcalina (B-1404) (Sigma Co.).

3.3 Mantenimiento de los ejemplares

Ejemplares adultos de la especie R. arenarum fueron adquiridos a un
proveedor de la provincia de Buenos Aires (hasta el afio 2.007) o capturados en el
area de Los Barreales, Provincia de Neuquén (2.007 en adelante), y mantenidos al
aire libre en un sapario ubicado en el predio de la Universidad Nacional del

Comabhue.
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3.4 Induccion de las ovulaciones y fertilizacion

Un dia antes de la induccién de la ovulacién, se ingresaron hembras adultas
de R. arenarum al laboratorio y se las mantuvieron en un recipiente con agua de la
canilla (aproximadamente 1 cm) a 25°C con iluminacién. Las ovulaciones de las
hembras fueron inducidas en horario tarde/noche mediante una inyeccién
intraperitoneal de 2.500 u. de Gonadotrofina Coriénica Humana (Laboratorios
ELEA), o bien con la inyeccion de homogenato de hipéfisis femenina y masculina
en una proporcion 2:1 por cada dos hembras a inyectar. Las hembras inyectadas
fueron mantenidas en el recipiente con una base de agua y en un ambiente calido,
con luz encendida durante 12-12 hrs (ON) y hasta que comenzaran a expulsar los
primeros ovocitos por la cloaca. Posteriormente, se procediéo a desmedular las
mismas utilizando una aguja fina, y los ovocitos fueron extraidos de los ovisacos
cuidando de no cortar la red vascular. Los ovocitos asi obtenidos fueron
fertilizados inmediatamente en placas de Petri con un minimo de soluciéon Ringer
para anfibios a fin de mantenerlos humectados (NaCl 0,65 g/1, KCl 0,01 g/1, CaClz
0,02 g/1). Simultaneamente se ingresaron ejemplares machos al laboratorio donde
se desmedularon y se les extirparon los testiculos, los cuales fueron
homogeneizados en solucién Ringer en un mortero. Se procedié a inseminar los
ovocitos con la solucién concentrada de Ringer-esperma y luego de 15 minutos se
completd con soluciéon Ringer hasta cubrir los ovocitos, a fin de evitar la
polispermia, y se los mantuvo en los recipientes durante 15 minutos mas. Luego
fueron transferidos a bandejas con Ringer anfibios hasta que alcanzaron el estadio
de segunda hendidura. Se monitore6 su desarrollo utilizando una lupa

estereoscopica.
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3.5 Tratamientos

Se prepararon soluciones madre de Clp utilizando acetona en
concentraciones de acuerdo a las necesarias para llevar a cabo las distintas
experiencias. Las concentraciones nominales utilizadas en los distintos
experimentos fueron de 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24, 28 y 32 mg/], dependiendo el
caso. A los recipientes utilizados para las exposiciones se agregdé el volumen
necesario para alcanzar las concentraciones a testear y manteniendo la proporciéon
de 1 embrién/ ml medio Ringer anfibios completando hasta un 0,3% v/v del
vehiculo acetona. Los controles fueron llevados a cabo agregando la mayor

concentracion del solvente acetona presente en cada serie.

Se realizaron ensayos subcrénicos en condiciones semi-estaticas (estaticas
con renovacién), renovando el medio cada 48 hrs. Los embriones fueron
mantenidos en recipientes iguales (entre los diferentes tratamientos y duplicados)
para su desarrollo a una temperatura ambiente de 20-22°C y hasta alcanzar los
estadios deseados en un cuarto denominado de acudticos, destinado para tal fin. Se

mantuvo un fotoperiodo de 12 hrs luz - 12 hrs oscuridad (Figura 29).

Figura 29. Exposicién seriada a Clp de embriones de R. arenarum en el drea de acudticos del

laboratorio de plaguicidas, LIBIQUIMA, Universidad Nacional del Comahue.
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3.6 Toma de muestras y degangado

Cuando la toma de muestras se realizd en estadios en los cuales los
embriones estaban inmersos en su ganga, hasta BC aproximadamente, se utilizé
una soluciéon de tioglicolato (1%) neutralizada con KOH en soluciéon Ringer
anfibios. En primer lugar, los embriones fueron lavados 4 veces en solucidon fria
Ringer anfibios. El degangado consistié en colocar los embriones dentro de un
pequefio vaso de precipitado y agregar 20 ml de ac. tioglicolico 1%. Se agito
suavemente hasta el desprendimiento de los embriones y se removi6 el acido con
pipeta Pasteur de plastico, para posteriormente enjuagar con soluciéon Ringer
anfibios. Un ultimo enjuague fue llevado a cabo con buffer fosfato de potasio (PiK)

143 mM, EDTA 6,3 mM (pH 7,5).

3.7 Estudios toxicologicos

3.71 Determinacion de la CLs5o, asignacion de estadios y estudio de

las malformaciones

Brevemente, se realiz6 una busqueda de rango para cada uno de los
estadios estudiados y a partir de los resultados obtenidos, se procedieron a
determinar los limites de las series definitivas de concentraciones utilizadas en

cada caso.

Grupos de 50 embriones en el estadio de segunda hendidura fueron
expuestos al OF en 50 ml de buffer Ringer a 2, 4, 8,10, 12, 14, 16, 20, 24, 28 y 32
mg/l de Clp, a fin de obtener la CLso en BC, LC y OC, y para determinar
concentraciones subletales para los estudios posteriores. Los embriones control
fueron desarrollados como se ha descrito previamente. Los tratamientos fueron

realizados por triplicado y el desarrollo fue controlado diariamente con lupa
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estereoscopica. Los embriones no fueron alimentados durante las experiencias. El
desarrollo fue seguido utilizando la tabla de estadios de Del Conte y Sirlin [132]
hasta alcanzar los estadios de GT, BC, RM, LC y OC, dependiendo el tipo de estudio,
controlando luz y temperatura. Con cada toma de muestra se documentaron junto
con los datos de estadios, las malformaciones, nimero de muertos y
comportamiento de los embriones. El criterio de mortalidad fue imposible de
determinar en los estadios previos a RM por lo que se utiliz6 como parametro de
efecto del OF el arresto de los embriones en el estadio inmediato anterior. En los
estadios posteriores, los criterios de mortalidad fueron la ausencia de latido
cardiaco y circulaciéon sanguinea en branquias y aleta caudal. Con los datos
obtenidos se construyeron las curvas de toxicidad como se muestra en los
resultados. Los datos de mortalidad fueron sometidos al andlisis de Probit [159]

con el programa BASIC [160] para obtener las CLsy.

La concentracion mas alta que no causa efecto observable (NOEC) fue
determinada experimentalmente como la concentracién maxima a la cual la
mortalidad observada no fue significativamente diferente de los valores controles

analizado por el test de varianza ANOVA- Dunnett.

Se documentaron los estadios y las malformaciones utilizando una camara

digital SONY Cybershot y una lupa esteresocépica marca Wild.

3.7.2 Estudios histologicos

Para la fijacién de las muestras se tomaron 5 embriones de R. arenarum,
controles y expuestos a 2 mg/l de Clp, y se fijaron embebiendo los mismos
completamente en reactivo de Bouin durante 24 hrs a 4°C. Luego se deshidrataron
en concentraciones crecientes de etanol (70°, 90°, 95°y 100°) durante 10 minutos
en cada uno para luego sumergirlos otros 10 minutos en xilol:etanol (1:1). Las
muestras deshidratadas se embebieron en xilol puro (10 minutos), xilol-parafina
(1:1) a 25°C por 25 minutos. Finalmente se pasaron 3 veces por parafina a 58°C
por 25 minutos para formar el taco de inclusion. Todas las soluciones utilizadas en

esta etapa fueron nuevas, no reutilizadas, y la parafina comprendié una mezcla
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50/50 de Histoplast /Paraplast (Biopack). Se realizaron cortes transversales de los
embriones de 5 pm en un micrétomo, dejandolos en agua 10 a 15 segundos a 42-
46°C para luego montarlos en portaobjetos (Frosted HiFix, TNT). De esta manera
se obtuvieron los preparados que posteriormente se utilizaron en el analisis

histolégico y en estudios inmunohistoquimicos.

Para la rehidratacion se pasaron los preparados por xilol 100% dos veces
durante 10 minutos y luego por una serie de etanol 100%, 95%, 90% y 70%, 5
minutos en cada uno. Finalmente se dejaron los preparados rehidratados en buffer

TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM) (pH 7,5).

Tincion con Hematoxilina- Eosina: brevemente, los cortes rehidratados se
sumergieron 5 minutos en Hematoxilina (Biopur diagnostics), 5 minutos en agua
de la canilla (para eliminar el exceso de colorante), y 10 veces en etanol/4acido
clorhidrico 1% v/v, para luego pasarlos nuevamente bajo el agua corriente.
Finalmente se sumergieron en Eosina (Biopur diagnostics) durante 5 minutos y
eliminando el exceso durante 2 minutos con agua corriente. Los cortes fueron
deshidratados, siguiendo el protocolo previamente mencionado, y montados en

balsamo de Canada (Biopack).

La técnica de despigmentacion (o blanqueado) que se utiliz6 en el caso de
los pruebas inmunohistoquimicas para poder mejorar la detecciéon y evitar el
enmascaramiento de la marca especifica con los pigmentos presentes en los

embriones, consistio en:

1. Remover parafina en xilol 100% durante 30 minutos a TA.
2. Acetona durante 5 minutos.

3. Solucion blanqueadora durante 1 hora a 37 °C (20 ml Alcohol bencilico,

10 ml Acetona, 5 ml H20210% 33 vol. y 25% de solucién de amoniaco).
4. Lavado con acetona: Hz0 (1:1) durante 10 minutos.

5. Lavado con H20 destilada durante 10 minutos.
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Inmunohistoquimica: se bloqued con una solucion 2% BSA, 0,75% leche en
polvo (Svelti Molico, Nestlé) durante 50 minutos a TA. La incubacién con el
anticuerpo primario (c-Fos) 1:100 fue realizada ON en cdmara humeda a 4°C para
pasarla luego a TA durante 30 minutos. Se realizaron 2 lavados de 10 minutos a TA
en Tris Salino-Tween (TTBS) (pH 7,5) (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, 5% Tween-
20) y se incubd6 con TBS conteniendo 1:40.000 avidina-fosfatasa alcalina (Sigma A-
7294) y 1:4.000 del anticuerpo secundario (Sigma A-1404) durante 90 minutos
con agitacion a TA en camara himeda. Finalmente se lavaron los preparados 2
veces en buffer TTBS durante 10 minutos a TA y se incub6 en 5 ml de buffer de
revelado para fosfatasa alcalina (AP) (Tris-HCI 100 mM (pH 9,0), NaCl 150 mM y
MgCl2 1 mM), 33 ul de NBT (nitro blue tetrazolium) y 16,5 pl de BCIP (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate) en oscuridad hasta el desarrollo de color. La reaccién

se detuvo con el agregado de H20 destilada.

3.8 Biomarcadores bioquimicos

La concentracidn de plaguicida elegida para la medicion de AChE fue de 2 y
8 mg/l para la determinacion en embriones en estadios de GT, BCy LC y de 2, 4, 8
y 16 mg/1 de Clp en el caso de en embriones en los estadios de BC en otra serie de
experimentos. Para la determinacion de la actividad especifica de GST y catalasa se
expusieron embriones hasta los estadios de GT y BC a una concentracién subletal
de 2 mg/l. Para la determinacién del contenido end6geno de GSH se expusieron

embriones hasta el estadio de BCa 2, 4, 8 y 16 mg/1 del OF Clp.
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3.8.1 Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas para los ensayos enzimaticos fue
determinada por el método de Lowry modificado [161]. Brevemente, se tom6 10 pl
del sobrenadante obtenido por homogenato de los embriones y centrifugacion, y
se llevé a un volumen final de 200 pl con NaOH 0,1N. Se agregé a cada tubo 1 ml de
solucion mezcla conteniendo: Na;CO3 2% en NaOH 0,1N, CuSO4 0,5% y tartrato de
potasio 1%. Se dejé a TA durante 10 minutos y posteriormente se afiadio 0,1 ml de
reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1/2. Se mantuvo a TA por 30 minutos y se leyd
la absorbancia a 750 nm en un espectrofotémetro (Shimadzu UV-1603, visible). Se

utilizé BSA para realizar la curva estandar.

3.8.2 Actividad especifica de acetilcolinesterasa (AChE)

Se utiliz6 el método de Ellman [162] con algunas modificaciones. Debido a
que la actividad de dicha enzima es muy baja en los primeros estadios del
desarrollo de R. arenarum, previamente reportado por nuestro laboratorio [2], se
determiné la actividad especifica de la AChE utilizando un lector de placas
(Microplate reader, Thermo Max, Molecular Devices) con mediciones secuenciales
durante media hora por lapsos de 30 segundos.

La enzima AChE cataliza la hidrélisis del sustrato, AsCH, para producir
tiocolina y acetato. La tiocolina a su vez, reduce el DTNB a TNB, el cual absorbe a
una longitud de onda de 412 nm. Los embriones fueron lavados en soluciéon Ringer
anfibios, mantenidos en hielo brevemente y homogenizados en 1 ml de buffer
fosfato de potasio (PIK-EDTA) (PIK 143 mM, EDTA 6,3 mM) (pH 7,5). El
homogenato fue centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C y el sobrenadante
fue utilizado como fuente enzimatica, las cuales fueron guardadas a -20°C hasta la
determinacion. La mezcla de reactivos utilizada contenia AsCH (100mM) en agua
destilada como sustrato y DTNB (12mM) en buffer Tris HCI 10 mM (pH 8,0). Los
blancos de reaccion fueron realizados utilizando buffer en lugar de la muestra. La
actividad especifica fue calculada como se detalla mas abajo y expresada en pmoles

de producto liberado (5-tio-2-nitrobenzoato) por minuto por mg de proteina,
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considerando un coeficiente de extincién molar de 13,6 mM-lcml. Como el
sustrato utilizado fue AsCH, la enzima medida es mayormente AChE, sin embargo,
al no haber utilizado ningun inhibidor selectivo de la BChE, las actividades

medidas pueden ser consideradas de colinesterasas en general.

AE AChE (pmol/min/mg proteina) =
13.6 mM~1 cm=1 x V,,,, (ml) x [proteina] (mg/mi)

3.8.3 Actividad especifica de GSH S-aril transferasa (GST)

La actividad de GST fue ensayada mediante el método de Habig [163] con
algunas pequefias modificaciones. Los embriones fueron lavados en solucién
Ringer anfibios, mantenidos en hielo brevemente y homogenizados en 1 ml de
buffer fosfato frio 66 mM, conteniendo sacarosa 25 mM (pH 7,0). El homogenato
fue centrifugado a 16.000 x g durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante fue
utilizado como fuente enzimatica. La actividad de GST fue determinada utilizando
CDNB 0,5 mM disuelto en acetonitrilo 1% (v/v) y GSH 2,5 mM como sustrato, en un
volumen final de 3 ml. Se inicié la reaccién con el agregado de 40 pl de muestra y
se ley6 la absorbancia de manera continua a 340 nm con lecturas de 1 minuto a

30°C [1].

La reaccion enzimatica es como sigue, lo que provoca un incremento en la

absorbancia debido que el CDNB se utiliza como agente cromogénico:

. GST

Glutation -SH + CDNB ——="-- Glutation-DNB conjugado + HCI
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Los valores de actividad fueron corregidos por reaccion quimica

espontanea monitoreando periédicamente los blancos de reaccion.

La actividad fue calculada como se muestra en la férmula siguiente y se
expres6 como Umoles de CDNB conjugado por minuto por mg de proteina,

utilizando el coeficiente de extincion molar para el producto de 9,6 mM-1 cm-1.

(Aabsp ,m )/min x VT (mi) x dil

AE GST (pmol/min/mg proteina) =
9.6 mM-1 ecm1 x v,,,, (mi) x [proteina] (mg/mi)

3.8.4  Actividad especifica de Catalasa

La actividad especifica de Catalasa fue determinada monitoreando el
decrecimiento constante de la absorbancia a 240 nm de peré6xido de hidrégeno

(H202) (modificado de Beers and Sizer y Regoli [164, 165]).

La catalasa cataliza la siguiente reaccién:

CAT

2 H;0; ——7 -~ 2H20+ 02

Para la medicion se procedi6 a realizar un homogenato con 50 embriones
en 1 ml de buffer PIK-EDTA (pH 7,5). Se centrifug6 a 10.000 x g a 4 °C y se utiliz6 el
sobrenadante. La mezcla de reaccién para la medicion de la enzima utilizada
contenia 3 ml de buffer fosfato 50 mM (pH 7,0), y H202 25 mM. Utilizando una
cubeta de cuarzo, se corroboré que la absorbancia del buffer y el sustrato
estuviesen en 1 unidad de absorbancia. Hasta 20 pl de homogenato fue afiadido

para iniciar la reaccién catalitica. La actividad especifica fue expresada como mmol
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de H20: hidrolizada por minuto por mg de proteina usando el coeficiente de

extinciéon molar de 40 M-1 cm1[3].

Aabs /min x VT (ml) x dil
AE CAT (mmol/min/mg proteina) = (Aabs 3490, ) (ml)

omMTemIxv

enz

(ml) x [proteina] (mg/mi)

3.8.5 Determinacion del contenido de GSH end6geno

A fin de determinar la concentracion de GSH enddgeno, se procedié a
degangar los embriones mecanicamente utilizando pinzas de tipo relojero, para
evitar el uso de tioglicolato en el proceso de degangado quimico que provoca una
notable sobreestimaciéon en el contenido de GSH. El grupo reducido de SH en el
GSH reacciona con el reactivo de sulfhidrilos DTNB. El producto TNB por ruptura

del puente S-S en el DTNB se detecta con un maximo de absorbancia a 412 nm.

50 embriones fueron homogenizados en acido tricloroacético 5% a 4 °C
luego del lavado con solucién Ringer anfibios frio. Los homogenatos fueron
centrifugados a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C, y los sobrenadantes fueron
utilizados para la determinacién de GSH. A 200 pl de sobrenadante se agreg6 1 ml
de reactivo de Ellman (DTNB 1,5 mM en buffer PIK 0,25M (pH 8,0)). Luego de 15
minutos a TA se determiné la absorbancia a 412 nm. El contenido de GSH fue
medido como tioles acido solubles y expresado como nmoles de GSH/pg de
proteinas Para realizar la curva de GSH estandar, se utilizo GSH reducido 0,1 mM

[3, 64].
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3.9 Poliaminas

3.9.1 Determinacion de la actividad especifica de L-Ornitina

descarboxilasa (ODC)

La actividad de ODC fue determinada monitoreando la formacion de [14C]
CO2 a partir de L-[1-1%C] ornitina, de acuerdo a la técnica detallada por Gaines y
colaboradores [166]. Se homogenizaron 50 embriones en BC expuestos a 2, 4, 8 y
16 mg/1 de Clp en 1 ml de buffer H (Hepes 10 mM, MgCl; 1,5 mM, KCI 10 mM) (pH
7,4) y se centrifugaron durante 40 minutos a 20.000 x g. A 25 pl de muestra se le
agregd 25 pl de buffer de reacciéon conteniendo: buffer base, inhibidores
(Leupeptina 1 mg/ml, Aprotinina 1 mg/ml, PMSF 50 mM, y NaF 25 mM), piridoxal
fosfato 5 mM, DTT 100 mM final, ornitina 100 mM (2 mM final), L-[1-14C] ornitina
(200.000 dpm/ tubo) y H20 destilada hasta volumen final. Para los blancos de
actividad, las muestras se inctivaron con DMFO durante 15 minutos a 30 °C con
agitacion. Se prepararon tubos marca Polistor conteniendo un tubo de tipo
eppendorf de 0,2 ml y papel de filtro rotulado y embebido en KOH 2 M donde se
atrapé el 14-CO; producido. La reaccion se inici6 con el agregado de muestras en el
buffer de reaccion y se incub6 1 hr; se detuvo con 50 pl de acido perclorico 0,25N
(1hr en agitacién). Se secaron los papeles de filtro y se colocaron en viales de
plastico conteniendo 500 pl de Triton X-20 1% v/v para el control de cuentas
radioactivas en 5 ul de buffer de reaccion. Se midieron las muestras en un contador
de centelleo liquido. La AE fue expresada como nmol de 14-CO; liberado por hr por
mg de proteina. La concentracién inhibitoria 50 (Clso) fue calculada por regresiéon

no lineal mediante un programa en BASIC desarrollado en el laboratorio.

3.9.2 Determinacion de los niveles de poliaminas

La determinacion de poliaminas (PAs) fue realizada mediante el uso de la

técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Se tomaron 50
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embriones en el estadio de BC expuestos a 2, 4, 8 y 16 mg/l de Clp y se los
degangaron como previamente se describiéo (3.4). Se homogenizaron los
embriones en 1ml de buffer PiK-EDTA manteniéndolos en hielo y 50 ul de
homogenato fueron utilizados para la determinacion de la concentracion de
proteinas. Se procesaron 900 pl para la medicion de PAs, a los cuales se les agregé
225 pl de HCIO4 1IN (concentracion final 0,2 N) manteniendo los tubos con
agitacion en hielo por 1 hr. Luego se centrifugaron a TA durante 10 minutos a
12.000 rpm y se trasvasé el sobrenadante a un tubo limpio. Se prepararon los
derivados dansilados de las PA, Put, Spd y Spm, y sus niveles fueron determinados
de acuerdo al método de Schenkel [167]. Las muestras con concentraciones
conocidas (estandares) de PA, fueron preparadas como se detalla a continuacién

(tabla 2):

Put Tubo 1 2nmol/tubo 5 pl de Put 96,7 nmol/ml + 45ul de HCIO4 0,2N
Tubo 2 20nmol/tubo 50 pl de Put 96,7 nmol/ml

Spd Tubo 3 0.5nmol/tubo 5 pl de Spd 65,3 nmol/ml + 45ul de HC104 0,2N
Tubo 4 5nmol/tubo 50 plde Spd 65,3 nmol/ml

Spm Tubo 5 0.2nmol/tubo 5 pl de Spm 67 nmol/ml + 45ul de HC104 0,2N
Tubo 6 2nmol/tubo 50 pl de Spm 67 nmol/ml

Tabla 2. Detalle de preparacion de los estandares de concentracion de Put, Spd y Spm para

la determinacion de los niveles de PAs end6genas.

A 50 pl de muestra (mismo volumen de estandares), se les agregd 30 pl de
solucién saturada de NazCOs (para neutralizar el HCl04), 75 pl acetona y 75 pl
cloruro de dansilo (20 mg/ml acetona). Las muestras se dejaron dansilar en
oscuridad a TA durante 16 hrs y se detuvo la reaccion con el agregado de 50 pl de
prolina (0,1 g/ml de agua) a cada uno de los tubos. Luego de agitar los tubos unos

segundos, se dejd reaccionar durante 2 hrs en oscuridad. Para finalizar la reaccion,
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se agregaron a cada tubo, 300 pl de tolueno y se tomaron 200 pl de la capa
superior organica. El remanente liquido se evapord bajo corriente de Nz y el pellet
fue resuspendido en 200 pl de acetonitrilo. Los niveles de PA dansiladas fueron
determinadas por HPLC en fase reversa en el departamento de quimica biolégica
de la Universidad de Buenos Aires. La cromatografia liquida fue realizada
utilizando un cromatdgrafo liquido Spectra-Physics (Spectra-Physics Analytical,
Inc., Fremont, California) con una bomba de gradiente SpectraSERIES P200 y un
detector de fluorescencia Spectra SYSTEM FL-2000 (exc. A342, em. A 512). Se
utiliz6 una columna pBondapak C18 (tamafio de la particula 10 um, Waters
Corporation, Milford, MA) de 3,9 mm x 30 cm. La misma fue equilibrada con
acetonitrilo en agua al 40% previo a la inyeccién de las muestras (20 pl). Las PAs
fueron eluidas con un gradiente lineal de 30 minutos a partir de acetonitrilo al

40% en agua hasta acetonitrilo 100%. La tasa de flujo fue de 1 ml/min.

3.10 Estudios moleculares

3.10.1 Extraccion de proteinas nucleares

Se realiz6 una extraccion de proteinas a partir de 200 embriones en los
estadios de GT y BC expuestos a 0, 2, 8 y 14 mg/1 de Clp (segun corresponda), en
buffer de homogenato (H) (Hepes 10 mM (pH 7,4), MgCl2 1,5 mM, KCl 10 mM), DTT
50 mM, Leupeptina 1 mg/ml y Aprotinina 1 mg/ml como inhibidores de proteasas.
Se centrifugd a 1.000 x g por 10 minutos a 4 °C, el pellet fue lavado 3 veces con
Buffer H (s/inhibidores) y resuspendido en buffer de extracciéon (E) (Hepes 20 mM
(pH 7,4), glicerol 25%, NaCl 0,42 M, MgCl; 1,5 mM, EDTA 0,2 mM), conteniendo
DTT 50mM, PMSF 50mM, Aprotinina 1 mg/ml y Leupeptina 1 mg/ml. Las muestras
fueron homogeneizadas y transferidas a un tubo limpio donde se las dejé reposar
por 30 minutos en hielo. El homogenato se agit6 por 30 minutos a 4 °C y se

centrifugd nuevamente a 16.000 x g por 20 minutos a 4 °C.
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3.10.2 Ensayo de Retardo de la Movilidad Electroforética

A fin de determinar el efecto del OF sobre la unién del FT AP-1 y su sitio de
union en el ADN, se utilizaron las muestras obtenidas tal como se detalla en el
punto 3.10.1 como fuente de proteinas. Previo al ensayo, se constato la integridad
de los oligonucle6tidos TRE (GATCATGACTCAGGA) corriendo los mismos en un gel
de agarosa al 1%. Una vez verificado lo anterior, se prepararon los
oligonucleotidos doble cadena (ds) mezclando 100 ng de oligonucledtidos sentido
y 100 ng de antisentido (1:1 en masa) a fin de obtener 100 ng/ul de
oligonucleoétidos ds final. Dicha mezcla se calent6 a 100 °C en H20 por 5 minutos y
se dejé enfriar hasta llegar a TA. Para la marcaciéon de los oligonucleétidos, se
utilizo el kit de marcacion T4 Kinase (Invitrogen), agregando a la reacciéon 100 ng
de ADN ds y 100 pCi de 32P-yATP. Se purifico la sonda marcada utilizando una
columna de Sephadex G-25 con ADN de esperma de salmén y eluyendo con 200 pl
de buffer TE (Tris-HCl 10 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM) que se fue recolectando en los
distintos tubos. A una fraccion de estos (2 pl) se les midi6 la radioactividad en un
contador de centelleo (Wallac, Winspectral) y se determin6é en cual de las
fracciones se eluyd la sonda marcada radioactivamente con 32P-yATP. A dicho tubo

se le agreg6 NaOH 0,2 N final (Figura 30).
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Figura 30. Cuantificacién de las cuentas por minuto (CPM) de las distintas fracciones provenientes
de la mezcla de marcacion de la sonda luego de ser purificadas utilizando una columna de Sephadex
G-25. En los tubos 4, 5 y 6 se obtuvo a sonda purificada. La flecha indica el tubo del cual se tom¢ la

sonda marcada radioactivamente para la realizacién del EMSA.
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Posteriormente se realizé la union proteinas/ oligonucledtidos utilizando
una mezcla de reaccion 6x (CIK 1,2 M, EDTA 6 mM, DTT 6 mM y MgCl> 30 mM), el
heteroduplex sintético de ADN para prevenir el pegado inespecifico, poli dI-dC
0,15 pl, 200.000 cpm de los oligonucledtidos ds marcados, 20 ug del extracto de
proteinas nucleares correspondientes a embriones en el estadio de BC, y Tris-HCI
50mM (pH 8,0) hasta un volumen final de 30 pl. Se incub6 la mezcla durante 30
minutos a TA con o sin oligonucledtidos especificos frios conteniendo sitios de
unién para los FT AP-1 o SV40 (competidores especificos o inespecificos
respectivamente de la uniéon del oligonucle6tido). Por udltimo se prepararon
aproximadamente 70 ml de un gel de poliacrilamida al 4% y se lo precorrié a 150
V durante 30 minutos a TA. Se sembraron las muestras y una vez que el buffer de
carga (LB) alcanz6 la mitad del gel, se sec6 el mismo en un secador de geles sobre
papel de filtro Whatman. El gel sobre el papel de filtro fue expuesto en placas
radiograficas marca “KODAK” a -20°C durante 48 hrs y las mismas fueron
reveladas manualmente utilizando liquidos revelador y fijador comerciales
(KODAK).

Para los ensayos de supershift se utilizo el anticuerpo comercial para anti c-
Jun (SC-44, SCBT) en una proporcion 1:30, preincubandolos con los extractos

proteicos nucleares durante 30 minutos a TA.

3.10.3 Ensayo de fosforilacion

La fosforilacion de proteinas se realizé de acuerdo a la técnica de Rubin y
col. [168] adaptada por Randi y col. [169], con algunas modificaciones menores.
Los embriones en el estadio de BC colectados luego de las exposiciones a 0 y 2
mg/1 de Clp, fueron homogenizados en 10 volimenes de buffer Hepes 25 mM (pH
7,4) conteniendo sacarosa 250 mM y los inhibidores de proteasas, Aprotinina 2
Hg/ml y PMSF 2 uUM. Se centrifugd a 1.000 x g durante 15 minutos para obtener la
fraccion nuclear (precipitado) y la reaccién de fosforilacion se realizé de manera
inmediata a la obtencién de las fracciones subcelulares. Se utiliz6 como buffer de
reaccion, Hepes 50 mM (pH 7,0) conteniendo: MgCl; 30 mM, EGTA 0,32 mM y 3-

mercaptoetanol 10 mM (agregado en el momento). En cada tubo (volumen final
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100 pl); se agregaron 100-150 pg de proteina de la fraccion correspondiente
(resuspendidas en buffer de reaccidn), iniciando la reacciéon con el agregado de

ATP 2 uM y 20 pCi de 32P-yATP.

Luego de 1, 5 o 10 minutos de incubacién en un bafio a 30 °C con agitacion,
se detuvo la reaccion con el agregado de 50 pl de buffer de cracking concentrado
(buffer Tris 30 mM (pH 7,8), SDS 9% p/v, B -mercaptoetanol 6% v/v, sacarosa
10% p/v, azul de bromofenol 2% p/v), calentando las muestras a 100 °C durante 3
minutos. Ademds se realizaron determinaciones en paralelo utilizando
ortovanadato 200 puM final como inhibidor de tirosina fosfatasas y genisteina 2,5
MM final como inhibidor de tirosina quinasas, colocandolos en el medio de
reaccion, y preincubando durante 10 minutos antes del agregado del 32P-yATP. Las
muestras fueron mantenidas a -20 2C hasta ser procesadas por electroforesis de

proteinas (SDS-PAGE 10%) seguida de autorradiografia.

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida SDS-PAGE se
realizé segun la técnica de Laemmli [170]. Se utiliz6 un equipo Mini Protean II
(BioRad) y Hoefer miniVe (Amersham Pharmacia Biotech), para geles verticales en
placa. Los porcentajes de acrilamida/bisacrilamida del gel de separacién variaron
entre 7y 12%, y el gel de concentracién fue del 4,5%. La proporciéon de acrilamida
/bisacrilamida se mantuvo constante (30 / 0,8 % p/v). La composicion final del gel
de separacién fue: Tris-HCl 375 mM (pH 8,8) conteniendo EDTA 2 mM; SDS 0,1%
p/v; y la cantidad necesaria de acril/bisacrilamida (30,8 %p/v). El gel de
concentracion utilizado contenia Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), EDTA 2 mM, SDS 0,1%
p/v,y la cantidad necesaria de acril/bisacrilamida (30,8 %p/v). Se utiliz6é un buffer

de electrodo compuesto por Tris 50mM (pH 8,3), glicina 0,38 M y SDS 0,1%.

Las muestras provenientes de la fosforilacién in vitro, a las cuales se les
detuvo la reacciéon con el agregado de buffer de cracking concentrado, se
sembraron directamente en los geles de SDS-PAGE correspondientes. La corrida
electroforética se realizé a intensidad de corriente constante de 20 mA por gel,
durante aproximadamente 2.0 - 2,5 hrs para posteriormente ser reveladas por
exposiciéon en autorradiografia del mismo modo que se describié anteriormente

para el gel secado (seccion 3.10.2).
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La tincion inespecifica de proteinas totales, luego de la separacion
electroforética, se realizd con azul brillante de Coomassie (Coomassie blue).
Brevemente, los geles se colocaron en un recipiente con agitacion, junto con la
solucion colorante (metanol 40% v/v, acido acético 10% v/v, y azul brillante de
Coomasie (Sigma Co.) 0.1%) hasta tincion total, y se decoloraron hasta la apariciéon
de bandas nitidas utilizando una solucién decolorante (metanol 40% v/v y acido

acético 10% v/v).

3.10.4 Analisis de proteinas por SDS-PAGE y Western Blot

100 pg de proteinas nucleares obtenidas tal como se encuentra detallado en
el punto 3.10.1, fueron separadas en un gel 10% SDS-PAGE y luego transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (Sigma Co.) durante 60 minutos a 300 mA, de
acuerdo al método de Laemmli [170]. Las membranas fueron tefiidas con Ponceau
S para corroborar que en todas las calles habia igual carga de proteinas. Luego se
bloquearon las membranas con 5% de leche descremada en buffer TTBS durante
una hra. Todos los geles fueron corridos con un marcador de peso molecular
“Rainbow Marker” (Amersham, GE) el cual también fue utilizado para controlar la
correcta y completa transferencia de las proteinas desde los geles hacia las
membranas de nitrocelulosa. Los anticuerpos primarios fueron utilizados en una
dilucién 1:250 en buffer TTBS e incubado con la membrana a TA por 90 minutos.
Las membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 minutos con agitacion e
incubadas con el complejo: 1:40.000 avidina-fosfatasa alcalina (Sigma A-7294),
1:4.000 del anticuerpo secundario (Sigma A-1404) en TBS durante 90 minutos con
agitacion a TA. Luego de 2 lavados de 10 minutos con agitacion, se incubaron las
membranas con 5 ml de buffer AP, 33 pl de NBT y 16,5 pl de BCIP en oscuridad
hasta el desarrollo de color. La reaccion se detuvo con el agregado de H;0
destilada, las membranas fueron secadas en papel de filtro tipo Whatman y
finalmente escaneadas para su posterior andlisis. Para la determinacion de los
niveles de expresion, se sembraron la misma cantidad de proteinas en todas las

calles y se corrobor6 con el tefiido de las membranas transferidas utilizando
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Ponceau S y la coloracion de azul de coomasie al gel para determinar la

tranferencia completa de las proteinas.

3.11 Analisis de datos y estadistica

Para el andlisis de las actividades especificas de las enzimas testeadas y en
la determinacién de las PA, las medias y desviaciones estidndar (MEAN + SEM)
fueron calculadas para cada estadio embrionario utilizando los datos de dos
experimentos independientes por duplicado y sus medidas promedios. Las
diferencias estadisticas entre estadios y tratamientos fueron determinadas por el
test de ANOVA y el test post hoc de Fisher de minimas diferencias significativas

(LSD).

El andlisis de probit para determinar la CLso fue realizado usando el
programa PriProbit, version 1.63, disefiado por Masayuki Sakuma (Kyoto

University, Kyoto, Japan) (http://bru.gmprc.ksu.edu/proj/priprobit /index.asp).

Las corridas electroforéticas de los geles de movilidad, Western blots, y
geles de fosforilaciéon fueron analizadas utilizando el programa Image-] (National

Institutes of Health, USA).
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4.1 Estudios toxicolégicos del Clp en embriones de R.

arenarum

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos frente a la exposicién a
concentraciones crecientes del plaguicida OF Clp, en los estadios embrionarios de
BC, LC y OC. Los datos recolectados fueron arresto de los embriones en el estadio
de BC y ausencia de latido cardiaco y circulacién sanguinea en branquias y aleta
caudal para los estadios de LC y OC, tal cual se encuentra especificado en
materiales y métodos (seccion 3.7.1).

Al analizar arresto en el estadio de BC (Figura 31), vemos que a partir de la
exposicion de embriones a concentraciones mayores a 16 mg/l del OF, el
porcentaje de embriones arrestados se eleva considerablemente, alcanzando el
100% frente a una exposicion a 32 mg/l. Concentraciones por debajo de 16 mg/]
de Clp provocaron el arresto de menos del 20% de los embriones. A su vez,
estimamos una NOEC (concentraciéon mas alta que no causa efecto observable) de
8 mg/l para el Clp en el estadio de estudio, la cual fue determinada de acuerdo a lo
detallado en materiales y métodos.

En la figura se observa la grafica sigmoidea teorica calculada utilizando la

ecuacion:

y = Al + (A2-A1)/(1 + 10~ ((LOGx0-x)*p))
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100

% EMBRIONES ARRESTADOS

5 10 15 20 25 30 35
CONCENTRACION (mg/1)

Figura 31. Porcentaje (%) de embriones arrestados en funcion de la concentracion de Clp a la que
fueron expuestos (entre 2 y 32 mg/1) hasta alcanzar el estadio de BC (48 hrs. de exposicién). Datos

promedio de dos experimentos independientes.

En la tabla 3 se pueden observar los resultados obtenidos a partir del
analisis de probit para los estadios de BC, LC y OC. La mortalidad de los controles
se encontro, en todos los casos, en valores alrededor del 10 %. Tal como se puede
deducir de la tabla, la concentracidon necesaria para causar efecto disminuye a
medida que nos acercamos al fin del desarrollo embrionario, principio del estadio
larval, de los individuos (OC). La CLsp muestra una disminucion de
aproximadamente un 42% en OC respecto a la CLso necesaria para causar arresto
en BC, siendo dicha diferencia significativa tal cual se desprende del analisis de los
intervalos de confianza (95%), donde no se solapan los limites. La CLso obtenida
para LC no evidencia diferencias significativas respecto de la obtenida para OC
pero si de la CLso en BC. En cuanto a la CL9o, no existen diferencias significativas
entre los tres estadios. Aun asi, en BC se estim6 un valor 30% superior en relacién
al valor obtenido para OC. Al analizar las CL10, nos encontramos con que en los
estadios de LC y OC las mismas se encuentran dentro de los parametros de

mortalidad de los controles (sin valor estadistico) por lo cual sélo se informa dicho
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estimado para el estadio de BC. Las pendientes obtenidas disminuyen a medida
que nos acercamos al final del desarrollo, manifestando una mayor variabilidad
entre individuos para el efecto observado en los estadios tardios (en BC responden
mas homogéneamente a la exposicion). Por otro lado, el andlisis del Chi cuadrado
que mide la bondad de ajuste (test de Pearson) y que se utiliza para analizar
dispersiones, nos indica que existe un buen ajuste a los datos al modelo de probit,

siendo LC el que mejor ajusta y BC el que menos lo hace.

BC LC ocC
Tiempo de exposicion (hrs) 48 120 144
CL1o (mg/1) 16,302 - -
IC 95% (mg/1) (12,39, 18,62) - -
CLso (mg/1) 23,33 14,33b 13,540
IC95% (mg/1) (21,04, 25,70) (13,30,16,20) (11,04,15,38)
CLgo (mg/1) 33.402 22.98a 23.54a
IC 95% (mg/1) (29,47,43,00) (19,06,36,99) (19,53,39,60)
X2 12,87 1,90 3,20
Pendiente 8,22 +1,67 6,25+1,71 533+1,41

Tabla 3. Resultados obtenidos del analisis de Probit en los estadios de BC, LC y OC. Embriones
recién fertilizados fueron expuestos a las concentraciones indicadas y durante el tiempo de
desarrollo. Letras distintas acompafnando los resultados de CL1o, CLso y CLgo denotan diferencias

significativas (p = 0,05).
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4.2 Identificacion y analisis de las malformaciones

relacionadas con la exposicion al OF Clp

4.2.1 Alteraciones morfoldgicas en los embriones tras la exposicion

aClp

En este apartado en particular se muestran las alteraciones morfologicas
del desarrollo de embriones expuestos a distintas concentraciones de Clp, hasta
alcanzar diversos estadios del desarrollo embrionario. Las siguientes figuras nos
permiten comparar algunos de los efectos a nivel morfolégico, obtenidos en los
estadios de GT (24 hrs), BC (48 hrs), RM (96 hrs), LC (120 hrs) y OC (144 hrs),y a
concentraciones crecientes del OF (0 a 32 mg/l). En general, no se observaron
diferencias entre embriones no tratados y aquellos que fueron expuestos a 2 mg/I

de Clp en los primeros estadios.

En la figura 32 se muestran los efectos morfologicos obtenidos tras la
exposicion de los embriones al OF hasta alcanzar el estadio de GT (24 hrs de
exposicion). Ante la exposicion a 2 mg/l no se observaron diferencias de ningin
tipo respecto de los controles, pero a medida que se incrementé la concentracion
del OF se observo un fendmeno de gastrulaciéon andémala. Se puede observar
(indicado con flechas) en los embriones mas afectados que no se completo el
circulo en el labio dorsal del blastoporo lo que impide que se internalice el
endodermo, producto de la epibolia del ectodermo y la involucién de las células del
mesodermo que migran hacia el interior del blastoporo y por debajo de la
superficie. Incluso no fue posible individualizar las células que componen el botén
vitelino, a diferencia de los que ocurrié con los embriones no tratados o expuestos

a bajas concentraciones de Clp.
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En el estadio de BC temprano (48 hrs de exposicién), los controles y los
embriones expuestos a 2 mg/1 no mostraron alteraciones notables (Figura 33 A-B)
pero con exposiciones de 16 mg/l, (Figura 33 C) se documentaron algunos
embriones presentando una curvatura axial dorsal pronunciada (flecha). Frente a
la exposicion a 32 mg/l de Clp, los embriones en BC mostraron un desarrollo
totalmente irregular, resultando todos ellos en embriones no viables
(considerados arrestados). Algunas de las malformaciones observadas a
concentraciones superiores a 16 mg/l, aparte de la curvatura axial dorsal
previamente reportada (Figura 33 C, Figura 34 A y B) fueron el cierre incompleto
del tubo neural y embriones resultantes de eventos de exogastrulacién (flechas)
(esta ultima fue de las alteraciones morfolégicas mas recurrentes) (Figura 34 C).
También se observaron otras alteraciones como embriones semi-formados,
descamacion celular y acumulaciéon de células en el interior de la membrana de
fertilizaciéon. El tiempo de desarrollo embrionario fue otro punto donde se
observaron diferencias entre individuos controles y expuestos. Los tiempos que se
detallan en las figuras corresponden al tiempo promedio que tardaron los
embriones sin exponer en alcanzar los estadios indicados. Sin embargo, los
embriones expuestos a altas concentraciones sufrieron retrasos para alcanzar los
estadios respecto de los controles asi como una marcada desincronizacion del
desarrollo de los individuos de cada cohorte. Por otro lado, los embriones se
encontraron rodeados por la ganga hasta la finalizacion del estadio de BC,
comienzo del estadio de RM donde el mismo movimiento de los individuos
colaboré en la eclosiéon de los mismos. Las gangas rodeando los embriones
expuestos a concentraciones superiores a 16 mg/l evidenciaron diferencias
respecto de la que rodeaba embriones no expuestos, siendo de mucha menor
consistencia. Este hecho fue notable al momento de realizar el degangado, ya sea

por métodos quimicos o mecanicos.
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Figura 33. A) Control, B) 2 mg/], C) 16 mg/1. Estadio de BC (48 hrs de exposicion).

Figura 34. Vista de A) frente y B) superior de embriones en el estadio de BC. C) Cierre incompleto
del tubo neural y exogastrulacién observada en embriones en BC expuestos a 16 mg/1 (48 hrs de

exposicion).
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En la figura 35 (centro) se muestran anomalias respecto de la morfologia
corporal en embriones en el estadio de RM (96 hrs de exposicién) expuestos a
bajas concentraciones de Clp (2 mg/1) (Figura 35 izquierda). Otras malformaciones
observadas fueron el acortamiento y la curvatura de la cola, y malformaciones de
la cabeza, en individuos expuestos a 8 mg/1 de Clp (Figura 35 derecha). Son claras
las diferencias a nivel de la zona del pro- y mes-encéfalo, la curvatura hacia el
interior del embrién de la columna vertebral y la irregularidad del contorno en
general. En los estadios previos no se observaron malformaciones en embriones
expuestos a tan bajas concentraciones del plaguicida. Otra diferencia notable se
pudo observar en el movimiento de los embriones expuestos y los no expuestos, ya
que en lugar de presentar la contraccidn caracteristica del estadio, se observaron
contracciones espasmddicas y sostenidas en el tiempo, en los embriones expuestos

a altas concentraciones.

Los embriones expuestos a 8 mg/l del OF durante 120 hrs, y hasta alcanzar
el estadio de LC, o estadio 19 de acuerdo a del Conte y Sirlin [132], mostraron un
ensanchamiento de la zona ventral (ex endodermo vitelino) respecto de los
controles y los embriones expuestos a bajas concentraciones (2 mg/l1). Sélo en
algunos individuos expuestos a 2 mg/1 del OF se pudo observar curvatura axial, en
cambio, embriones expuestos a 8 mg/l presentaron curvatura axial y de la aleta
caudal (Figura 36). En la figura 37 se muestra en detalle el acortamiento de la aleta

caudal y la curvatura dorsal
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/\

Control 2 mg/L 8 mg/L

Figura 35. 1zq.) Control, centro) 2 mg/], der.) 8 mg/l. Estadio de RM (96 hrs de exposicion).

Control 2 mg/L 8 mg/L

Figura 36. De izquierda a derecha: embriones expuestos a 0 (controles), 2 mg/ly 8 mg/1 de Clp

hasta alcanzar el estadio de LC (120 hrs de exposicion).

Figura 37. Embriones en el estadio
de LC, A) control y B) expuesto a 8
mg/1 del OF (120 hrs. de

exposicion).
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Finalmente se analizaron anomalias en los embriones expuestos al OF hasta
alcanzar el estadio de OC (estadio 25)[132], durante 6 a 10 dias, de acuerdo a las
distintas ovulaciones. En la figuras 38 (A-C) se muestran embriones control con
desarrollo normal. En la figura 38 (A) se puede observar un embrién en detalle
donde se individualiza la apertura de la boca asi como estructuras internas, esto
ultimo gracias a que su pigmentacion se ha visto reducida a lo largo del desarrollo
embrionario lo que permite una piel mas traslucida. La figura 38 (B) presenta
embriones en una vista ventral y la figura 38 (C) nos permite visualizar
dorsalmente el individuo. Se puede observar en esta dltima foto la posicion lateral
de los ojos. Las fotografias (D-F) muestran embriones en OC expuestos a 12 mg/I
del OF. Las alteraciones producidas por la exposiciéon al Clp fueron la curvatura
total de la aleta caudal, pliegues en ldminas, arqueamiento del eje corporal,
reduccion del tamafno del cuerpo y la cabeza, atrofia, disparidad en el crecimiento
de los individuos y falta de movimiento. La exposiciéon a concentraciones mayores
de Clp (14 y 16 mg/l) permitid6 observar los mismos efectos previamente
descriptos pero mas homogéneamente distribuidos en la cohorte expuesta,
haciendo mas evidente la teratogenicidad del OF en concentraciones cercanas a la
CLso. La figura 38 (G) muestra una vista lateral de la cabeza visiblemente
malformada en comparacion con lo que se observa en los individuos no expuestos
figura 38 (A), asi como también un desarrollo anormal del cuerpo del embrion,
donde resulta imposible observar estructuras internas. También se observaron
abultamientos (edema abdominal) en la zona posterior a la conexién cuerpo-cola

(Figuras 38, I-]).

-103 -



Resultados

Figura 38. Alteraciones morfoldgicas observadas en el estadio de OC (6-10 dias de exposicién) en

embriones de R. arenarum. (A-C) embriones no expuestos, (D-F) embriones expuestos a 12 mg/l de

Clp, (G-1) embriones expuestos a 14 mg/1 de Clp, y (J-L) embriones expuestos a 16 mg/1 de Clp.
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4.2.2 Analisis cuantitativo de las malformaciones inducidas por Clp

El Clp fue capaz de inducir distintas malformaciones morfologicas que se
volvieron mas evidentes a medida que la concentracion de Clp se incrementaba,
sobre todo a partir de embriones expuestos al menos durante 120 horas (LC) y a
concentraciones por encima de 8 mg/l (Figura 39). Los embriones que alcanzaron
el estadio de BC no presentaron un gran numero de malformaciones a bajas
concentraciones (2 mg/l), pero dentro de las pocas malformaciones observadas se
detallaron anteriormente las mas recurrentes (Figuras 33-34). En el estadio de LC
se incrementaron las malformaciones en la poblacién expuesta a concentraciones
por encima de 8 mg/1 del OF en estudio, y tras la exposicién a 14 mg/1 de Clp se
alcanzé en la poblacién aproximadamente un 30%. En cambio, el plaguicida en el
estadio de OC, mostré un efecto que se incrementé bruscamente cuando se
expusieron a los embriones a concentraciones superiores a 12 mg/1 de Clp. A 14
mg/] el porcentaje de embriones malformados en OC alcanz6 practicamente el 70

% de la poblacién expuesta.

100 J,
( BC

/

60
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% MALFORMACIONES
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CONCENTRACION (mg/1)

Figura 39. Grafico dosis-respuesta: malformaciones en funcién de concentraciones crecientes del

plaguicida OF Clp.
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Acorde con la hipotesis inicial de trabajo, y una vez realizado el estudio tal
como se muestra anteriormente, se optéd por continuar con los experimentos
utilizando como estadio de estudio principalmente el de BC (posterior a la
transicion de la blastula media, TBM) y una concentracion subletal, para la mayoria

de los experimentos, de 2 mg/l1 (inferior a 1/10 de la CL50).

4.3 Estudios Histoldgicos

En la figura 40 se muestran tinciones con hematoxilina-eosina de cortes
transversales de secciones en el eje antero-posterior de embriones de R. arenarum
en estadio de BC temprano.

En los embriones expuestos a 2 mg/1 de Clp se observan alteraciones a nivel
del mesodermo dorsal, particularmente se observa una disminucién en el tamafio
de los bloques de células que forman las somitas (que daran lugar al cartilago,
musculo, esqueleto y dermis), mesodermo intermedio con primordios pronéfricos
de gran tamafio y en el mesodermo ventral donde hay ausencia o malformacion de
la aorta.

Otras alteraciones observadas fueron a nivel del ectodermo con tubo neural
(da origen a la médula espinal y el cerebro) engrosado en cantidad de células, asi
como un canal central mas grande. En general, en los distintos cortes no se
observaron gran cantidad de células de la cresta neural en los cortes de embriones
expuestos analizados.

Respecto de los derivados endodérmicos, no se observaron alteraciones a
nivel del arquenterdn, pero si un ensanchamiento del endodermo vitelino.

Las inmunohistoquimicas realizadas no pudieron ser analizadas debido al
alto contenido de pigmentos en los embriones en el estadio de BC (datos no
mostrados), los cuales interfirieron con los resultados, aun luego de aplicar las

técnicas de despigmentacion descriptas en materiales y métodos.
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Control

Clp (2 mg/])

Figura 40. Tincién
con hematoxilina-
eosina en cortes
transversales de
embriones en el
estadio de BC: (A-B)
10X, (C-D) 20X
dorsal, (E-F) 40X
dorsal, (GH) 40X
nefréotomos y (I-])

40X ventral.

Izquierda:

Embriones control.

Derecha: exposicion

a2 mg/ldeClp.

(Arq) arquenteron,
(EV) endodermo
vitelino, (DH)
diverticulo hepatico,
(N) nefrétomo, (CC)
canal central, (cCN)
células de la cresta
neural, (TN) tubo
neural, (S) somitas,
(Nt) notocorda y (A)

aorta.
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4.4 Biomarcadores bioquimicos

Con el objetivo de analizar los efectos bioquimicos del OF Clp en el
desarrollo embrionario, se decidid estudiar el efecto sobre la AChE (biomarcador
primario de los OF) en GT, BC y LC; y las actividades especificas de enzimas
involucradas en el sistema de defensa antioxidante catalasa y GST en embriones
expuestos hasta GT y BC. Por otro lado, se analizd el contenido de GSH end6geno

en individuos expuestos hasta alcanzar BC..

4.4.1 Cuantificacion del efecto del Clp sobre la actividad especifica

de la AChE

La actividad de AChE se vio incrementada a lo largo del desarrollo
embrionario de R. arenarum (Figura 41), lo cual se encuentra en concordancia con
resultados previamente publicados [171]. La AChE mostré6 una actividad especifica
de 2.24 pymoles/min/mg proteina en LC y de s6lo 0.24 pmoles/min/mg proteina en
BC, lo que representa un incremento aproximado de la actividad de 9 veces en el
estadio mas avanzado del desarrollo. En GT se obtuvo una actividad de s6lo el 50%
de la registrada en BC (Figura 41, controles). En BC, con 2 mg/] del OF, hubo un
incremento en la actividad de la enzima del 22%. En GT y BC, la exposicién a 8
mg/l no afectd significativamente la actividad especifica de la AChE, pero se
observo un efecto inhibitorio; en BC disminuyd 32% respecto del control. Por otro
lado, en LC, el efecto de inhibicién fue significativo en embriones expuestos a la
concentracion mas baja (34% de inhibicién) y se incrementé atin mas con 8 mg/1

de Clp (66% de inhibicién).
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Figura 41. Actividad especifica de la enzima AChE expresada como pmoles de producto liberado
(5-tio-2-nitrobenzoato) por minuto por mg de proteina, en los estadios de gastrula tardia (GT),
brote caudal (BC) y latido cardiaco (LC) en embriones controles y expuestos durante 24, 48 y 96 hrs
respectivamente. Letras distintas denotan diferencias significativas entre los tratamientos, p=0,05.

Datos promedio de dos experimentos independientes.

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos al analizar el efecto de
distintas concentraciones del OF sobre la actividad especifica de la enzima AChE en
el estadio de BC. Se puede observar que a concentraciones de 2 y 4 mg/l la
actividad se incrementa significativamente respecto del control (47% y 27%
respectivamente). La respuesta del sistema ante la exposicion a 8 mg/l se
encuentra en los mismos niveles que los organismos control, sin diferencias
significativas, pero a concentraciones mayores el efecto inhibitorio se hace
evidente con una diferencia significativa respecto de los controles (p=0,05) (Figura
42). El grado de inhibiciéon de AChE obtenido con la mayor concentracién de Clp
testeada, hasta el estadio de BC, fue aproximadamente del 38% (0.48
umoles/min/mg proteina en embriones expuestos a 16 mg/l frente a 0.77

umoles/min/mg proteina en el control).
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Figura 42. Actividad especifica de la enzima AChE expresada como pmoles de producto liberado
(5-tio-2-nitrobenzoato) por minuto por mg de proteina, en el estadio de brote caudal (BC) en
embriones sin exponer y expuestos a concentraciones crecientes de Clp. Letras distintas denotan
diferencias significativas entre los tratamientos, p=0,05. Datos promedio de dos experimentos

independientes.

4.4.2 Efectos sobre el sistema de defensa antioxidante

Se determinaron las actividades especificas de GST y catalasa en embriones
expuestos a concentraciones subletales de Clp, y hasta alcanzar los estadios de GT
y BC. Luego se analizd el efecto del OF sobre los niveles de GSH.

Se observé una menor actividad de la enzima GST en los embriones
expuestos a una concentracion de 2 mg/l de Clp, respecto de los que no ha sufrido
exposicion al plaguicida en ambos estadios de desarrollo (Figura 43). El efecto
pudo observarse en forma temprana a las 24 hrs, y al alcanzar el estadio de GT, con
un porcentaje de inhibicién de la actividad en embriones expuestos respecto de
control del 26%. Este efecto se mantuvo a las 48 hrs, al alcanzar el estadio de BC,
mostrando un porcentaje de inhibicién, en individuos expuestos comparados con
su control, del 44%. La actividad especifica de la enzima fue similar en los

controles de ambos estadios.
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Figura 43. Actividad especifica de la enzima GST expresada como pmoles de CDNB conjugado por
minuto por mg de proteina, en los estadios de GT y BC en embriones expuestos a una concentracion
de 2 mg/1 de Clp (*denota diferencias significativas entre control y tratado, p = 0.05). Datos de un

experimento representativo de 2 experiencias independientes.

La actividad especifica de catalasa mostr6 una disminucién de la actividad
especifica en embriones en BC sin exponer respecto de individuos controles en el
estadio de GT, o sea, su actividad disminuye significativamente con el estadio
embrionario (alrededor de un 28%), al menos en etapas tempranas del desarrollo.
En embriones expuestos a 2 mg/l del OF a 24 hrs (GT) la actividad especifica se
mantuvo practicamente constante, sin verse afectada por la exposicion al OF. En
cambio, en embriones en BC expuestos a 2 mg/1 de Clp la actividad de catalasa se
vio disminuida respecto de embriones sin exponer, con un porcentaje de inhibicion

de aproximadamente un 28% (Figura 44).
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Figura 44. Actividad especifica de la enzima catalasa expresada como mmol de H,0; hidrolizada
por minuto por mg de proteina en los estadios de GT y BC en embriones expuestos a una
concentracion de 2 mg/1 de Clp (*denota diferencias significativas entre los controles y ** entre
control y tratado del mismo estadio, p = 0.05). Datos de un experimento representativo de 2

experiencias independientes.

Se analiz6 el efecto del Clp sobre el contenido endégeno de GSH en
embriones expuestos, hasta alcanzar el estadio de BC, a 2, 4, 8, y 16 mg/1 de Clp.
Como se puede observar en la figura 45, a 2-8 mg/1 de exposicion, se obtuvieron
niveles de GSH similares y significativamente mayores que los niveles encontrados
en los organismos sin exponer al xenobiotico (13 %). Sin embargo, a 4 mg/1 el
contenido de dicha molécula no se vio afectado significativamente respecto de los
controles, observandose s6lo una tendencia al incremento. A concentraciones
superiores (16 mg/1), se observé una disminucién significativa del GSH respecto de

los controles (16%).
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Figura 45. Contenido de GSH endé6geno expresado como nmoles de GSH por pg de proteinas en el
estadio de BC en embriones expuestos a concentraciones crecientes de Clp (48 Hrs de exposicion).
Letras distintas representan diferencias significativas entre los tratamientos, p=0,01. Datos

promedio de dos experimentos independientes.

4.5 Estudios de la accion del Clp sobre la via de las PAs

Se busco determinar los efectos producidos sobre el metabolismo de las
PAs, analizando los niveles de PAs endo6genas y la actividad especifica de ODC,

enzima limitante en la sintesis.

4.5.1 Medicion de los niveles de PAs enddgenas

Se estudiaron los niveles de PAs end6genas en embriones en el estadio de
BC, luego de la exposicion a distintas concentraciones de Clp. En animales no
expuestos, los niveles de Put fueron 4 veces superiores a los niveles de Spd (12,75
nmol/mg proteina versus 3,14 nmol/mg proteina respectivamente,) (Figura 46).
Los niveles de Spm se encontraron por debajo del limite de cuantificacién de la

técnica de medicién utilizada. Los embriones expuestos a 2 o 4 mg/l de Clp no
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mostraron efectos sobre los niveles de Put, mientras que a 8 mg/l o 16 mg/l
produjeron una disminucién similar en ambos casos respecto del control
(aproximadamente 33%). Los niveles de Spd fueron afectados de modo similar por
la concentracién del plaguicida, observandose una disminucion del 42% frente a la
exposicion a 16 mg/l comparado con los organismos sin exponer. Si bien las
tendencias en los niveles de las PAs analizadas fueron claras, los resultados de las
repeticiones tuvieron una desviacion estandar considerable y por tal motivo no se
observaron diferencias significativas al momento de realizar el andlisis estadistico

por ANOVA de un factor (p= 0.05).
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Figura 46. Niveles de PAs end6genas, expresadas como nmoles por mg de proteina, en funcién de
concentraciones crecientes de Clp, en embriones en el estadio de BC. Los niveles de Spm se
encontraron por debajo de los limites de cuantificacion. Diferencias no significativas en el analisis

estadistico realizado por ANOVA de un factor (p=0.05).

4.5.2 Determinacion de la actividad especifica de ODC

Posteriormente se analiz6 el efecto del Clp sobre la actividad de la enzima
limitante en la via biosintética de las PAs, ODC. Dicha actividad decreci6

proporcionalmente (de modo significativo) al incrementar la concentracion de

-114 -



Resultados

plaguicida a la que fueron expuestos los embriones hasta alcanzar el estadio de BC
(Figura 47), (test post-hoc de Fisher LSD, p=0.05). A partir de exponer los
embriones a 4 mg/l de Clp obtuvimos una disminucién estadisticamente
significativa del 40% respecto del control. A 8 y 16 mg/l del OF dicho efecto se
increment6 aun mas, obteniéndose un 80 y 87% de inhibicion respectivamente,
comparado con los embriones sin exponer. Fue determinada por regresion no
lineal la concentracion inhibitoria 50, Clso, obteniendo un valor de 4,6 * 0.8 mg/1

Clp.
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Figura 47. Actividad de ODC, expresada como nmol de 14-CO; liberado por hora por mg de proteina,
en funcién de concentraciones crecientes de Clp, en embriones en el estadio de BC (* denota
diferencias significativas, p = 0.05). La linea muestra un ajuste a un modelo sigmoideal por
regresion no lineal, con un control de la actividad de ODC de 0,230 + 0,021 nmol 14-CO,

liberado/h/mg proteina y una Clso de 4,6 + 0.8 mg/1 de Clp.

4.5.3 Correlacion entre las acciones del Clp sobre el desarrollo

embrionario y el metabolismo de las PAs

Analizamos la correlacion de la actividad especifica de ODC con el
porcentaje de arresto en los embriones de R. arenarum (Figura 48). La misma

muestra una correlacion directa y negativa, obteniéndose con la regresion lineal un
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R? = 0.740. A medida que la actividad de ODC disminuy0, el nimero de embriones

arrestados en el estadio de BC aumentd, alcanzado un 18%.
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Figura 48. Actividad especifica de ODC, expresada como nmol de 14-CO; liberado por hora por mg

de proteina, en funcién del porcentaje de embriones arrestados en el estadio de BC.

Debido a las tendencias decrecientes en los niveles de las PAs y en la
actividad especifica de ODC frente a las concentraciones de Clp, se realizd un
analisis de correlacion entre los niveles de la enzima limitante en la biosintesis de
las PAs y los niveles de las mismas que pudieron ser analizadas, Put y Spd. En la
figura siguiente observamos el grafico de correlacién entre las medias observadas
para las PAs mencionadas, en mmol/mg de proteina, y las medias de las
actividades especificas de ODC expresadas como nmol 14-COz/h/mg proteina. Se
observé un buen ajuste en la linea de regresion lineal, menor en Put que en Spd
(R2=0,8123 vs R2=0.9743). La diferencia en las pendientes que se puede observar
implica que en Put se ve mas afectada por los cambios en la actividad especifica de

ODC respecto de lo que lo hace Spd (menor pendiente).
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Figura 49. Correlacion entre la actividad especifica de ODC de y los niveles de PAs, ambos en

embriones expuestos a 0, 2,4 8 y 16 mg/1 de Clp en el estadio de BC. En azul se observan los

resultados de las medias obtenidas en la concentracién de Put enddgena frente a la actividad

especifica de ODC mientras que la linea inferior en rojo corresponde a Spd.

Se analiz6 la correlacion entre el contenido endégeno de GSH y el

porcentaje de arresto de los embriones pero se obtuvo un mal ajuste a la linea de

regresion lineal con un R2 = 0.4078 (datos no mostrados).

4.6

4.6.1

Determinacion de efectos a nivel molecular frente

a la exposicion al plaguicida Clp

Regulacion de la union del factor de transcripcion AP-1 a su

elemento de union al ADN

Utilizando la técnica de movilidad electroforética (Electro Mobility Shift

Assay) en embriones de R. arenarum, se busco probar la hipétesis inicial acerca del

efecto de los plaguicidas sobre la transcripcion génica, particularmente debido a la

regulacion del FT AP-1 en embriones en BC expuestos a 2 mg/1 de Clp. Utilizando
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una purificacion previa de la sonda en columna de Sephadex G-25 se pudieron
individualizar 3 grupos definidos de bandas; siendo las bandas I y II las
correspondientes al ADN + proteina, y la tercer banda, al ADN libre (Figura 50). Las
bandas multiples (I y II) indicarian dos grupos de proteinas de unién a la sonda.
Por otro lado, utilizando un anticuerpo comercial anti c-Jun, se realizaron ensayos
de supershift sin obtenerse resultados con una adecuada sensibilidad para la
especie R. arenarum (datos no mostrados). Los resultados del EMSA se
corroboraron en un segundo ensayo en el cual se obtuvo una tinica banda de unién
de AP-1 al oligonucleétido TRE (Figura 51). En ambos experimentos, los embriones
tratados con Clp mostraron una disminucién en la unién de AP-1 con el
oligonucleétido con la secuencia TRE.

Para la cuantificacién de los ensayos de movilidad, se consideré como
posibilidad que en el primer ensayo donde se visualizan 3 bandas definidas, la
banda identificada como banda II pudiese corresponder a oligomerizacién de la
sonda teniendo en cuenta que en la calle donde se corrié Unicamente a la sonda
TRE, esta aparece a la altura de la banda previamente mencionada. Se procedi6 a
analizar por densitometria esta posibilidad sin verse alterado el resultado al
momento del analisis estadistico por el test de Fisher con un p= 0.05 y
manteniéndose la tendencia que mas adelante se detalla (Figura 52). Una vez
considerada esta situacién, se analizaron densitométricamente ambos geles
considerando en el primer ensayo la banda I y II como proteinas unidas al
oligonucle6tido y promediando con la banda unica del segundo ensayo. Se
calcularon las densidades relativas y fueron corregidas, utilizando como control
interno de cada uno a las bandas correspondientes a la sonda libre (Figura 52).
Los valores obtenidos fueron finalmente sometidos a un andlisis estadistico como

previamente se menciono.
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Figura 50. Ensayo de movilidad electroforética. Extractos proteicos de embriones en BC controles y
expuestos a 2 mg/1 de Clp fueron incubados con oligonucleétidos de ADN correspondientes a la
zona de unién del FT AP-1. Las bandas Iy II corresponden a dos complejos de unién proteina-ADN

y la banda III corresponde al ADN libre marcado.
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Figura 51. Segundo ensayo de movilidad electroforética. Extractos proteicos de embriones en BC
controles y expuestos a 2 mg/1 de Clp fueron incubados con oligonucleétidos de ADN

correspondientes a la zona de unién del FT AP-1.
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El extracto de los embriones tratados con 2 mg/1 de Clp mostré un 30% de
disminucién de la unién de AP-1 respecto del extracto control, obtenido a partir de
embriones sin exponer al plaguicida (p=0.05). Por otro lado, el control de
especificidad con el oligonucleétido TRE sin marca radioactiva dio una leve
disminucién en la union de TRE marcado radioactivamente (aproximadamente
15% respecto del control). Esto sugiere que la cantidad de proteina nuclear
utilizada fue alta respecto al oligonucledtido y/o la necesidad de utilizar niveles
mas elevados de sonda TRE fria. Sin embargo, la competencia inespecifica (con
oligonucle6tido sin marcar radioactivamente de SV40) no mostré efecto,
indicandonos que la unién es especifica. Los resultados de los controles especificos
e inespecificos en embriones tratados no mostraron diferencias significativas
respecto del resultado obtenido para el extracto de proteinas nucleares,
proveniente de embriones expuestos a Clp, e incubado con la sonda TRE marcada

radioactivamente.
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Figura 52. Cuantificacién del EMSA (Figuras 50 y 51). Los niveles relativos de densidad de bandas
correspondientes a la sonda unida a AP-1 de los extractos de proteinas nucleares se refirieron al
total de la sefial para cada calle (frente). El asterisco (*) indica diferencia significativa respecto del

control (FISHER LSD, p=0.05).
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4.6.2 Estudios de fosforilacion in vitro de proteinas nucleares

Se estudio el efecto de la exposicidon a 2 mg/l de Clp sobre la fosforilacion in
vitro de las proteinas nucleares como sustratos enddgenos, en embriones en el
estadio de BC.

Se pudo observar (Figura 53, derecha) que en los embriones tratados (calles
1-3) existié una expresion mas marcada (mayor intensidad en las bandas) de
proteinas, incluso algunas no pudieron ser observables en los controles (calles 8-
10). También se visualizaron bandas presentes en los controles (aproximadamente
29 KDa) que desaparecieron en los embriones expuestos al Clp, asi como una
banda que corri6 por encima de 66 KDa y disminuyé considerablemente en
embriones expuestos.

En el revelado por autorradiografia de las proteinas fosforiladas se
observan fosforilaciones diferenciales en al menos 6 bandas en aproximadamente
66, 60 50, 36, 29 y 20 Kda (Figura 53, izquierda, indicadas con flechas). Al analizar
las calles 1-3, se pudo ver que las bandas de aproximadamente 60, 50, 29 y 20 KDa
aparecieron fosforiladas en los controles y no se vieron afectadas por los
inhibidores de tirosinas quinasas (genisteina) y fosfatasas (ortovanadato). Al
comparar el control con el extracto de los embriones tratados con 2 mg/1 de Clp
(calles 10 y 3 respectivamente), las bandas de 60 y 20 KDa se vieron disminuidas
en los tratados con el OF, la de 50 Kda no se vio afectada y la banda de 29 KDa, muy
alta en controles, desaparecié por completo en los embriones expuestos al OF.
Cuando analizamos el efecto de los inhibidores en los embriones expuestos (calles
1 a 3), se observo que las bandas de 66, 60, 50 y 20 KD aparecieron mas intensas
tras el tratamiento con ortovanadato, por lo que podria deducirse que existirian
proteinas que se estarian fosforilando en tirosinas cuando se trata los embriones

con Clp.
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Ortovanadato - o+ - - o+ - - -+ - -+ - - + - - -+ -
Genisteina + - . + e % % + - -+ -
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Revelado Coomasie

Figura 53. Geles de fosforilacion. Derecha: Revelado con Coomassie blue de los geles. Izquierda: Revelado en autorradiografia. Las flechas corresponden a los

siguientes PM aproximados: (1) 66 KDa, (2) 60 KDa, (3) 50 KDa, (4) 36 KDa, (5) 29 KDay (6) 20 KDa.
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4.6.3 Analisis de la expresion de factores de transcripcion y su

estado de fosforilacion

4.6.3.1 Estudio de los componentes del FT AP-1, c-Fos v c-Jun

Se realizaron ensayos de Western blot para tratar de identificar si c-Fos y c-
Jun, podrian ser verse afectadas con la exposicién al OF, y analizar los niveles de las
proteinas involucradas en la formacion del FT AP-1. Se demostré previamente que
disminuye la unién de AP-1 a TRE al tratar los embriones con 2mg/l de Clp
durante 48 hrs).

En primer lugar se analizaron los niveles de c-Fos en los embriones tratados
con distintas concentraciones del xenobidtico durante 24 hrs, hasta alcanzar el
estadio de GT (Figura 54 A). Se observaron dos bandas de 64 y 68,5 KDa y se
observé que en la correspondiente a 68 KDa, c-Fos aumenta respecto, del control,
con 2 mg/l de Clp (16%) y con 8 mg/1 (28%). Con 14 mg/I1 del OF los niveles de c-
Fos son semejantes a los obtenidos en los controles. Asimismo, la tendencia
observada con la banda superior se repite en la banda de 64 KDa, pero de manera
mas marcada, donde en embriones expuestos a 2 mg/l del xenobidtico hay un
incremento de 18 veces y en individuos expuestos a 8 mg/I el incremento es de 30
veces respecto de los controles. Con 14 mg/1 del OF la banda inferior desaparece
por completo.

Al analizar los niveles de c-Fos en embriones tratados con 2 mg /1 de Clp y
controles durante 48 hrs (en el estadio de BC) se obtuvieron en estos ultimos dos
bandas, al igual que con los extractos de proteinas nucleares de GT, de las cuales la
inferior present6 el doble de intensidad que la superior. En los extractos de los
embriones expuestos se observé que desaparecen por completo ambas bandas
presentes en los controles (Figura 54 B), congruente con los resultados

previamente obtenidos en los EMSA.

-123 -



Resultados

A) B)

c-fos | s — — — c-fos T |

Figura 54. A) c-Fos: en embriones expuestos durante 24 hrs (estadio de GT) a 0, 2,8 y 14 mg/l de
Clp; B) c-Fos en extractos de embriones expuestos durante 48 hrs (estadio de BC) a una
concentracion Unica del plaguicida (2 mg/1 de Clp). Las bandas se encontraron en 64 y 68,5 KDa de

PM.

Paralelamente se analizaron los patrones de expresion del otro miembro
del FT AP-1, c-Jun, y también de su forma fosforilada, p-c-Jun (Figura 55 abajo y
arriba respectivamente). Con el anticuerpo anti-c-Jun se resolvieron 2 bandas de
35y 30 KDa (b y c) pero con anti-p-c-Jun soélo se identificé claramente una sola
banda en 39 KDa (a). La banda de 39 KDa en p-c-Jun disminuyé un 88% en
embriones expuestos a 2 mg/l de Clp respecto del control, mientras que con el
anticuerpo anti-c-Jun, la banda de 35 KDa disminuyé un 16% en embriones

expuestos respecto del control y la de 30 KDa lo hizo en un 32%.

c-jun

Figura 55. Arriba) p-c-Jun; Abajo) c-Jun: en embriones expuestos durante 48 hrs (estadio de BC) a
una concentracién unica del plaguicida (2 mg/l de Clp). Las bandas se encontraron en: (a) 39 KDa,

(b) 35 KDay (c) 30 KDa de PM.
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4.6.3.2 Andlisis por Western blot de la via de las MAPKs v PKC

Finalmente, se analizaron los niveles de expresion de JNK2 y ERK 1/2 en
embriones que alcanzaron el estadio de BC, con la finalidad de intentar dilucidar la
via involucrada en la traduccién de sefiales que conlleva a la disminucién de AP-1
(aparentemente, al menos por disminucién de sus componentes c-Fos y c-Jun) en
los embriones tratados.

Con los extractos nucleares obtenidos a partir de embriones en el estadio de
BC, se pudo observar una banda de 42 KDa correspondiente a ERK 1/2. La misma
se vio disminuida un 71% en los organismos expuestos a 2 mg/l de Clp (Figura
56A abajo) pero se incrementaron sus niveles en un 100% en embriones tratados
con 8 mg/l, siendo nuevamente inhibidos con 14 mg/1 de Clp (57% respecto del
control).

Los resultados obtenidos con JNK2 mostraron diferencias en los embriones
expuestos en el estadio de BC donde con 2 mg/l de exposicion se observé un
incremento respecto de control del 32% mientras que con 8 mg/l1 de Clp el nivel de
JNK2 fue similar a los embriones no expuestos (Figura 56A arriba). Con 14 mg/1
del OF, el nivel de la proteina disminuyé en un 50 % comparado con el control. El
PM estimado de la banda correspondiente a JNK2 fue de 54 KDa.

Por otra parte, PKC (80 KDa) mostr6 un aumento en sus niveles tras la
exposicion a 2 mg/1 del plaguicida respecto de los controles (Figura 56 B) donde
no se detecté expresion. En embriones en BC tratados con 8 mg/1 del OF, la banda
desaparecié obteniéndose un resultado similar al de los embriones control, no

expuestos al OF en estudio.
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Figura 56. Embriones expuestos durante 48 hrs (estadio de BC): A) JNK2 (arriba, 54 KDa) y
ERK1/2 (abajo, 42 KDa): exposiciones seriadas de 0,2, 8 y 14 mg/1 de Clp; B) PKC (80 KDa) en
embriones expuestos a 0, 2 y 8 mg/1 del OF.
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DISCUSION

Han sido publicados por varios autores los efectos toxicoldgicos y
teratogénicos de los plaguicidas en el desarrollo embrionario de diversas especies
[1, 3, 32, 64, 172-176]. En nuestro laboratorio hemos enfocado el analisis sobre el
efecto en embriones en desarrollo de R arenarum, utilizando como agentes
xenobidticos a plaguicidas OF y carbamatos. Esto se ha basado en el hecho de que
los plaguicidas OCl han dejado de ser utilizados en el mundo debido a su
persistencia en el ambiente, y los OF y carbamatos han venido a sustituir su uso.
Por otro lado, la elecciéon del modelo de estudio radica en que los anfibios pasan la
primer parte de su ciclo de vida en ambientes acuaticos, lo que los hace
particularmente sensibles a la contaminacién ambiental durante su desarrollo
embrionario y larval. Se ha venido reportando un declive en la poblacién de
anfibios en el mundo [122, 124, 126, 177, 178], incluso se ha especulado con la
posibilidad que estas bajas en el numero de individuos pudiesen ser debido en
parte a la utilizacién de plaguicidas. Estos se encuentra sugerido en primer lugar
debido a que muchas especies de anfibios tienen sus crias en la primavera, cuando
grandes cantidades de plaguicidas son aplicados y se depositan en los suelos y
cursos de agua poco profundos, siendo estos ultimos los ambientes naturales de
los embriones. En segundo lugar, se ha demostrado que la fertilizacion y desarrollo
de los embriones de anfibios son eventos particularmente sensibles a diversos
plaguicidas; en particular nuestro laboratorio lo ha reportado para la especie R.
arenarum [2, 116-118, 152, 171]. En el presente trabajo de tesis se abordé el
estudio del plaguicida OF Clp, elegido por ser unos de los plaguicidas de mayor uso
en el mundo y por el crecimiento del uso doméstico que ha venido teniendo en los
ultimos afios, haciéndolo de particular importancia para su estudio por el/los
posibles efectos que pudiesen tener a distintos niveles en los individuos. Para
dilucidar estos posibles efectos, se utilizaron concentraciones crecientes del OF a
fin de determinar la CLso en estadios tempranos, intermedios y tardios (BC, LC y
OC respectivamente) del desarrollo embrionario de R. arenarum y, utilizando dicha
informacion toxicologica elegir concentraciones subletales, muy por debajo de la
CLso, para estudiar en estadios tempranos del desarrollo si existian efectos a nivel

bioquimico y molecular, ain cuando no existiesen a nivel macroscépico ni se viese
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inhibida la AE de la AChE. La expresion génica en BC es activa respecto de GT, la
cual acaba de atravesar la etapa MBT, aunque aun no es completa sino hasta la
metamorfosis [179], en este hecho radica parcialmente que se haya optado por
profundizar los estudios en el estadio de BC. Por otro lado, para comparar las CLso
obtenidas en los estadios de estudio se debieron utilizar distintos parametros de
mortalidad, siendo para BC el arresto de los embriones mientras que para LC y OC

fue la ausencia de latido cardiaco y circulacién en la aleta caudal.

El Clp fue capaz de causar arresto y muerte de los embriones expuestos de
manera dosis - dependiente. A medida que los embriones alcanzaron los estadios
mas avanzados en el desarrollo, la concentracion del OF necesaria para causar
efecto fue disminuyendo, lo que se observa claramente a partir del analisis de
probit, donde en embriones en el estadio de OC es necesaria la exposiciéon a 13,54
mg/1 del OF para causar la muerte del 50% de la poblacion, mientras que en el
estadio de BC la exposicion debe ser de 23,33 mg/1 para causar arresto de la mitad
de los individuos en el desarrollo (CLso). Por otra parte, las pendientes obtenidas
en los distintos estadios nos permiten deducir que la poblacién, a medida que
alcanza los estadios mas avanzados en el desarrollo, responde menos
homogéneamente al tratamiento ya que la misma disminuye en OC en relacién a
BC. Estos resultados pueden ser parcialmente explicados por el hecho de que los
embriones en el estadio de BC atin se encuentran rodeados por la ganga gelatinosa
que podria estar proveyendo de cierta protecciéon al mismo frente a la exposicién a
diferentes contaminantes ambientales, como ya ha sido considerado por otros
autores [180, 181]. En este sentido, los embriones se encontrarian protegidos
hasta el estadio de BC cuando los mismos eclosionan. Luego, a medida que los
embriones se desarrollan ain mas, comienzan a intercambiar activamente
material disuelto a través de las branquias, volviéndolos incluso mas susceptibles.
Por otro lado, en los estadios mas tempranos del desarrollo, los embriones de R.
arenarum poseen grandes cantidades de plaquetas vitelinas que contienen lipidos,
los cuales proveen al embriéon de energia y son activamente transferidos a las
nuevas membranas sintetizadas durante el desarrollo embrionario. El
almacenamiento de los lipidos en las plaquetas vitelinas podria estar rescatando el
OF ya que estos, al ser compuestos lipofilicos, se verian facilmente disueltos en los

mismas. Asi ocurriria una disminucién de los efectos indeseables de los
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xenobidticos sobre la fisiologia del embrion [3]. Cabe destacar que existe una
deplecion en el almacenamiento de los lipidos a medida que progresa el desarrollo,
dejando al embrion mas expuesto a los plaguicidas, y por lo tanto, justificando el
hecho de que a medida que encontramos al embrién mas avanzado en su
desarrollo, menos OF es necesario para causar los efectos testeados. Es importante
recalcar que el disefio experimental utilizado en la tesis implica un esquema de
exposicion continua al OF, por lo que a medida que los embriones avanzan en su
desarrollo, el tiempo de exposiciéon al xenobidtico también se incrementa,
provocando malformaciones que pudiesen transformarse, finalmente, en letales en
estadios mas avanzados. En consecuencia, la exposicion hasta OC se lleva a cabo
durante al menos 144 horas, a diferencia de las 48 horas necesarias para alcanzar
el estadio de BC. Este ultimo hecho debe analizarse con particular cuidado si
observamos que entre los estadios de LC y OC practicamente no existe variaciéon en
los valores obtenidos de CLso. Estd claramente reportado que embriones de R.
arenarum en el estadio de OC (estadio 25, [132]) son considerablemente mas
sensibles que los embriones en los primeros estadios de desarrollo de la misma
especie, por ejemplo ante la exposicion al Mtn y otros OF.

El estudio de las principales malformaciones en el estadio de GT permitio6
observar fundamentalmente anormalidades alrededor del botén vitelino, producto
probablemente de la anormal epibolia del ectodermo y la incorrecta involucion de
las células del mesodermo, proceso que da lugar al botén (anexo I). En el estadio
de BC no se observd un gran numero de malformaciones y alteraciones
morfolégicas pero en general a partir de este estadio se empezaron a documentar
algunos como curvatura dorsal de la aleta caudal, cierre incompleto y anormal del
tubo neural, descamacion celular, acumulacién de células en el interior de la
membrana de fertilizacién y una alteracién en la consistencia de la ganga que los
rodea, siendo ésta mucho mas labil. Los embriones también comenzaron a mostrar
retraso para alcanzar los estadios asi como desincronizacion en el desarrollo entre
los individuos a medida que se incrementaba la concentracién de Clp. En el estadio
de RM se observaron contracciones espasmodicas y sostenidas de los embriones,
malformaciones de la cabeza e irregularidad en el contorno del cuerpo. En OC, las
malformaciones alcanzaron el 70% con 14 mg/] de Clp y estas fueron en general

las previamente citadas para los otros estadios a los que se les sumaron
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arqueamientos completos del eje corporal, reduccion drastica del tamafio y largo
de la aleta caudal, atrofia, edemas, hidropesia y falta de movimiento. Ya ha sido
reportado por otros autores que larvas de X. laevis expuestas a Clp y Mtn muestran
una curvatura anormal de la aleta caudal, lo que trae aparejado una discapacidad
en la movilidad [182, 183]. Esta anomalia en la curvatura observada en los
embriones de R. arenarum expuestos a Clp puede ser el resultado de la inhibiciéon
de la AChE debido al impedimento de la hidrolisis del neurotransmisor ACh y al
estimulo sostenido previo a la desensibilizacién del receptor. En este sentido, la
inhibicién de la AChE es significativa en embriones con movimiento en el estadio

de LC.

En general, en los estadios de BC, LC y OC, cuando los mismos fueron
expuestos a concentraciones de hasta 8 mg/l del OF las malformaciones se
mantuvieron por debajo del 20%. En BC no se incrementaron con exposiciones de
hasta 14 mg/1 pero en LC y OC a dicha concentracion (que se encuentra alrededor
de la CLso) las malformaciones alcanzaron el 30 y 70 % respectivamente,
observandose por otro lado que los embriones en OC responden de manera mas
sensible a pequefias variaciones de concentracién (analisis de pendientes) por
encima de 12 mg/l respecto de los individuos en LC. Los estudios histolégicos en
embriones en BC mostraron ensanchamiento del tubo neural, del canal central y
del endodermo vitelino, entre otros, que pueden ser relacionados con las
observaciones morfologicas detalladas anteriormente. Esto significa que las 3
capas embrionarias (ecto, endo y mesodermo) fueron afectadas por la exposicién
al OF. Por todo lo anteriormente descripto es que el Clp debe ser considerado como
un agente teratogénico de relevancia, aun cuando algunos autores han considerado

a este plaguicida como levemente teratogénico [47, 184, 185].

Posteriormente se busco caracterizar la respuesta a nivel bioquimico de los
embriones en los primeros estadios de desarrollo a la exposicién al OF Clp,
aplicado en concentraciones subletales. Con esta finalidad, se estudié el efecto
sobre la actividad especifica de la AChE (biomarcador primario de los OF) y
algunas enzimas involucradas en el sistema de defensa antioxidante (catalasa y
GST). La actividad de la AChE se vio incrementada en los controles a lo largo del

desarrollo, donde en LC se obtuvieron valores 9 veces por sobre el valor medido
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para BC, incluso este ultimo mostré una AE de la enzima de un 50 % superior al
obtenido en GT . Este hecho responde a lo reportado con anterioridad por nuestro
laboratorio [2, 116, 117, 152, 171]. Al analizar el efecto sobre la AChE ante la
exposicion a Clp en el desarrollo (GT, BC y LC) observamos una inhibicién dosis-
dependiente en embriones en LC, lo cual es consistente teniendo en cuenta que es
el blanco primario de los OF. Sin embargo, la AChE presenté una tendencia similar
en GT y BC, con induccién de la actividad ante la exposicion a 2 mg/1 de Clp y una
leve inhibicién a 8 mg/l. Para analizar esta respuesta realizamos un estudio de la
actividad especifica de la AChE en el estadio de BC con concentraciones crecientes
del OF. A 2 y 4 mg/1 de Clp la actividad especifica de la enzima se indujo respecto
de los controles, a 8 mg/l la AE medida fue similar al control mientras que recién a
16 mg/l se registré6 una inhibicién de la misma. La tendencia al incremento de
actividad de la AChE en estos embriones probablemente se encuentre asociada a la
sintesis de la isoforma R de AChE que se sintetizaria en situaciones de stress agudo
por splicing alternativo del gen de AChE [186, 187]. Esta respuesta bifasica
observada responde a un fenémeno conocido en toxicologia como hormesis, que ya
ha sido reportado por nuestro laboratorio para exposiciones de embriones de R.
arenarum al OF metil azinfos [188]. Justamente, esta definicion de hormesis
contempla respuestas donde, ante la exposicion a bajas dosis de un agente quimico
o ambiental, éste causa estimulacidon y la exposicién a dosis elevadas de dicho
agente, causa inhibicién [189]. La respuesta bifasica seria una respuesta adaptativa
tras la ruptura de la homeostasis frente a un estrés moderado. Al comparar la
actividad especifica en los controles de la AChE de la figura 41 y 42, se observan
diferencias en los valores registrados. Esto puede deberse a que las experiencias
fueron realizadas en cohortes diferentes de embriones provenientes de
ovulaciones distintas asi como del hecho de que los resultados de la primer figura
son provenientes de extractos proteicos procesados en el momento mientras que
en la segunda figura se utilizaron los datos medidos en extractos obtenidos de
embriones congelados a -20°C, aunque uno esperaria que este ultimo hecho
disminuyese la AE en lugar de incrementarla. Es importante considerar que en las
experiencias realizadas en embriones es fundamental obtener la mayor cantidad
de resultados de una misma ovulacion ya que este es un punto critico de variacién

de los valores obtenidos en las mediciones de distintos parametros.
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La actividad especifica de catalasa no fue afectada ante la exposicidon a 2
mg/l de Clp en embriones en GT, pero se vio inhibida en embriones en BC respecto
de los controles. La inhibicién puede deberse a que el grupo hemo presente en el
sitio activo de la enzima catalasa es muy susceptible al ataque de las EROs que
pudiesen estar presentes como producto del estrés oxidativo causado por el OF.
Los embriones sin exponer demostraron que la actividad de dicha enzima
disminuye significativamente en BC respecto de GT. Por otra parte, tanto en GT
como en BC la actividad especifica de GST fue inhibida ante la exposicién a 2 mg/1
de Clp. Los valores en los controles de los distintos estadios se mantuvieron en los
mismos niveles de actividad, probablemente debido que existe proteina y ARNm
heredados del ovocito y que apenas estaria comenzando la sintesis de novo de
estas proteinas. El contenido de GSH enddgeno, el cual neutraliza los radicales
libres actuando asi como agente antioxidante, en el estadio de BC se mantuvo en
niveles por encima del observado en los controles en todas las concentraciones
analizadas, disminuyendo recién frente a la exposicion al6 mg/1 del OF. La enzima
GST facilita el ataque nucleofilico de GSH hacia el plaguicida en un mecanismo
detoxificante; al encontrarse inhibida la actividad enzimatica, el GSH no estaria
uniendo al xenobiético y por esto, sus niveles no estarian disminuyendo. Otra
explicacion alternativa seria que el estrés oxidativo moderado estaria induciendo
la sintesis de GSH a través de un incremento de la expresion de la enzima y-
glutamilcisteina sintetasa que se halla regulada por el elemento de respuesta
antioxidante Nrf2-ARE [190]. A su vez, un andlisis preliminar de la actividad
enzimdtica de la GSH reductasa (GR) demostr6 que la misma se encuentra
aumentada en embriones en BC expuestos a 2 mg/l de Clp (datos no mostrados)
[191], llevando al incremento de los niveles de GSH. El aumento en los niveles de
GSH también podria explicarse debido a que GSH mantiene diversas funciones
celulares como: proliferacion celular, status tiol-disulfuro, actividad de Ilas
telomerasas, apoptosis, mantenimiento del ambiente reductor para la accion de
diversos FT, entre los cuales se encuentran NF-kB, Ap-1 y la actividad de p53
[192]. Otros autores han reportado que algunos transportadores involucrados en
el transporte de drogas de la familia ABC (MRP - Multidrug Resistance-Associated
proteins), en particular el miembro MRP-1, tiene como sustratos de transporte al

exterior celular a las drogas conjugadas con GSH [193]. En su conjunto, los
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resultados obtenidos al medir las AE de catalasa y GST, asi como los niveles
incrementados de GSH, nos estarian indicando que embriones en el estadio de BC
expuestos a 2 mg/l de Clp estarian gatillando una respuesta del sistema
antioxidante, debiéndose investigar si dicha respuesta es debido a estrés oxidativo
o si la misma es suficiente para contrarrestar el efecto producido por el

xenobidtico, previniendo justamente dicho estrés.

Las PAs son esenciales para el desarrollo y la proliferacion celular y son el
blanco de terapias para el cancer a fin de reducir el crecimiento en el nimero de
células cancerigenas. Por otro lado, un desbalance en el metabolismo de las PAs,
como por ejemplo una fuerte activacion de ODC con el paradéjico decrecimiento en
el contenido de las PAs intracelulares podria ser consecuencia de procesos
apoptoéticos [194]. La pérdida de las PAs resultan en la inhibicion de la
proliferacion y diferenciacion celular, incluso también en la muerte celular
(necrosis y/o apoptosis). Los niveles de PAs intracelulares se correlacionan con
alteraciones en la acetilacion y desacetilacion de las histonas en células normales y
cancerigenas. Vale recordar que durante los procesos de embriogénesis,
diferenciacién y oncogénesis, los genes aparentemente se “apagan” y “encienden”
por la acetilacion y desacetilacion de las histonas [82]. En nuestro laboratorio se ha
venido proponiendo a las PAs enddgenas como posibles biomarcadores de efecto
en el desarrollo anormal, producto de la exposicién a plaguicidas OF [135, 195].
Por este motivo, se analizaron los niveles de PAs endégenas y la actividad
especifica de la enzima limitante de la via de sintesis de las PAs, ODC. Los niveles
de Put y de Spd no se encontraron disminuidos en embriones expuestos a 2 y 4
mg/l de Clp durante 48 hrs y hasta alcanzar el estadio de BC. En cuanto a Spm, sus
niveles no fueron posibles de determinar ya que se encontraban por debajo de los
niveles de deteccion de la técnica. Concentraciones superiores a 8 mg/l, sin
embargo, causaron una disminuciéon en los niveles de Put y Spd manteniéndose
dichos valores frente a la exposicién a 16 mg/1 de Clp. Debido que la enzima ODC
esta involucrada en la sintesis de Put, utilizando Ornitina como sustrato, podria ser
posible que los niveles disminuidos de las PAs en los embriones expuestos a
concentraciones por encima de 8 mg/1 del plaguicida pudiesen deberse a un efecto

sobre la enzima involucrada en su sintesis. La AE de ODC se vio disminuida con la
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concentracion mas baja de Clp utilizada (2 mg/1) disminuyendo aiin mas a medida
que incrementamos la concentracidn del OF. Sin embargo, a 16 mg/l1 sus niveles no
variaron significativamente respecto del obtenido para la exposicién a 8 mg/l1 lo
que pudiese deberse a que, si en R. arenarum existen dos isoformas, una inducible
y una constitutiva, como se encuentra reportado para otros modelos, pudiese ser
una inhibicion de la transcripcién de la isoforma inducible de la misma la que se
viese afectada por la exposiciéon al plaguicida. La degradacién de ODC esta
controlada por una proteina conocida como antizima, que responde a las
concentraciones de las PAs [101]. Recientemente, una nueva via de traduccién de
sefiales ha sido descripta para la degradacion de ODC como consecuencia del
estrés oxidativo, la cual es regulada por NAD(P)H quinona oxidoreductasa (NQO1)
[196]. Estos no son los Unicos puntos de regulacién, sino que su sintesis se
encuentra regulada a nivel de su transcripciéon y traduccién [101], ha sido
reportado que ODC en embriones de anfibio posee dos isoformas, una inducible y
una constitutiva [197]. Como mencionamos anteriormente, la AE de ODC medida
en embriones en BC expuestos al xenobidtico disminuye a medida que se
incrementa la concentracion del plaguicida lo que podria deberse a un bloqueo de
la sintesis de la forma inducible causada por el Clp, mas que a una degradacién
incrementada por parte de la antizima, ya que los niveles de PAs disminuyen, no
ejerciendo ningun tipo de autorregulacion negativa sobre su degradacion. También
se ha obtenido una buena correlacion de los niveles de las PAs Put y Spd con la
actividad especifica de ODC, siendo mejor la obtenida para Put que para Spd lo que
es esperable considerando que Put se sintetiza gracias a la AE de ODC mientras que
los niveles de Spm se encuentran regulados también por la actividad de otras
enzimas, como SAMDC. Por su parte, la via de degradacién regulada por NQO1
podria estar involucrada en la disminuciéon de ODC ya que el aumento de GSH
podria indicar una activacién del sistema antioxidante en la concentracion
testeada de 2 mg/l1. De hecho, tanto la actividad especifica de la enzima GST como
la de catalasa se vieron disminuidas frente a la exposicion a la concentracion
subletal testeada sugiriendo que existe una respuesta del sistema antioxidante. Se
ha demostrado en este trabajo que la actividad especifica de ODC esta
correlacionada con el porcentaje de embriones arrestados en el estadio de BC,

apoyando asi la hipoétesis planteada donde los niveles de PAs, producto de la
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disminucién en la actividad de ODC, son afectados por la exposicion del Clp,
llevando luego a alteraciones del desarrollo y probablemente a un aumento en los
procesos apoptoéticos [198]. Al comparar la Clso de ODC (4,6 mg/1) y la CLso en el
estadio de BC (23,33 mg/l) se puede concluir que la actividad especifica de ODC
podria proponerse como un buen biomarcador ya que su actividad se encuentra
disminuida en embriones expuestos a Clp incluso antes que el desarrollo
embrionario se vea afectado. Mas aun, cuando comparamos la Clso antes
mencionada con el valor de NOEC estimado en el estadio de BC (8 mg/1) se vuelve
evidente que la actividad especifica de la ODC es mucho mas valiosa para
determinar los efectos a corto plazo en los estadios tempranos del desarrollo de

los embriones de R. arenarum.

El analisis de los efectos de la exposicién a nivel molecular nos permite
sacar varias conclusiones. En primer lugar, y en concordancia con la previa
publicacion por parte de otros autores [47], el FT AP-1 vio alterada su unidn al
ADN en los organismos expuestos a 2 mg/1 de Clp. La resolucién de las bandas del
EMSA fue dificultosa, y su analisis complejo. Esta multiplicidad de bandas seria la
unién de varios grupos de proteinas al ADN donde las bandas multiples (I y II) que
se observan en la figura 50, indican dos grupos de proteinas de unién para cada
sonda. Esto ya se encuentra reportado en AP-1 por otros autores [47]. A diferencia
de lo que les ocurri6 a los autores previamente mencionados, nosotros pudimos
lograr una purificaciéon tal que no se observan otras bandas diferentes de las
mencionadas, salvo la que se observa entre las calles 5 y 6, y de la cual no ha sido
posible determinar el origen. Esta tltima puede corresponder presumiblemente a
un artefacto de la técnica. En la calle donde se sembr6 unicamente la sonda (sin
realizar previamente una unidon con las proteinas extraidas a partir de los
embriones), se observa una banda en el grupo II, la cual puede deberse a sonda
libre oligodimerizada, por lo cual los analisis densitométricos se realizaron
considerando también esta posibilidad lo que arrojé resultados similares a los que
se exponen en la figura 52, donde se consideran ambas bandas como proteina +
ADN. El analisis de supershift con el anticuerpo anti c-Jun, para discriminar por
especificidad, no fue exitoso hasta el momento. La unién de AP-1 al sitio TRE
estaria disminuido en embriones expuestos respecto del extracto obtenido a partir

de embriones sin exponer al plaguicida y existiria especificidad ya que el
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oligonucleoétido frio compite y el inespecifico no lo hace. En el analisis de expresion
de proteinas, se observé una expresion y una fosforilacion diferencial en
embriones tratados respecto de los controles, incluso existirian proteinas que se
estarian fosforilando en tirosinas cuando se trata los embriones con Clp. Un
incremento en las EROs pueden provocar un aumento en las tirosina quinasas y
una inhibicidn de las tirosina fosfatasas que potencian atin mas la activacion de las
tirosina quinasas. Para complementar los estudios anteriores se realizaron
ensayos de western blot donde se encontr6 a c-Fos disminuido en embriones
expuestos al OF durante 48 hrs al igual que c-Jun y su forma fosforilada. Al analizar
la via de activacion de c-Jun (JNK) se vio que los niveles se encuentran alterados
(aumentados) con 2 mg/1 de Clp, con lo cual c-Jun podria encontrarse regulada por
la via de ERK ya que ERK 1/2 disminuye por la exposiciéon de los embriones a 2
mg/l de Clp hasta el estadio de BC, lo que conllevaria a una disminucién en la
expresion de c-Fos y a a la disminucién en c-Jun previamente mencionada. A esto
debemos sumarle que PKC se vio incrementada en su expresidon y que un estudio
inicial que se lleva a cabo actualmente en el laboratorio nos indica que la actividad
de PKC también se ve aumentada por la exposicién a OF (datos no mostrados). En
conclusion, todo lo anteriormente dicho podria indicarnos que el plaguicida podria
estard actuando como disruptor endocrino uniendo receptores de membrana
tirosina quinasas o bien, al ser lipofilicos, atravesar la membrana plasmatica y unir
receptores intraceulares gatillando un crosstalk que conllevaria a la alteraciéon de
varias vias de traduccién de sefiales. Por ejemplo, una activaciéon de un receptor de
membrana podria activar la PLC (fosfolipasa C) llevando a un incremento de DAG e
[P3 y activando a PKC. Nuestro laboratorio ya ha reportado que los OF alteran la
actividad de la PLC [152]. El incremento de PKC por su lado podria activar las vias
de Raf y Ras (que a su vez se regulan entre si) llevando a alteraciones en JNK y
ERK. Seria este ultimo el que estaria regulando en los niveles de c-Jun y c-Fos ya
que el mismo se encuentra disminuido y es capaz de regular la sintesis de dichos
protooncogenes a través de los sitios TRE que tienen en las regiones reguladoras
de sus genes. Entonces, a través de la via de las MAPKs, probablemente a través de
MEK y especificamente disminuyendo los niveles de ERK 1/2 se estaria inhibiendo
AP-1, actuando al menos como un heterodimero c-Fos-c-Jun. Por disminucién en

los niveles de dicho FT habria menor sintesis de ODC, ya que su transcripcion se
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encuentra regulada por AP-1 e incluso por el mismo c-Fos. Los niveles de PAs
estarian siendo regulados por la AE de ODC pero, con la exposicion a
concentraciones tan bajas de Clp, podrian estar compensando otras enzimas
involucradas en las vias biosintéticas de las mismas lo que no permitiria medir
niveles alterados de las mismas con dichas concentraciones de trabajo. Todo esto
estaria gatillado por la inhibicién de las fosforilaciones/defosforilaciones que
convergen en la activacion de la transcripcion de los genes de expresidon temprana,
como es el caso de c-Fos. Por otro lado, la disminucién de c-Jun y la activacion de
JNK podrian estar estabilizando a la proteina P53, la cudl es reconocida como una

proteina clave en el destino celular respecto de su supervivencia o muerte.

PKC podria también estar alterando al FT Nrf-2, el cudl junto con c-Jun,
regulan la sintesis de muchas proteinas, enzimas de Fase II, a nivel de su
transcripcion. Esto podria estar relacionado con los niveles de AE obtenidos para

catalasa y GST asi como con los niveles de GSH endégeno.

Por ultimo, es importante recalcar que a concentraciones subletales, de 2
mg/l, no estamos observando inhibicién del blanco primario AChE, lo que le da
relevancia a los resultados obtenidos en el andlisis del sistema de defensa
antioxidante y a nivel molecular. Habria que investigar si se encuentra alterada la
enzima P450 involucrada en la bioactivacion del Clp convirtiéndolo en Clp-oxén
(que al estar ausente no inhibiria la enzima blanco) y si es justamente el Clp per se

el responsable de gatillar todos eventos previamente mencionados.
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CONCLUSIONES DEL TRABAJO DE TESIS

A
v

£p

d?.

El clorpirifos es capaz de causar muerte/arresto en
embriones de R.arenarum de manera concentracion-

dependiente.

El clorpirifos es teratogénico en embriones de R. arenarum.

El clorpirifos provoca una respuesta del sistema antioxidante
segun lo que se ha observado al analizar los niveles de GSH
endogeno y las actividades especificas de las enzimas del

sistema antioxidante, catalasa y GST.

El clorpirifos causa una disminucion en los niveles endogenos
de las poliaminas putrescina y espermidina , a través de la
disminucion de la actividad especifica de la enzima ODC, lo

cual podria estar también relacionado con el estrés oxidativo.

Las alteraciones morfoldgicas y el arresto embrionario
estarian relacionadas a estrés oxidativo y a la disminucion de

los niveles de PAs.

Estas respuestas se manifiestan a concentraciones subletales
de clorpirifos y cuando el blanco primario, AChE, no se ve
disminuido, o incluso aumenta frente a la exposicion, por lo

que dichos parametros podrian ser utilizados como
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biomarcadores tempranos a la exposicion.

El clorpirifos en niveles subletales y en estadios tempranos de
R. arenarum afecta la via de PKC y de las MAPKs, en particular
ERK 1/2 y JNK2, alterando la expresion y el estado de
fosforilacion de factores de transcripcion como c-Fos y c-Juny,
en consecuencia, la union de AP-1 a sitios TRE regulatorios

del ADN.

Estas alteraciones a nivel molecular podrian afectar la

expresion de genes como el propio c-Fos y OD(, entre otros.

C-Jun podria estar involucrado en la interaccion
heterodimérica con otros factores de transcripcion como Nrf-
2 en su union a ARE, para la expresion de proteinas de estrés

oxidativo como yGS (sintesis de GSH) y NQO1.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Como parte de nuestros futuros estudios seria interesante analizar de qué

manera PKC estaria afectando el mecanismo propuesto, o si la alteracién en su

actividad y nivel de expresion son efecto de la exposicion al plaguicida.

Por otro lado, seria de vital importancia determinar el efecto primero del OF

en la célula. Al ser un compuesto lipofilico uno podria suponer que el efecto se

daria a través de la unién del OF con algun receptor intracelular llevando a una
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serie de alteraciones por esta via. Los resultados expuestos, sin embargo, darian
lugar a especular que la unién se daria con un receptor de membrana plasmatica.
Es, entonces, determinante identificar el receptor al cual se estaria uniendo el

xenobiotico.

Los estudios de supershift nos permitirian corroborar los resultados acerca
de la alteracién en el FT AP-1 y su posible composicién como heterodimero, tal
como se deduce de los resultados obtenidos. Por otro lado, un andlisis de la
expresion de ODC a través de Western blot nos permitira corroborar que el efecto
estd dado a través de la diminucién en su expresion llevando a una alteracién en su
actividad tal como se propone en el presente trabajo. Estudiar la expresion
diferencial analizando los niveles de ARNm y bloqueando la via de traduccion de
sefiales que regula la expresion de ODC nos permitiria poder corroborar lo
anteriormente propuesto. Finalmente, los resultados son fundamentalmente
obtenidos a partir de embriones expuestos hasta el estadio de BC y a
concentraciones subletales, sin embargo, seria interesante determinar si la via que
se propone como eje de la alteracion ante la exposicion, es compartida también en

estadios larvales expuestos a Clp.

Otro punto a estudiar es si los efectos sobre el FT AP-1 y el metabolismo de
las PAs afectan a la proteina p53, aumentan la apoptosis y alteran el patron
espacial de expresion de las proteinas que forman parte del FT, asi como las

involucradas en la via de traduccién de senales de las MAPKs.

Finalmente, otra linea de estudio podria radicar en analizar la via de Nrf-2 y
la interaccién con c-Jun, como afecta esto a la expresion de proteinas y a la

respuesta al estrés oxidativo.
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Anexo 1.

Epibolia del ectodermo [134].

(B

Yolk plug

Blastopare lip

(A) Cambios en la region alrededor del blastoporo a medida que los labios dorsales, laterales y
ventrales se forman sucesivamente. Cuando el labio ventral completa el circulo, el endodermo
comienza a ser progresivamente internalizado. (B) Resumen de la epibolia del ectodermo y la
involucion de las células del mesodermo que migran hacia el interior del blastoporo y luego hacia
abajo de la superficie. El endodermo por debajo de los labios del blastoporo no es mévil y se

encuentra limitado por estos movimientos.

Anexo II.

Mapa de destino de la blastula en X. laevis [134].

Epidermis —— Meural plate
Supra-
|)|a.li#upm'a] = Lateral [J]HLE
endoderm mesoderm Sarnifes and
: nctochord
" Blastopore
Subblastoporal Somites Heart, anterior
endoderm

blaod islands
(A} EXTERIOR (Bl [NTERIOR

A) Exterior; (B) Interior. La mayoria de los derivados del mesodermo son formados a partir de las

células del interior.
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Anexo 111

Detalle de un embrién en el estadio de Tubo Neural (TN) [199]

Archenteran  entral surface

Whole Plastic Mount - Lateral |

Anexo IV

Detalle de un embrion en el estadio de Brote Caudal (BC) [199
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