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TBARS: sustancias reactivas al &cido tiobarbittrico
TCPy: 3,5,6 tricloro-2-piridinol

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta
TLR: receptor tipo toll (toll like receptor)

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

US EPA: Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos
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Resumen

El uso de plaguicidas es una reconocida estrategia principalmente en la industria
agricola, para el control de plagas. Dos familias ampliamente utilizadas en el
mundo son los insecticidas neurotoxicos organofosforados (OF) vy
neonicotinoides (Neo). La exposicion ambiental a plaguicidas es un hecho bien
documentado, sobre todo en poblaciones que residen en cercanias de sitios de
aplicacion. Considerando que la exposicion a téxicos ambientales durante el
embarazo puede repercutir en la salud de la madre y el embrion, y que esto
puede estar relacionado con mecanismos toxicoldgicos clasicos y no clasicos,
se estudio el efecto de OF y Neo sobre la respuesta innata en trofoblastos
humanos.

Se estudi6 en un modelo in vitro con trofoblastos HTR-8/SVneo el efecto del OF
clorpirifos (CP), 0,01-100 pM, en la actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa
(AChE) a 4y 24 h de exposicion; como asi también la modulacion de la expresion
de receptores tipo toll (TLR) y el balance de citoquinas pro y anti-inflamatorias.
CP redujo significativamente la actividad de AChE a altas concentraciones (10 y
100 uM) a 24 h de exposicién, no observandose cambios a tiempos mas cortos
(4 h). En las condiciones en las que se observé reducciéon de actividad AChE,
CP aumento significativamente los niveles de transcriptos para TLR-2 y TLR-4
(10 y 100 pM), acompanado de aumentd de los niveles de proteina del receptor
TLR-4. CP increment6 significativamente los niveles de la citoquina pro-
inflamatoria IL-6 y la citoquina inmunomoduladora TGF-B a altas
concentraciones (100 uM) Estos resultados demuestran el impacto del OF CP
en su blanco clasico (AChE) en trofoblastos HTR-8/SVneo y ponen de manifiesto
el impacto sobre componentes de la respuesta inmune innata, modulando la
expresion de receptores propios de esta respuesta y resultando en cambios en
la expresidon de citoquinas vinculadas al proceso de inflamacion/reparacion de

tejidos.

En consideracién del amplio uso de Neo a nivel mundial y local, y que los
formulados comerciales son mezclas que contienen otros compuestos ademas
del principio activo, se realizé un estudio comparativo entre el Neo acetamiprid
(Ace) y una formulacién comercial disponible en Argentina (Ace CF). Se

estudiaron dos modelos in vitro de trofoblastos humanos: HTR-8/SVneo y JEG-
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3 (primer y tercer trimestre de gestacion, respectivamente). Se evalud
citotoxicidad y produccidon de especies reactivas de oxigeno (ERO) a
concentraciones de 0,1-100 uM durante 4 y 24 h de exposicion. A 4 h de
exposicion, solamente en trofoblastos HTR-8/SVneo y altas concentraciones de
Ace CF (10-100 pM) se observé reduccion de viabilidad celular acompafiado de
aumento de ERO. En cambio, a tiempos mas prolongados, Ace y Ace CF
alteraron la viabilidad celular e indujeron la produccién de ERO en trofoblastos
HTR-8/SVneo; mientras que so6lo Ace CF resulto citotoxico en trofoblastos JEG-
3. En este contexto, se estudié la modulacién de receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChR) como mecanismo clasico de toxicidad de Neo y el estrés
oxidativo como posible mecanismo asociado a los efectos observados
previamente. En trofoblastos HTR-8/SVneo se evalud el efecto de Ace y Ace CF
en la induccién de apoptosis, expresion de nAChR, migracion celular y
biomarcadores de estrés oxidativo. Ambas formulaciones resultaron en aumento
significativo de la relacién Bax/Bcl-2, con un aumento mas notorio en trofoblastos
expuestos a Ace CF. No se observaron cambios en los transcriptos de la
subunidad a7 de nAChR. En las condiciones ensayadas, Ace y Ace CF no
alteraron la capacidad migratoria de este tipo celular. No obstante, Ace redujo la
actividad de la enzima antioxidante catalasa, mientras Ace CF disminuyo la
actividad de catalasa, superéxido dismutasa y glutation S-transferasa. En este
escenario pro-oxidante, se observd oxidacion de proteinas luego de la
exposicién a Ace y Ace CF, sumado a oxidacion de lipidos (TBARS) y dafio
genotoxico (ensayo cometa) en exposiciones a Ace CF. Estos efectos fueron
prevenidos parcialmente cuando la linea celular fue tratada con el antioxidante
N-acetil |-cisteina (2 mM) previo al tratamiento con Neo, demostrando que el
estrés oxidativo seria un mecanismo que participa de la toxicidad de estos

insecticidas en trofoblastos humanos.

Estos resultados indican la capacidad de OF y Neo de modificar distintos
componentes de la respuesta innata en trofoblastos humanos y que este
desbalance podria alterar la funcionalidad de la placenta como 6rgano regulador
del desarrollo intrauterino. Asimismo, ponen de manifiesto la mayor toxicidad que

presentan las formulaciones comerciales frente a sus principios activos.
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Abstract

The use of pesticides is a recognized strategy mainly in the agricultural industry
for pest control. Two families widely used in the world are the organophosphate
(OF) and neonicotinoid (Neo) neurotoxic insecticides. Environmental exposure to
pesticides is a well-documented fact, especially in populations that reside near
application sites. Considering that exposure to environmental toxins during
pregnancy can affect the health of the mother and the embryo, and that this may
be related to classical and non-classical toxicological mechanisms, the effect of
OF and Neo on the innate response in human trophoblasts was studied.

The effect of OF chlorpyrifos (CP), 0.01-100 pM, on the enzymatic activity of
acetylcholinesterase (AChE) at 4 and 24 h of exposure was studied in an in vitro
model with HTR-8/SVneo trophoblasts; as well as the modulation of the
expression of toll-like receptors (TLR) and the balance of pro and anti-
inflammatory cytokines. CP significantly reduced AChE activity at high
concentrations (10 and 100 uM) at 24 h of exposure, with no changes being
observed at shorter times (4 h). Under the conditions in which a reduction of
AChE activity was observed, CP significantly increased the levels of transcripts
for TLR-2 and TLR-4 (10 and 100 uM), accompanied by an increase in the protein
levels of the TLR-4 receptor. CP significantly increased the levels of the pro-
inflammatory cytokine IL-6 and the immunumodulatory cytokine TGF- at high
concentrations (100 uM). These results demonstrate the impact of OF CP on its
classic target (AChE) in HTR-8 / SVneo trophoblasts and show the impact on
components of the innate immune response, modulating the expression of
receptors that are characteristic of this response and resulting in changes in the

expression of cytokines linked to the process of inflammation / tissue repair.

In consideration of the wide use of Neo worldwide and locally, and that
commercial formulations are mixtures that contain other compounds in addition
to the active principle, a comparative study was carried out between Neo
acetamiprid (Ace) and a commercial formulation available in Argentina (Ace CF).
Two in vitro models of human trophoblasts were studied: HTR-8 / SVneo and
JEG-3 (first and third trimester of gestation, respectively). Cytotoxicity and
production of reactive oxygen species (ROS) were evaluated at concentrations

of 0.1 - 100 uM during 4 and 24 h of exposure. At 4 h of exposure, only in HTR-

18



8/SVneo trophoblasts and high concentrations of Ace CF (10 - 100 uM) was a
reduction in cell viability accompanied by an increase in ROS. In contrast, at
longer times, Ace and Ace CF altered cell viability and induced ROS production
in HTR-8/SVneo trophoblasts; while only Ace CF was cytotoxic in JEG-3
trophoblasts. In this context, the modulation of nicotinic acetylcholine receptors
(nAChR) was studied as a classic mechanism of Neo toxicity and oxidative stress
as a possible mechanism associated with the previously observed effects. In
HTR-8/Svneo trophoblasts, the effect of Ace and Ace CF on the induction of
apoptosis, expression of nAChR, cell migration and biomarkers of oxidative
stress was evaluated. Both formulations resulted in a significant increase in the
Bax/Bcl-2 ratio, with a more noticeable increase in trophoblasts exposed to Ace
CF. No changes were observed in the transcripts of the a7 nAChR subunit. In the
conditions tested, Ace and Ace CF did not alter the migratory capacity of this cell
type. However, Ace reduced the activity of the antioxidant enzyme catalase, while
Ace CF decreased the activity of catalase, superoxide dismutase, and glutathione
S-transferase. In this pro-oxidant scenario, protein oxidation was observed after
exposure to Ace and Ace CF, in addition to lipid oxidation (TBARS) and genotoxic
damage (comet assay) in exposures to Ace CF. These effects were partially
prevented when the cell line was treated with the antioxidant N-acetyl I-cysteine
(2 mM) prior to treatment with Neo, showing that oxidative stress would be a
mechanism that participates in the toxicity of these insecticides in human

trophoblasts.

These results indicate the ability of OF and Neo to modify different components
of the innate response in human trophoblasts and that this imbalance could alter
the function of the placenta as a regulatory organ of intrauterine development.
Likewise, they show the greater toxicity that commercial formulations present

compared to their active principles.
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1.1 Plaguicidas

1.1.1 Definicion y clasificacion

La organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) define a los plaguicidas como cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias
cuyo objetivo es prevenir, destruir o controlar cualquier clase de plaga. Dentro
de las plagas se incluye a: los vectores de enfermedades humanas y animales,
las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio 0
interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y subproductos o alimentos para animales (FAO, 1996).
Dentro de los plaguicidas se incluyen a sustancias tan diversas como las
destinadas a utilizarse como controladores de plagas, reguladores del
crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la
densidad de la fruta o agentes para evitar la caida prematura de la fruta, y las
sustancias aplicadas a los cultivos antes y después de la cosecha para proteger
al producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte, entre

otras aplicaciones.

Dada la multiplicidad de sustancias que se pueden incorporar en este término es
que los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo a diversos aspectos o
caracteristicas principales. Una de las principales formas para clasificarlos es de
acuerdo a la plaga o tipo de organismo para el cual estan destinados a actuar,
como se muestra en la Tabla 1. Otra de las formas usuales para su clasificacion
es en relacién a la familia de sustancias a la que pertenecen, la cual esta

caracterizada de acuerdo similitudes en la estructura quimica (Tabla 2).
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Tabla 1: Clasificacion de plaguicidas segun organismo blanco.

Clasificacion

Organismo blanco

Insecticida
Acaricida
Nematicida
Fungicida
Molusquicida
Herbicida

Rodenticida

Insectos

Acaros

Nematodos

Hongos

Caracoles, babosas
Malezas (plantas)

Roedores

Fuente: adaptado de INTA (2014)

Tabla 2: Clasificacién de plaguicidas segun estructura quimica

Clasificacion

Ejemplos

Organofosforados
Organoclorados

Carbamatos

Tiocarbamatos

Piretroides

Derivados bipiridilos

Derivados de &cido fenoxiacético
Derivados cloronitrofendlicos
Derivados de triazinas
Neonicotinoides

Compuestos inorganicos

Compuestos de origen botanico

Malation, clorpirifos, metilazinfos
DDT, aldrin, endosulfan

Carbaril, carbofuran, pirimicarb
Maneb, zineb

Cypermetrina, fenvalerato
Paraquat, diquat

Silvex, picloram

Dinoterb, dinocap

Atrazina, simazina

Acetamiprid, imidacloprid, tiacloprid
Arsénico, mercurio, talio, cloruro de
mercurio

Rotenona, nicotina, piretrinas,

azadiractina

Fuente: adaptado de Ramirez y Lacasafia (2001)
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En este trabajo de tesis se referira solo a algunas de las familias mencionadas
en la Tabla 2, como los plaguicidas organofosforados y los neonicotinoides,
debido principalmente al volumen de uso en la zona del Alto Valle de Rio Negro
y Neuquén y a sus potenciales efectos toxicos sobre la salud. Es por ello que
resulta importante considerar dos criterios méas de clasificacion que abordan la

persistencia en el ambiente y su toxicidad o peligrosidad.

La persistencia de los plaguicidas en el ambiente, entendiendo a la persistencia
como la capacidad de una sustancia 0 compuesto de permanecer en un sustrato
del ambiente luego de haber cumplido el objetivo para el cual se aplico, permite
clasificarlos de acuerdo a su vida media. Es decir, permite clasificarlos de
acuerdo al tiempo necesario para que se degrade la mitad del compuesto o
mezcla aplicada. Se pueden clasificar en: no persistentes, moderadamente

persistentes, persistentes, permanentes (Tabla 3) (Ramirez y Lacasafia, 2001).

Tabla 3: Clasificacidén de plaguicidas segun su persistencia

Clasificacion Vida media Ejemplos
No persistentes De dias hasta 12 Malation, diazinén,
semanas acetamiprid, clorpirifos*
Moderadamente De 1 a 8 meses Paration, lannate

persistentes

Persistentes De meses a 20 afios DDT, aldrin, dieldrin

Permanentes Indefinidamente Productos a base de
mercurio, plomo y

arsénico

*clorpirifos, dependiendo de la matriz en la que se encuentre (agua, suelos ricos en materia
organica o suelos pobres en materia organica), es clasificado como no persistente a
moderadamente persistente.

Fuente: adaptado de Ramirez y Lacasafia (2001)

Otro aspecto importante para clasificar a los plaguicidas es de acuerdo a su
toxicidad. En este sentido la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a
los plaguicidas en distintas clases de toxicidad (Tabla 4). Para esta clasificacion,
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la toxicidad se mide segun la dosis letal media (DL50) o concentracion letal
media (CL50). Ambos parametros varian conforme a multiples factores como la
presentacion del producto (sélido, gel, liquido, gas, polvo, etc.), la via de entrada
al organismo (oral, dérmica, respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad, el
sexo, etc. Al basarse en observaciones en animales no proporciona informacion
sobre los efectos crénicos, ni sobre la citotoxicidad de algin compuesto (Ramirez

y Lacasafia 2001).

Tabla 4: Clasificacién de plaguicidas segun toxicidad

Clase Toxicidad DL50! para ratas Ejemplos
(mg/Kg de peso

corporal)
Oral Dérmica
la Extremadamente <5 <50 Paration, dieldrin
peligroso
Ib Altamente peligroso 5-50 50-200 Eldrin, diclorvos
[l Moderadamente 50-2000 200-2000 DDT, clorpirifos,
peligroso acetamiprid
11 Ligeramente >2000 Malatién,
peligroso piretroides,
glifosato
U Poco probable de 5000 o mayor

representar un

peligro agudo

1 DL50: dosis de una sustancia que resulta mortal para la mitad de un conjunto de animales de
prueba en determinadas condiciones de exposicién. Los valores de DL50 son usados como un
indicador general de la toxicidad aguda de una sustancia. Fuente: modificado de Clasificacion
segun OMS (2019)

1.1.2 Composicion y formulacion
Los plaguicidas, al igual que muchos otros productos, se comercializan en

distintas formulaciones. En cada producto comercializado normalmente hay solo
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una sustancia que tiene efecto plaguicida, a esta sustancia se la denomina
principio o ingrediente activo (PA). Existen también productos comerciales que
incluyen mas de un PA a fin de combinar los efectos de todos ellos, pero muy
raramente se incluyen mas de tres PA en un mismo producto comercial.
Normalmente la cantidad PA requerido para controlar una plaga por unidad de
superficie es tan baja que seria imposible aplicarla pura, logrando una
distribucion aceptablemente correcta. Por otra parte, muchas veces se trata de
sustancias pesadas y altamente viscosas dificiles de aplicar directamente. Por
ello, los PA se aplican en formulaciones que contienen otros ingredientes (INTA,
2014). Estos compuestos, segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (US EPA), pueden ser denominados inertes y otros ingredientes. Estos
no poseen accién biocida especifica, sin embargo, algunos inertes pueden
poseer toxicidad propia (US EPA 2012).

Los ingredientes inertes cumplen importantes funciones en cuanto a la
efectividad y aplicabilidad de los plaguicidas. Actian como solventes para ayudar
al PA a penetrar en la superficie foliar de las plantas, facilitar la aplicacion a
campo, extender la vida postcosecha, evitar la degradacién debido a la
exposicion a radiacion solar, entre otros (US EPA 2012). Entre los distintos

compuestos inertes podemos encontrar:

e Solventes (puede ser agua o algun solvente derivado del petroleo o de
otro tipo)

e Humectantes (a fin de permitir su dilucion en agua)

e Espesantes

e Tensioactivos (permiten un mejor contacto de la gota pulverizada con el
objetivo)

e Adherentes

e Conservantes

e Esparcidores

e Estabilizadores

e Antiespumantes

e Agentes de aviso: colorantes, sustancias de olor, etc.
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La combinacion de estas sustancias en el producto comercial, es lo que se
denomina composicion o formulacion. Un mismo PA puede ser comercializado
bajo diferentes formulaciones, por lo que es preciso conocer sus caracteristicas
y composicion. En nuestro pais, todo producto fitosanitario comercializado esta
regulado y debe indicar en su informacién béasica el PA que contiene y el
contenido del mismo en relacion al contenido neto del producto comercial
(SAGPYA-SENASA, 1999).

El Alto Valle de Rio Negro y Neuquén es una de las regiones histéricamente mas
importantes en cuanto a produccion agricola argentina, en particular de frutales
de pepita (Torzano 2016). En este contexto, se emplean distintas familias de
plaguicidas durante un periodo que se extiende de septiembre a febrero. Dentro
de los plaguicidas mas utilizados se encuentran los pertenecientes a la familia
de los organofosforados, los cuales se emplean desde 1990; y los
neonicotinoides, que comenzaron a aplicarse recientemente desde el afio 2000
(Cichon y col.,, 2013). Las caracteristicas principales de estas familias se

describirdn a continuacion.

1.1.3 Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OF) han sido el grupo de insecticidas mas
ampliamente utilizados por muchas décadas (Cechi y col., 2012) para el control
de plagas tanto en la agricultura como en los hogares (Costa 2006; Li 2007).
Esta familia de compuestos comprende un grupo muy diverso de estructuras
quimicas: ésteres, amidas o tioles derivados del &cido fosforico (Ramirez y
Lacasafia 2001). Su uso se relaciona fundamentalmente con el control de las
plagas que afectan la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte y/o
comercializacién de alimentos y productos agricolas (OMS 2003, US EPA
2015a). Sin embargo, también se han empleado como retardantes de fuego,
agentes terapéuticos, plastificantes, lubricantes, aditivos de combustibles y como
agentes quimicos de guerra (Anguiano y col., 2011).

La estructura quimica de un OF comprende un atomo central de fésforo y el
caracteristico enlace fosférico (P=0) o tiofosférico (P=S), como puede

observarse en la Figura 1. El simbolo X representa el grupo saliente que es
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desplazado (por sustitucion nucleofilica) cuando el OF fosforila la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), principal blanco de accién de estos insecticidas
(Costa 2006, Elersek y Filipic 2011).

Figura 1: Estructura quimica general de los plaguicidas organofosforados

En los gases de guerra muy toxicos, el grupo saliente consiste en fluoruro (F),
el cual se hidroliza facilmente produciendo la inhibicion de la enzima AChE.
Mientras que en OF menos toxicos, el grupo saliente consiste generalmente en
grupos alquilo o arilo (Elersek y Filipic 2011). Por otro lado, R1 y R2 son
sustituyentes que generalmente consisten en grupos alcoxi (HsCO o HsC20),
aunque otros sustituyentes son posibles. Mayoritariamente los OF tienen
estructura de fosforotionato, como el paration, clorpirifos (Tabla 5) y diazinén, y

de fosforotioato, como el malatién, dimetoato y metilazinfos.

Dentro de sus caracteristicas fisicoquimicas, los OF son sustancias poco
solubles en agua y solubles en disolventes organicos, con lipofilicidad variable
segun su estructura quimica. Son estables a pH neutro, pero casi todos son
hidrolizados a pH alcalino. Se degradan principalmente por oxidacién e hidrolisis,
dando origen a productos mas hidrosolubles (Ramirez y Lacasafia 2001). Son
relativamente menos persistentes que otras familias de plaguicidas (como los

organoclorados) y suelen ser poco acumulables en el organismo humano.

Los OF poseen efectos neurotdxicos, los cuales se deben principalmente a la
inhibicion de la enzima AChE. La AChE es una proteina que hidroliza al
neurotransmisor acetilcolina (ACh), produciendo &cido acético y colina

(Ballantyne y col.,, 1992). ACh interactta con dos tipos de receptores
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postsinapticos (nicotinicos y muscarinicos), y es responsable de la trasmision del
impulso nervioso de: las fibras colinérgicas postganglionares simpaticas y
parasimpaticas de las células efectoras (receptores muscarinicos); las neuronas
preganglionares a las postganglionares en los sistemas parasimpéticos y
simpaticos (receptores nicotinicos); los nervios motores al musculo esquelético
(receptores nicotinicos); y algunas terminaciones nerviosas del Sistema
Nervioso Central (SNC) (Lotti y col., 1995). En cuanto a la interaccion entre AChE
y OF, ya que el neurotransmisor ACh es degradado continuamente por AChE, al
inhibirse la enzima se acumula ACh en las terminaciones nerviosas lo que resulta
en una estimulacién constante de los receptores de ACh. De esta manera se
produce una hiperestimulacion nerviosa responsable de los sintomas

colinérgicos de la intoxicacion aguda con OF.

Los efectos toxicos agudos de los plaguicidas OF son potencialmente mortales
y estan relacionados con una serie de manifestaciones en el sistema nervioso
central, cardiovascular, respiratorio, y en el sistema nervioso periférico con
alteraciones  sensoriales. También se han observado secuelas
neuropsiquiatricas vinculadas al déficit de atencién, memoria, abstraccion y
depresion a largo plazo, luego de exposiciones agudas (Terry 2012). En modelos
in vitro numerosos blancos moleculares potenciales han sido propuestos en
concentraciones de OF que inhiben AChE. Entre los que se han reportado:
citotoxicidad; efecto en la sintesis de macromoléculas como ADN, ARN vy
proteinas; interaccion con distintos receptores; interaccion en la diferenciacion
neuronal; entre otros (Eaton 2008). En modelos in vivo murinos el
dietiltiofosfoato, un metabolito comun de la mayoria de los OF, ha mostrado
efectos genotoxicos en eritrocitos de sangre periférica a dosis de 0,05 g/Kg,
ademas de mostrar efectos inmunotédxicos impactando sobre células T y células
Natural Killer, asi como efectos inmunomodulatorios sobre macréfagos a dosis

de 0,01 g/Kg luego de 20 dias de exposicion (Medina-Vuelvas y col., 2019).

Méas alla de los conocidos efectos neurotoxicos ampliamente estudiados,
producto de la inhibicién de AChE, se han vinculado exposiciones sostenidas en
el tiempo a concentraciones bajas a OF con una variedad de trastornos a
mediano y largo plazo. Entre los que se han identificado distintos tipos de cancer

(Lee y col., 2004; Mostafalou y col., 2013), alteraciones en la reproduccion y
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alteracion del sistema nervioso (US EPA 2015b), dentro de otros problemas
dependientes principalmente del OF al que se esté expuesto (Sharp y col., 1984;
Maroniy col., 1993). En este sentido la exposicidén cronica a OF ha sido asociada
con anomalias a nivel neuroconductual, con enfermedades como Parkinson y
Alzheimer como asi también con enfermedades metabdlicas como diabetes y
obesidad (Chakraborty y col., 2009; Hancock y col., 2008; Hayden y col., 2010;
Jokanovic 2018).

Uno de los insecticidas OF mas comunmente utilizados a nivel mundial es el
clorpirifos (CP), principalmente para fines agricolas, pero también para
industriales e incluso domiciliarios. CP es utilizado en el control de termitas y
hormigas en productos de madera; para controlar pulgas, garrapatas y piojos en
animales domeésticos y ganaderia; también se lo utiliza para combatir moscas y
mosquitos en espacios publicos. En Argentina, el uso de CP para control de
plagas en domicilios actualmente esta prohibido por la Administracion Nacional
de Medicamentos (ANMAT) segun disposicion del afio 2008 (ANMAT 2008).
Sumado a esto, el ministerio de Salud de la Nacién prohibié la importacion,
produccién, comercializacion y uso de formulaciones de productos para el control
sanitario domiciliario a excepcion de cebos con cierre a prueba de nifios, con un
contenido de hasta 0,5% de PA (Res. 456 Ministerio de Salud 2009). Sin

embargo, se continda empleando para el control de plagas en la agricultura.

Por lo expuesto, para la realizacién de este trabajo de tesis se seleccion6 el
organofosforado CP. CP es un sélido blanco cristalino, clasificado dentro del
grupo de toxicidad clase Il, 0 moderadamente toxico. En la Tabla 5 se resumen
sus caracteristicas principales. Si bien presenta baja solubilidad en agua, este
compuesto es relativamente estable en soluciones acuosas de pH neutro o acido
y su estabilidad decrece a medida que el medio que lo contiene se alcaliniza
(OMS 2009). Estas caracteristicas, junto con su baja volatilidad y elevada
constante de particion en solventes organicos (Kow), traen como consecuencia
la concentracion del plaguicida en sedimentos y particulas organicas en
ambientes naturales, lo cual incrementa la persistencia de CP en el medio,

favoreciendo su acumulacion (Dzul-Caamal y col., 2014; US EPA 2012).
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Tabla 5: Caracteristicas principales de clorpirifos

Familia Organofosforado
Nombre IUPAC O, O-dietil O-3,5,6-tricloro-piridil -2-il

fosforotiato
Numero CAS 2921-88-2
Formula quimica CoH11CIsNO3sPS
Estructura quimica cl ol

| S\ _O_ _CHs
A R
c” °NT To \o—\
CHs3

Peso molecular 350,59 g/mol

Productos de comercializacion

Volatilidad

Punto de fusion

Densidad

Solubilidad en agua a 25 °C
Coeficiente de particion Kow
Coeficiente de adsorcion Koc
Tiempo de vida media en agua
Factor de bioconcentracion
Bioacumulacion

Toxicidad aguda en mamiferos

Lorsban, Dursban, Suscon Green,
Empire, Equity

Media

44-45 °C

1,4 g/cm3

2 mg/L

5,27

6,07

20 dias aproximadamente
1,374

Potencial

Clase Il — moderadamente toxico
DL50 oral en rata 82 mg/kg

CL50 inhalacién en rata >200mg/m?
DL50 cutaneo en rata >2000 mg/kg
DL50 interperitoneal en raton 192
mg/kg

Fuente: Extraido y modificado de hoja de seguridad de Merk-SigmaAldrich y Quintana (2017).

1.1.4 Plaguicidas neonicotinoides

Los plaguicidas neonicotinoides (Neo) son una clase de insecticida relativamente
nuevos que se han convertido en la familia mas ampliamente utilizada en el
mundo, empleandose para una variedad de usos tanto agricolas como urbanos
(Thompson y col., 2020). Los Neo comprenden un grupo diverso de compuestos

gue son analogos sintéticos de la nicotina y fueron desarrollados principalmente
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en la década del setenta. No obstante, su uso se ha impulsado en los ultimos
afios debido a su perfil de seguridad favorable, las restricciones mundiales
impuestas a otros tipos de insecticidas y su utilidad para la gestiéon de la
resistencia en insectos (Jeschke y col., 2011; Simon-Delso y col., 2015). Por ello
se los ha considerado como los reemplazos ideales para familias de insecticidas

como los organofosforados y carbamatos (Thompson y col., 2020).

El término “neonicotinoide” fue originalmente propuesto por Izuru Yamamoto
para algunos de los primeros compuestos que caracterizarian posteriormente a
esta familia, como asi también para diferenciarlos de los insecticidas nicotinoides
como por ejemplo el alcaloide (s)-nicotina (Jeschke y Nauen 2008). Conforme se
fueron incorporando nuevas sustancias a este variado grupo de insecticidas se
los fueron subdividiendo en diferentes generaciones de neonicotinoides,

principalmente en funcion a la fecha de lanzamiento al mercado.

Los Neo actian como agonistas de los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR), donde su potenciay efectividad estan determinadas principalmente por
las caracteristicas estructurales de la molécula (Casida 2011). En su estructura
general poseen dos farmacoéforos, es decir, dos partes de la molécula que
producen los efectos fisioldgicos especificos del insecticida. Uno de ellos es una
molécula olefinica compuesta por el grupo =NNO2, =CHNO2 0 =NCN como grupo
donador de electrones selectivo para el reconocimiento de los nAChR en
insectos (Honda y col., 2006). Esta estructura esta conjugada con una variedad
de grupos de diversa indole y dan lugar a los distintos compuestos que
encontramos en esta familia. A esta estructura se la suele denominar molécula
central y nos permite clasificar a los Neo en 3 grupos: compuestos de
cloropiridinilo, compuestos de clorotiazolilo y compuestos de tetrahidrofurilo
(Casida 2011). En la Figura 2 se muestran los Neo comercialmente mas
destacados agrupados de acuerdo a su componente estructural y los

sustituyentes.
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Grupo Neonicotinoide Componentes

estructurales

Cloropiridinilo Imidacloprid Al1B1C1
Nitenpiram Al1B2C2
Tiacloprid A1B3C3
Acetamiprid A1B4C3
Clorotiazolilo Clotianidina A2B5C1
Tiametoxam A2B6C1
Tetrahidrofurilo Dinotefuran A3B5C1
AN a O e
h“fN_,\\r,CN\CHs HN)‘I:S EN)N/CHa ENEN‘CH;, ‘z’:NmN\CHS
B2 B3 B4 B5 B6

= L

S

f

N2, CI\Q B1 e
A2 N A N N

A1 e i
09\}:, 1 NO: "o
A3 C3

Figura 2: Estructura quimica de siete neonicotinoides de relevancia comercial. Se detalla el
componente estructural (A, B y C) y los sustituyentes. A: enlace heterociclilmetilo, B: espaciador
heterociclico o aciclico y C: extremo =NNO2, =CHNO:2 o =NCN. Extraido de Casida (2011)

En cuanto a las propiedades fisico-quimicas de los Neo, al ser una familia con
una variedad estructural muy amplia, estas propiedades son variables de
acuerdo al principio activo que se refiera. En general son sustancias muy poco
volatiles y exhiben una larga vida media dependiendo del Neo en cuestion. Son
resistentes a la hidrélisis a pH neutro y acido, son moderadas a altamente
solubles en agua generando su uso idoneo como insecticida sistémico. En
general, como consecuencia de su alta solubilidad y persistencia en suelos,
estos compuestos poseen un riesgo de contaminacion acuifera, particularmente

después de eventos de lluvia, ya que son arrastrados por dichas precipitaciones
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hasta alcanzar cuerpos de agua superficiales e incluso acuiferos de poca
profundidad (Salazar Garcia y col., 2018; Thompson y col., 2020).

Como se menciono anteriormente, el principal blanco de accién de los Neo son
los receptores nicotinicos de ACh de los insectos (Taira 2014). Estos refieren a
un complejo receptor que incluye un canal i6nico regulado por agonistas y
responsable de la neurotransmision rapida. Los Neo causan sus efectos
toxicoldgicos en insectos mediante la estimulacion de nAChR, interfiriendo asi
con la transmision del impulso nervioso. Su accién prolongada interfiere con el
funcionamiento normal del sistema nervioso y este desorden repercute, en la
mayoria de los casos, en consecuencias letales. Asimismo, también posee
efectos subletales vinculados al rechazo, reduccion o cese de la alimentacion,
reduccion e interrupcion de actividades reproductivas, reduccién de movimiento,
entre otros (Matsuda y col., 2005). A pesar de tener alta selectividad y eficacia
para actuar sobre el sistema colinérgico de insectos (Calderén Segura y col.,
2012), se han informado efectos adversos en otros organismos no blancos, como
mamiferos y se los ha clasificado como moderadamente toxicos (clase Il). En
este sentido, Chao y Casida (1997) y Sheets (2014) informaron que algunos Neo
producen signos transitorios de actividad nicotinica (como temblores) en ratas y
ratones después de la administracion oral aguda. En cuanto a la toxicidad de
Neo en humanos, si bien los datos son limitados, se destaca que el efecto se
produce sobre receptores NAChR post-sinapticos (Ping Li y col., 2013; Taira
2014; Eddleston 2016). Si bien el tipo de receptor nAChR de humanos y
mamiferos en general difiere del presente en insectos, existe una creciente
preocupacion por los posibles efectos de Neo en humanos y animales de

experimentacion sobre el desarrollo del sistema nervioso.

En relacién a esto, la preocupacion sobre los efectos dafiinos potenciales del uso
de Neo ha crecido en afios recientes, debido principalmente a los efectos
negativos sobre los polinizadores (Henry y col., 2012). La Autoridad Europea de
Seguridad Alimenticia (EFSA) postul6 que los Neo presentan un inaceptable y
alto riesgo para abejas (EFSA 2013a). En 2013, la Unién Europea (UE) detuvo
el uso de imidacloprid, clotianidina y tiametoxam en cultivos en momentos de
floraciébn, como maiz, debido a la evidencia de que estos pesticidas dafiaban

abejas domesticas asociadas a apicultura (EFSA 2013b) y determind su
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completa prohibicion en 2018 (UE, 2018a). Esta prohibicion fue permanente y
extendida a todo cultivo realizado a campo abierto (UE, 2018b). La Agencia
Regulatoria para el Manejo de Plagas de Canada (PMRA) planifica la prohibicion
del uso de algunos Neo en periodos de 3 a 5 afios, mientras que la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) cancel6 el uso de 12
productos que contenian clotianidina y tiametoxam en 2019 (US EPA, 2019). En
2018, la UE renovo la aprobacion del uso de acetamiprid debido principalmente
a que no presentaria alto riesgo para polinizadores (UE, 2018b). En nuestro pais
las regulaciones adn permiten el uso de varios de los neonicotinoides que
actualmente estan siendo discutidos y restringidos por los organismos
mencionados. En el pais y en particular en Patagonia Norte se utiliza
principalmente acetamiprid para el control de distintas plagas como la
carpocapsa, insecto que afecta la produccién de peras y manzanas (INTA, 2019).

En este contexto, para el desarrollo de este trabajo de tesis se seleccion6 al Neo
acetamiprid (Ace) para estudiar su toxicidad en organismos no blancos.
Particularmente Ace es un sélido cristalino blanco, inodoro, y forma parte del
grupo de los cloropiridinilo, sus caracteristicas principales estan descriptas en la
Tabla 6. Debido a sus propiedades, Ace en suelo y agua practicamente no se
volatiliza, sin embargo, puede sufrir una relativamente rapida degradacion
bioldgica en condiciones aerobias (vida media entre 1 y 8 dias), por lo cual se
considera relativamente menos persistente en comparaciébn a otros
neonicotinoides. Su movilidad en suelos y sedimentos varia de moderada a alta,
no obstante, su lixiviacion pareceria no ser significativa ya que seria rpidamente
biodegradado. La hidrdlisis y la fotolisis en agua, y la acumulacién en

sedimentos, no constituirian destinos ambientales importantes.
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Tabla 6: Caracteristicas principales de acetamiprid

Familia

Neonicotinoide

Nombre IUPAC

Numero CAS
Formula quimica

Estructura quimica

Peso molecular

Productos de comercializacion
Volatilidad

Punto de fusion

Densidad

Solubilidad en agua a 25 °C
Coeficiente de particion Kow
Coeficiente de adsorcion Koc
Tiempo de vida media en agua
Factor de bioconcentracion
Bioacumulacion

Toxicidad aguda en mamiferos

(E)-N1-[(6-cloro-3-piridil) metil]-N2-
ciano-N1-metilacetamidina
135410-20-7

C10H11CIN4
CHs

— H;
CIOCHQ—N CH,
7/
N / ¢

1\I}\
CN
222,48 g/mol
Assail, Epik, Mospilan, Prize, etc
Muy baja
98,9 °C
1,330
4250 mg/L
0,80
132-267
1-8 dias
2
No observada

Clase Il — moderadamente téxico

DL50 oral en rata macho 217 mg/kg, en

rata hembra 146 mg/kg

CL50 inhalacion en rata (macho y

hembra) >0,29 mg/L
DL50 cutdneo en
hembra) >2000 mg/kg

rata (macho vy

Fuente: adaptado de Taira (2014), Jenske y Nauen (2005), Quintana (2017) y Resumen de

compuesto de

Pubchem,

NCBI.

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Acetamiprid#section=LC-MS

Disponible:
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1.2 Mecanismo de toxicidad de organofosforados y neonicotinoides

Los plaguicidas OF y Neo pertenecen a dos familias de insecticidas distintas,
como se explico anteriormente. Sin embargo, ambas familias estan disefiadas
para actuar sobre el sistema nervioso de insectos, y poseen un mecanismo de
toxicidad de base neurotoxica. Ambas actian sobre distintos componentes del
sistema colinérgico. Por ello, a continuacion, se desarrollara brevemente dicho

sistema.

1.2.1 Generalidades del sistema colinérgico

La acetilcolina (ACh) fue el primer neurotransmisor caracterizado tanto en el
sistema nervioso periférico (SNP) como en el sistema nervioso central (SNC) de
los mamiferos. Participa en la regulacion de diversas funciones como fenomenos
de activacion cortical, el paso de suefio a vigilia y procesos de memoria y
asociacion, entre otros. La ACh se sintetiza a partir de la colina y del acetil CoA,
en una reaccion catalizada por la colina acetiltransferasa (ChAT) y existen
mecanismos que regulan de manera precisa su sintesis y liberacion (Sanchez
Chavez y Salceda 2008).

La ACh puede interaccionar con distintas clases de receptores. Las técnicas de
clonacion molecular han permitido la identificacion de dos clases, los receptores
muscarinicos de acetilcolina (MAChR) y los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) (Flores Soto y Segura Torres 2005). Los mAChR se caracterizan por
respuestas prolongadas, resultado de interacciones con sistemas de segundos
mensajeros mediados por proteinas G. Por el contrario, las respuestas
nicotinicas suelen ser mas rapidas y breves, ya que, el complejo
neurotransmisor-receptor provoca cambios en su estructura que conducen a la
apertura de un canal i6nico, selectivo para cationes (Sanabria-Castro y col.,
2017).
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1.2.1.1 Receptores muscarinicos de acetilcolina (MAChR)

Los mAChR pertenecen al grupo de receptores acoplados a proteinas G,
estructuralmente son glicoproteinas con siete segmentos helicoidales
constituidos por aproximadamente 24 aminoacidos que atraviesan la membrana
(Figura 3). Los segmentos transmembrana se organizan formando un anillo en
cuya parte interna se agrupan diferentes aminodacidos hidrofilicos. La unién entre
segmentos se da por medio de secuencias de aminoacidos que forman distintos
bucles intracelulares (i1-i4) o extracelulares. A su vez, en la cara citoplasmatica
de la membrana se orienta el extremo carboxilico terminal, estando el extremo

amino terminal orientado al ambiente extracelular (Gonzéalez 2013).

(COOH)

Figura 3: Representacién de la secuencia y estructura del receptor muscarinico. Presencia de
los segmentos transmembrana (TM1-TM7) bucles extracelulares e intracelulares (i1-i4). El bucle
i3 puede tener secuencias de aminoacidos de longitud variables segun la proteina G en cuestién,
seccién que se representa como una serie de lineas en zigzag. LEC: Liquido extracelular, LIC

Liquido intracelular. Extraido de Sanabria-Castro y col. (2017).

Los mAChR se localizan principalmente en la membrana plasmatica de células
de musculo liso, musculo cardiaco, a nivel cerebral y de algunas glandulas. Estos
receptores se activan por muscarina y son antagonizados por atropina (Spalding

y Burstein 2006). Se han descripto cinco tipos distintos de receptores
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muscarinicos (M1-M5), que median la mayoria de las acciones de la ACh tanto
a nivel central como periférico (Heinrich y col., 2009, Sanabria-Castro y col.,
2017).

La activacion de los mMAChR M1, M2 y M5, conduce a la activacion de proteinas
G con la consecuente produccion del segundo mensajero adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) a partir del ATP por adenil ciclasas unidas a la membrana celular.
Los efectos funcionales de AMPc incluyen: activacion de proteina quinasa C
(PKC) y fosforilacién de proteinas; inhibicion de fosfatasas que removerian los
grupos fosfato de proteinas previamente fosforiladas; regulacion directa de
canales iodnicos (por ejemplo, canales catiénicos no selectivos que muestran alta
permeabilidad a Ca?*); regulaciéon de expresiéon de genes por medio de la
traslocacién al nucleo de subunidades cataliticas de la proteina quinasa A (PKA)
que fosforilan a proteinas nucleares que estimulan la transcripcién de un numero
importante de genes (Alberts y col., 1994; Scott y Soderling 1992; Mujica y col.,
2001; Ximmerman 1995; Zimmerman 1993, Soto Flores y Segura Torres, 2005).
Se ha reportado también en el SNC, que la activacion de M1, M2 y M3 induce la
produccién de otros segundos mensajeros como el inositol trifosfato (IP3) y el
diacilglicerol, por estimulacion de fosfolipasas C que catalizan la hidrolisis del
4,5-difosfato de fosfatidilinositol (PIP2), un fosfolipido presente en la membrana
celular (Chung 1989; Taylor 1990; Chen y col., 2003; Soto Flores y Segura
Torres, 2005).

1.2.1.2 Receptores nicotinicos de acetilcolina (NnAChR)

Los nAChR son receptores ionotrépicos, es decir canales idnicos activados por
ligandos. Estos receptores constituyen por si mismos un canal iénico donde su
activacion permite un flujo selectivo de iones al interior celular, modificando asi
el potencial de reposo de la célula. EI grado de despolarizacibn o
hiperpolarizacion de la membrana celular determina la generacion o no de la

sefal propagada y, por tanto, de la transmision de la informacion.

Los nAChR son receptores de la familia de receptores tipo cys-loop, los cuales

estructuralmente presentan dos cisteinas altamente conservadas en el dominio
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amino terminal importantes para la unién al ligando y, ademds, estan constituidos
por cinco subunidades dispuestas de forma asimétrica formando un poro por
donde se da el flujo i6nico, como puede observarse en la Figura 4
(Mnatsakanyan y col.,, 2015). Cada subunidad posee cuatro segmentos
transmembrana en forma de a-hélice, un dominio amino y otro carboxilo terminal
localizados en la region extracelular, asi como un dominio citoplasmatico con

sitios de fosforilacion (Sanabria-Castro y col 2017).

LEC
NH,
coo-
LTI S S S S S S e e

Figura 4: Estructura de receptores nicotinicos de acetilcolina. Conformacion y acoplamiento de
los segmentos transmembrana y las subunidades del receptor nicotinico de acetilcolina. a, B, vy,
0: subunidades que componen el receptor. Cada subunidad esta formada por cuatro segmentos
transmembrana: M1, M2, M3 y M4. NHs: extremo amino terminal, COO- extremo carboxilo

terminal; LEC: liquido extracelular. Extraido de Sanabria-Castro y col. (2017).

Las distintas combinaciones de las subunidades favorecen un numero elevado
de nAChR con propiedades farmacoldgicas y localizaciones muy variadas
(Veldzquez-Flores y Salceda 2011), pudiendo localizarse en neuronas, union
neuromuscular o en ganglios autbnomos (Yakel 2010; Gotti y col 2006). Como
se menciond, estos receptores son pentameros compuestos por distintas
unidades. En los vertebrados existen diecisiete subunidades homologas que
componen los nAChR: a1 a a10, 1 a B4, y, 8 y € (Nashmi y Lester 2006;
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Albuquerque y col., 2009; Sanabria-Castro y col., 2017). A nivel neuronal, los
pentameros de los NAChR estan constituidos unicamente por subunidades a 'y
B. El ensamblaje de dichos receptores da lugar a heteropentameros u
homopentameros. En el caso de los heteropentdmeros, las conformaciones se
basan en las posibles combinaciones de las subunidades a2-a6, a10 y 32-34.
En el caso de los homopentdmeros estan principalmente constituidos por las
subunidades a7, a8, a9 y a10. A nivel neuronal, los receptores mas abundantes
estan constituidos por heteropentameros 043322 y homopentameros a7 (a7s)
(Schliebs y Arendt 2011; Ren y col., 2005; Flores-Soto y Segura Torres 2005;
Sanabria-Castro y col., 2017).

Ya que los receptores nicotinicos forman canales permeables a los cationes, la
unién de ACh a estos receptores origina un flujo de iones positivos Na*, K*y
Ca?*. Donde principalmente se produce la entrada de iones sodio y una salida
de iones potasio especificamente para los receptores a4:p2s, también se ha
descrito la entrada a la célula de iones calcio en el caso de los receptores a43p22

y principalmente a7s(Hernandez y col., 2008; Sanabria-Castro y col., 2017).

Debido a la gran cantidad de combinaciones posibles, es que se los ha
vinculados a distintas funciones en el sistema nervioso. Se ha determinado que
en el sistema nervioso central y periférico, a7stiene amplia distribucién y sumado
a que su permeabilidad a Ca?* es la mayor de todos los receptores nicotinicos,
se le atribuyen sus efectos en relacion al incremento de la liberacién de ACh en
los ganglios simpéticos y parasimpaticos; el incremento de la liberacion de
glutamato; control a nivel presinaptico de la liberacién de noradrenalina en
muchas areas del cerebro medio. En cuanto a receptores heteroméricos
conteniendo subunidades a y B, se los ha relacionado con el control de la
secrecion de dopamina; incremento de la liberacion de acido y-aminobutirico
(GABA) de las inter neuronas, asi como a la liberacién de noradrenalina, entre
otras funciones (McDermont y col., 1999; Miler y col., 1999; Wu y Saggau 1997;
Wonnacott 1997; Flores Soto y Segura Torres 2005).
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1.2.1.3 Acetilcolinesterasa

La ACh liberada al espacio sinaptico actia sobre sus receptores y
consecuentemente es hidrolizada por accion de la enzima AChE (Flores Soto y
Segura Torres 2005) (Figura 5). La AChE es una B-esterasas que al hidrolizar
ACh termina la transmision sinaptica. Ademas, la AChE pertenece al grupo de
las glicoproteinas y puede estar unida a membranas o ser liberada al espacio
extracelular, localizandose en uniones neuromusculares principalmente en la
hendidura sinptica. Las moléculas de ACh que no se unen inmediatamente con
un receptor, o las liberadas después de la union a receptor, son hidrolizadas casi
instantaneamente por AChE (Sanchez-Chavez y Salceda 2008). Finalmente, la

colina es absorbida por la terminal nerviosa y reutilizada para la sintesis de ACh.

Existen grandes diferencias en los efectos que desencadena la ACh en
diferentes sitios de transmisién colinérgica. En las terminaciones autonomas la
ACh puede actuar como excitador o inhibidor segun el érgano implicado,
mientras que a nivel cerebral constituye uno de los principales
neurotransmisores excitadores; regula de manera central la funcion motora extra
piramidal y posee un efecto excitador de los ganglios basales que contrarresta
la accion inhibidora de la dopamina (Velazquez-Flores y col., 2011; Dani y
Bertrand 2005).
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Figura 5: Sinapsis colinérgica. La acetilcolina (ACh) es sintetizada a partir de colina y acetil CoA
por la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) (1) y liberada al espacio sinaptico por exocitosis a
través de las vesiculas sinapticas (2) o bien, liberada directamente (3), para luego unirse a
receptores nicotinicos o muscarinicos (4). Las moléculas de ACh que no se unen inmediatamente
con un receptor o las liberadas después de la unidon a receptor, son hidrolizadas casi
instantaneamente por la enzima acetilcolinesterasa (5), liberando colina (6) la cual es
transportada al citoplasma a través de transportadores de colina (7) para ser reutilizada en la
sintesis de ACh. Extraido y adaptado de Flores Soto y Segura Torres (2005).

1.2.1.4 Sistema colinérgico no neuronal

Si bien se considera a la ACh como un neurotransmisor clasico del sistema
nervioso, se sabe que es una molécula filogenéticamente conservada que se
encuentra distribuida en células eucariotas y procariotas. Por esto, es probable
que evolutivamente haya tenido un rol previo como citotransmisor (Martinez

Pulido 2015). En la actualidad, se conoce que ademas de ser sintetizada en
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neuronas, la ACh se encuentra ampliamente en células no neuronales
reforzando su importancia en la regulacion de funciones celulares basicas como
la proliferacion celular, diferenciacion, migracion, adhesion, organizacion del
citoesqueleto, contacto célula-célula, funciones inmunes, secrecion vy
reabsorcion de fluidos. Se ha sugerido que la ACh tiene un rol como intermediario
en la interaccion de las células no neuronales con el ambiente externo,
hormonas, factores de crecimiento y citoquinas. Por otra parte, un aumento de
la produccion de ACh ha sido vinculado con la etiologia de distintas
enfermedades inflamatorias e incluso con el cancer (Wessler y Kirkpatrick 2008).
Por ello, a finales de los ‘90 se definié la existencia del sistema colinérgico no
neuronal (Wessler y col 1998), incluyéndose dentro de este a la propia ACh; la
enzima encargada de su sintesis: la enzima ChAT; la enzima AChE y los
receptores mAChR y nAChR (Kawashima y Fujii 2008).

1.2.2 Blancos de toxicidad de organofosforados y neonicotinoides

1.2.2.1 Blancos principales
Como se indic6 anteriormente, el mecanismo de accion de los insecticidas
organofosforados y neonicotinoides esta vinculado al sistema colinérgico. No

obstante, actlan sobre distintos componentes de este sistema.

Particularmente para los insecticidas OF, el blanco primario de accién es la
enzima AChE. Los OF, previamente bioactivados a su forma oxon fosforilan el
grupo -OH, en el sitio activo de AChE, inhibiendo su actividad (Costa 2006; Li
2007; Elersek y Filipic 2011). La inhibicion de AChE por insecticidas OF es
anéloga al proceso de hidrdlisis de su sustrato natural ACh (Figura 6). Teniendo
en cuenta la estructura basica de OF, el sitio anidnico polariza el enlace P=0 y
activa el atomo de fésforo lo que favorece el ataque nucleofilico del atomo de
oxigeno del —OH de una serina en el sitio esterasico. La serina es fosforilada y
el grupo saliente del insecticida se disocia de la enzima. A pesar de que la enzima
acetilada es rapidamente hidrolizada cuando reacciona con su sustrato ACh,
cuando se fosforila como resultado de la accion de OF, la unién es muy estable

y el proceso de regeneracion es muy lento. Esto lleva al envejecimiento de la
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enzima, por lo que AChE permanece inhibida irreversiblemente. La recuperacion
de los niveles de actividad de AChE tiene lugar cuando se produce la sintesis de

novo, proceso que lleva dias (Costa 2006).
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Figura 6: Interaccion de OF con acetilcolinesterasa. Esquema de la interaccién de acetilcolina
(ACh) (A) y del organofosforado clorpirifos oxén (CP-oxén) (B) con el sitio activo de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE). TCPy: 3, 5,6 tricloro-2-piridinol, metabolito de CP. Extraido de Barry
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La inhibicion de AChE por OF provoca la acumulacién de ACh y la consecuente
activacion de receptores muscarinicos y nicotinicos, produciendo una
hiperestimulacion nerviosa (Ranjbar y col., 2005). Se han reportado diversos
sintomas que aparecen rapidamente luego de la exposicion aguda, entre los
cuales se puede mencionar: vision borrosa, nauseas, vomitos, secreciones
bronquiales, bronco constriccion, entre otros, e incluso las intoxicaciones agudas
pueden llegar a producir muerte. (Nouira y col., 1995; Palacios Nava y col.,
1999).

Por otro lado, la enzima esterasa neurotoxica (ENT) es otro blanco primario de

accion de OF (Costa, 2006). Dependiendo de su estructura quimica, varios OF
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pueden inhibir esta enzima. La fosforilacion de ENT es similar a la observada
para AChE, pero produce otro tipo de manifestacion toxicolégica conocida como
polineuropatia retardada, cuyos efectos no se observan sino hasta después de
varios dias ocurrida la intoxicacion aguda con OF (Fernandez y col., 2010). Otras
enzimas pertenecientes a la familia de las B-esterasas son susceptibles de ser
inhibidas por OF. Entre ellas se pueden identificar la butirilcolinesterasa
(BUChE), cuya inhibicion parece no producir sintomas adversos de intoxicacion,
no obstante, es inhibida a concentraciones mucho méas bajas que AChE. La
familia de las carboxilesterasas (CE), enzimas de fase |, catalizan la hidrélisis de
esteres carboxilicos actuando como enzimas detoxificantes. Estas también son
inhibidas por OF. Al detoxificar OF, las CE forman una unién covalente anéloga
a la de AChE-OF. No obstante, esta inhibicion tampoco ha sido relacionada con
algun efecto fisioldgico agudo particular (Casida y Quistad 2005; Espinoza y col.,
2016).

En el caso de los plaguicidas Neo, también actian sobre el sistema colinérgico
pero sus efectos se explican a través de su interaccion con los receptores de
ACh. Su mecanismo de accién esta dado por unién con los receptores nAChR
en las neuronas postsinapticas del sistema nervioso central, tanto en
vertebrados como en invertebrados (Estraday col., 2016). Es importante resaltar
gue por su afinidad por nAChR de invertebrados y su alta hidrosolubilidad, se ha
hipotetizado que no cruzarian bien la barrera hematoencefalica en humanos
(Phuay col., 2009). No obstante, ha sido demostrado que el Neo acetamiprid es
rapidamente metabolizado en hombres adultos (Harada y col., 2016). Sumado a
esto, en modelos murinos, Ford y Casida (2006) han reportado que Ace es
metabolizado y tanto el insecticida parental como sus metabolitos han sido
observados en cerebro, higado, plasma y orina. Dado su mecanismo de accién,
interfieren con la transmision de impulsos en el sistema nervioso central. Cuando
estos compuestos se unen a los receptores, se genera una accion no controlada

con la consecuente neurotoxicidad (Simon-Delso y col., 2015).

Debido a su incorporacién mas reciente al mercado mundial en comparacién con
otras familias de plaguicidas como los OF, los estudios de blancos neurotdxicos
tanto para mamiferos como para humanos son mas limitados. Aunque en la

bibliografia se encuentran reportados casos fatales por intoxicacién aguda (Pei-
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Cheny col., 2013), los estudios referidos a la toxicidad de Neo en la exposicion
humana y en modelos celulares humanos son escasos (Mesnage y col., 2014).
No obstante, en estudios realizados en neuronas de raton se ha reportado que
el Neo imidacloprid es capaz de alterar el potencial de membrana, sugiriendo
que exposiciones cronicas a bajas concentraciones de este insecticida pueden
alterar funciones neuronales (Bal y col., 2010). Analogamente, Sheets y col.
(2016) sefialan que el Neo Ace tiene mayor afinidad por nAChR de mamiferos
que otros insecticidas de la misma familia, sugiriendo que puede provocar
efectos a nivel del hipotalamo con alteraciones socio-reproductivas en ratones
machos expuestos (Sheets y col., 2016; Sano y col 2016). Estos resultados

marcan el potencial de los Neo de presentar efectos neurotéxicos en mamiferos.

1.2.2.2 Blancos alternativos

Historicamente, el analisis de los efectos de sustancias toxicas como los
plaguicidas ha sido enfocado en el estudio de los principales blancos de accion
de cada familia. Sin embargo, la aplicacibn en grandes volimenes de
agroqguimicos causa una grave contaminaciéon ambiental, lo cual se debe
principalmente a la capacidad que tienen estas sustancias de migrar en distintos
componentes del ambiente y alcanzar sitios lejanos al cual fueron aplicados. Esto
resulta en potenciales riesgos para la salud humana en general, que podrian
estar asociados a exposiciones cronicas a bajas dosis o incluso impacto sobre

nuevos blancos de accion.

Ha sido estudiado en animales de laboratorio que formulaciones comerciales de
plaguicidas OF, carbamatos, triazinas, entre otros, pueden alterar la homeostasis
del sistema neuroenddcrino, explicando la accion de estos plaguicidas como
disruptores endocrinos incluso a bajas concentraciones (Morales Ovalles y col.,
2014, Coccay col., 2015; Ventura y col., 2016). También ha sido postulado que
podrian presentar efectos inmunotoxicos como resultado de exposiciones a
grandes dosis 0 bien exposiciones cronicas a bajas dosis (Garcia y col., 2016).
Sumado a esto, se han destacado mecanismos moleculares de toxicidad que
relacionan a la exposicion a plaguicidas con efectos como la peroxidacion de

lipidos o dafio oxidativo en el ADN, como resultado de estrés oxidativo (Cortés-
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Iza'y Rodriguez 2018). En este escenario las especies reactivas de oxigeno y de
nitrdgeno pueden incrementar procesos oxidativos intracelulares produciendo
dafio celular y tisular. Sin embargo, los mecanismos por los cuales los
plaguicidas inducen estos efectos toxicoldégicos todavia no han sido
comprendidos en su totalidad.

Este trabajo de tesis se centra en indagar sobre los posibles mecanismos
vinculados a alteraciones en la respuesta inmune innata y al balance oxidativo
como resultado de la exposicion a plaguicidas. Por ello, los blancos alternativos

abordados en esta tesis se describen a continuacion.

1.2.3 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune incluye una serie de acontecimientos coordinados que en
conjunto muestran una elevada complejidad. El principal objetivo biolégico del
sistema inmune es defender al organismo ante diferentes noxas. El sistema
inmune puede ser diferenciado entre la respuesta innata y adquirida, estando
ambas estrechamente relacionadas. Mientras que la inmunidad innata forma
parte de todos los tipos de organismos multicelulares, la inmunidad adquirida
solo existe en vertebrados (Chie y col., 2009).

De acuerdo a Toche (2012), dentro de los componentes del sistema inmune
innato se pueden mencionar: barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y las
enzimas, que impiden el ingreso de patdgenos ya sea constituyendo una barrera
fisica o quimica, el sistema de complemento, que incluye proteinas que circulan
inactivas en el plasma capaces de dirigir la lisis y la opsonizacién (marcado de
un patégeno para su ingestion); polimorfonucleares o neutrdéfilos, células que
constituyen la primera linea de defensa contra microorganismos, involucrados a
la fagocitosis y lisis de microorganismos; células NK (Natural Killer o asesinas
naturales) que son una subclase de linfocitos que destruyen las células
infectadas y células que han perdido la expresion de moléculas de
histocompatibilidad clase | (HLA 1); macréfagos que se encuentran como
monocitos circulantes o macréfagos tisulares y estan encargados de la

fagocitosis, lisis bacteriana y degradacion de antigeno a péptido; y citoquinas
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que son secretadas por las células del sistema inmune innato y adquirido en
respuesta a microorganismos y otros antigeno, estimulando el crecimiento y
diferenciacion de los linfocitos y monocitos hacia células efectoras involucradas

en la eliminacién los microorganismos y en la inflamacion.

La inmunidad innata (natural o inespecifica) es un sistema en el que participan
componentes celulares y humorales, para eliminar todo aquello que no sea
“propio” y que ha ingresado al organismo. Los macréfagos, neutrdfilos y células
dendriticas, entre otras, son las células efectoras mas importantes de la
inmunidad innata (Chie y col., 2009). La respuesta innata carece de especificidad
y de memoria, sin embargo, constituye la primera linea de defensa del
organismo, ya que sus componentes estan siempre presentes y disponibles para
actuar inmediatamente, sin requerir un tiempo de latencia para desencadenar
dicha respuesta (Duran y col., 2009). Las células involucradas en la inmunidad
innata reconocen sustancias extrafias, como por ejemplo componentes
bacterianos, por su union y activacion de determinados receptores que a su vez
regulan la activacién de otras células mediante la produccion y liberacién de
citoquinas. Ademas, las células pertenecientes a la inmunidad innata pueden
fagocitar los cuerpos extrafos y activar el sistema inmune adquirido presentando
parte del cuerpo fagocitado (Takeda y Akira 2005). Una de las consecuencias
del proceso de reconocimiento y respuesta, es la produccion de especies

reactivas de oxigeno y de nitrdgeno (Matsuzawa y col., 2005).

Sumado a los componentes antes descriptos, es importante mencionar que los
microorganismos expresan distintos patrones moleculares que son especificos y
diferenciables de los del hospedador. Estos patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPSs) incluyen: virus de ARN bicatenario; dinucledtidos de citosina
y guanina metilados comunes en el ADN bacteriano pero escasos en el ADN de
vertebrados; manoproteinas de hongos; glicopéptidos de las micobacterias;
lipoproteinas de bacterias y parasitos; acidos lipoteicoicos de bacterias gram
positivas y lipopolisacarido (LPS) de gram negativas. Los seres humanos a lo
largo de la evolucion han desarrollado receptores de reconocimiento de patrones
especificos (RRP) para detectar PAMPs. Funcionalmente, dichos receptores
pueden dividirse en receptores secretados, endociticos y de sefializacion. Estos

altimos son capaces de inducir la expresién de una variedad de citoquinas que
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subsecuentemente amplifican la respuesta inmunitaria innata y dirigen la
adaptativa (Duran y col., 2009; Abbas y col., 2008; Janeway y Medzhitov 2002).

Los RRP se encuentran distribuidos con perfiles particulares en cada tipo de
célula, pero su funcién es la misma independientemente de su localizacion
celular. Ademas, un solo receptor genera una respuesta celular mediante su
interaccioén con varios ligandos que son estructuralmente distintos. No obstante,
el nivel de especificidad de los RRP es tal que dos receptores distintos distinguen
porciones de una misma molécula y no entrecruzan sus respuestas (Gersuk y
col., 2006; Juarez Carvajal y col., 2009). Una vez activados los RRP, disparan
eventos de sefializacion intracelular que llevan a la produccion de mediadores
de la inflamacion (Bérubé y col., 2009). Las dos familias de RRP més estudiadas
son los receptores tipo toll o TLR (del inglés toll like receptors) y los NLR (del
inglés NOD like Receptors) (Fritz y col., 2006; O Neill 2006). Sin embargo,
existen otros RRP menos estudiados pero cuya participacion en la respuesta a
la infeccion cada vez se conoce mejor, entre ellos se pueden mencionar las
helicasas tipo RIG o RLR, lectinas tipo C o CLR, receptores purinérgios,

scavengers entre otros (Taylor y col., 2005; Carvajal y col., 2009).

Recientemente se ha reportado que el mecanismo de toxicidad asociado a las
alteraciones inducidas por la exposicién a distintos plaguicidas, como el fungicida
metilditiocarbamato (Deng y col., 2013), el herbicida paraquat (Dong y col., 2013)
y el OF diazinon (Win-Shwe y col., 2012), al menos en parte depende de la
sefalizacion de TLR. En este trabajo de tesis se indagara el efecto de plaguicidas
OF sobre TLR, es por ello que los aspectos mas importantes de este tipo de

receptores se detallan a continuacion.

1.2.3.1 Receptores tipo toll (TLR)

Los TLR son sensores de reconocimiento de membrana evolutivamente
conservados, propios de la inmunidad innata que reconocen caracteristicas en
los patdégenos o compuestos liberados por tejido necrético (Duran y col., 2014).
Son receptores transmembrana de tipo 1 que presentan homologia con la

proteina Toll de Drosophila y el receptor de la interleuquina 1 (IL-1) (IL-1R). La
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mayoria de estos receptores se expresan en la superficie celular mientras que

una minoria se encuentran presentes en compartimientos endosomales (Figura

7a). Los TLR son homodimeros o heterodimeros que comparten un elemento

comun en su region extracelular, segmentos de 24-29 aminoacidos que

contienen repeticiones ricas en leucina (LRR). EI dominio intracelular se

denomina dominio Toll/receptor IL-1 (TIR), estos dominios presentan tres

regiones altamente conservadas entre los miembros de la familia TIR

denominadas “cajas” 1, 2 y 3 (Figura 7b). Estas regiones son lugares de union

para proteinas intracelulares que participan en las vias de sefalizacion mediadas
por TLR (Herrero 2010)
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En la actualidad se conocen 11 TLR en humanos (TLR-1-11) que tienen un

patron de expresion variable en tejidos linfoides y no linfoides. De modo

caracteristico, los TLR tienen un amplio rango de ligandos que incluyen PAMPs

de bacterias, hongos, levaduras y parasitos (Tabla 7) como asi también de

componentes derivados del propio organismo (Tabla 8).

Tabla 7: Expresién y ligandos de TLR-2 y 4 en mamiferos

Receptor Expresion Ligando Origen del ligando
(ARNmM)
TLR-1 M, N, LB, NK,  Lipopolipéptidos triacilados Bacterias y micobacterias
(con TLR-2) CDi, CDpl (Pam3Cys)
Factores solubles Neiseria meningitidis
TLR-2 PMN, M, CD, Lipoproteinas y lipopéptidos Varios patégenos
CDi Peptidoglicano Gram+
Acido lipoteicoico Gram+
Lipoarabinomanano Mycobacteria
Modulina soluble en fenol S. epidermidis
Glicoinositol fosfolipidos T. cruzi
Glicolipidos T. maltophilum
Porinas Neiseria
Lipopolisacérido atipico Leptospirainterrogans,
Porphyromonoa gigivialis
Zymosan Hongos
TLR-4 Cend, M, N, Lipopolisacarido (LPS) Gram —
CD Proteina de fusién Virus sincitial respiratorio
Proteina de la envoltura Virus tumor mamario
HSP60 Chlamydia pneumaniae
TLR-6 M, CDi, CDpl Lipopéptidos diacilados Mycoplasma
(con TLR-2) (Pam2Cys)
LTA Gram+
Zymosan Hongos

M: monocito; N: neutréfilos, CD: célula dendritica; CDi: CD inmadura; CDpl: CD plasmaocitoide;

Cend: célula endotelial; NK: célula Natural Killer; PMN: células polimorfonucleares; LB: linfocitos

B. Extraido de Mesa-Villanueva y Patifio (2006)
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Tabla 8: Ligandos enddgenos y sus respuestas

Estimulo TLR involucrado Respuesta celular activada

endbgeno

Proteina de TLR-4 (HSP60) Activacién de NFkB,

choque térmico TLR-2/TLR-4 (HSP70, GP96) maduracion de CD, sintesis de

(HSP) citoquinas

Hialuronano TLR-4 Activacién de NFkB,
maduracion de CD, sintesis de
citoquinas

Proteina TLR-4 Activacion de NFkB, sintesis

surfactante A de citoquinas

Células TLR-2 Activacion de NFkB,

necroticas maduracion de CD, induccién
de genes de reparacion tisular

Fibronectina, TLR-4 Induccién de genes

fibrindgeno, inflamatorios, maduracién de

heparan CD

Extraido de Mesa-Villanueva y Patifio (2006)

La unién de TLR con su ligando causa la dimerizacion del receptor. Después de
la dimerizacion, la porcion citoplasmatica del TLR se une a diferentes moléculas
adaptadoras a través de su dominio TIR. El adaptador mejor caracterizado en la
sefalizacion de la mayoria de los TLR es MyD88, el cual recluta protein-quinasas
del receptor de IL-1 (IRAK), factor 6 del receptor de TNF (TRAF6) y la quinasa 1
activada por TGF-f (TAK1) (Figura 8). Luego del reclutamiento de estas
proteinas, se pueden activar cuatro vias principales de sefializacion: la via del
factor de nuclear de transcripcion kB (NFkB) y tres vias de protein-quinasa
activadas por mitégeno (MAP) como ERK1/ERK2, p38 y JNK (Juarez Carvajal y
col., 2009). También se ha descripto para TLR-3 y TLR-4 una via de sefializaciéon
independiente de MyD88 y dependiente del activador de interferon asociado al
receptor Toll (TRIF) y la molécula asociada al receptor Toll (TRAM) (Sabroe y
col., 2008). La activacion de estas vias de sefializacion gatilla la transcripcién de

genes asociados a la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, péptidos
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antimicrobianos, quimiocinas, proteinas para la remodelacion tisular,
intermediarios reactivos de oxigeno, interferones antivirales e incluso la

apoptosis (Juarez Carvajal y col., 2009).
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Figura 8: TLR en el reconocimiento de algunos patdgenos. Los TLR reconocen una variedad de
PAMPs conservados en microorganismos. La activacion de TLR resulta en cascadas de
sefializacion que culminan en la traslocacion al nticleo de NFKB con la posterior activacion de
genes correspondientes a los programas inmunolégicos disponibles para cada tipo celular.
Extraido de Juarez Carvajal y col. (2009).
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1.2.3.2 Citoquinas

Las citoquinas son un grupo de proteinas y glicoproteinas producidas por
diversos tipos celulares que actian fundamentalmente como reguladores de las
respuestas inmunitaria e inflamatoria. Asimismo, intervienen como factores de
crecimiento y moduladores de distintas células, actuando a concentraciones del
orden de nano o pico molar. Las citoquinas constituyen de esta manera una
compleja red de interacciones que conectan distintos tipos celulares y favorecen
de manera sinérgica o bien antagonizan los efectos biolégicos de otras
citoquinas. Una caracteristica comun, es su efecto redundante, es decir que
varias citoquinas pueden cumplir el mismo rol bioldgico, de aqui la importancia

de su funcion reguladora (Filella y col., 2002).

Existen distintas clases de citoquinas, con multiples funciones bioldgicas.
Algunas tienen funciones similares y otras antagonicas. El efecto biolégico de
cada citoquina va a depender de la citoquina en cuestién y del tipo celular con el
cual interaccione. Las citoquinas se pueden dividir en varios grupos, segun su
contexto de activacion, la clase de células que las producen, etc. Por lo general,

se encuentran los siguientes:

e Interleuquinas (IL): se encargan principalmente de regular la activacion
de las células del sistema inmune y de controlar la diferenciacion y
proliferacion de algunas subpoblaciones celulares. Algunas tienen
funciones pro-inflamatorias y otras anti-inflamatorias. También activan el
endotelio y aumentan la permeabilidad vascular, facilitando la migracién
de células del sistema inmune desde el torrente sanguineo hacia los
distintos tejidos, promueven la secrecion de anticuerpos y controlan la
respuesta de los linfocitos T.

e Factores de necrosis tumoral (TNF): son citoquinas importantes
durante las primeras etapas de la respuesta inflamatoria. Son producidas
por una gran variedad de células y tienen un papel central en infecciones
virales, asi como en la proliferacion y muerte celular (apoptosis).

e Interferones (IFN): los interferones a, B y y tienen un papel importante en
la respuesta innata ante virus u otros microorganismos patdogenos. Son,
por tanto, secretados como sefales de peligro: promueven la actividad
antiviral y la activacion de las células NK.
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e Factores estimuladores de colonias (CSF): son factores de
crecimiento. Estimulan la proliferacion y diferenciacion de células madre
a células especializadas del sistema inmune. Sus funciones estan
asociadas a la inflamacion y la produccion de otras citoquinas.

e Quimiocinas o quimioquinas: estimulan la motilidad de las células del
sistema inmune, como los neutrdfilos, y las dirigen por ejemplo hacia el

lugar de inflamacion, mediante un fendbmeno denominado quimiotaxis.

La funcion de las células inmunocompetentes esta fuertemente influenciada por
el balance o equilibrio entre las sustancias antioxidantes y prooxidantes, de
forma que una alta proporcibn de agentes antioxidantes ejerce un papel
fundamental en la proteccion de las células inmunocompetentes (De la Fuente
2002). Ademéas, se conoce que la exposicion a plaguicidas, como el Neo
imidacloprid, puede modular procesos oxidativos e inflamatorios (Duzguner y
Erdogan 2010) y que el metabolismo de plaguicidas puede resultar en la
liberacién de especies reactivas (Calderén-Segura y col., 2012). Por ello, los

aspectos mas relevantes del balance oxidativo se detallan a continuacion.

1.2.4 Balance oxidativo

1.2.4.1 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN) forman
parte del mecanismo de defensa innato de las células y también son producto
del metabolismo fisioldgico de los procesos celulares. Las ERO consisten en
pequefias moléculas de diversa naturaleza derivadas del O2 que poseen un
electron desapareado en su ultimo orbital (Figura 9) (Turrensy col., 1985, Kehrer
2015). Las ERO incluyen a radicales libres derivados del oxigeno, como el anion
superoxido (Oz), el radical hidroxilo (HO"), el radical peroxilo (ROz2) y el radical
alcoxilo (RO:); como asi también a especies no radicalarias derivadas de la
reduccion molecular del oxigeno, y que ademas son muy reactivos, como el
peréxido de hidrogeno (H202) y el acido hipocloroso (HCIO), entre otras
sustancias que facilmente pueden ser convertidos en radicales (Cardenas-

Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005).
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OXIDO NiTRICO ——— Oxido nitrico
SINTASA NO*
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Peroxinitrito

CADENA DE TRANSPORTE DE ONOO-
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RETICULO OH
ENDOPLASMICO
NADPH OXIDASA Superé-xido Peroxido de hidrégeno H20
G H,0,
CYP 450 Vit.CyE Tioredoxina
XANTINA Superéxido dismutasa Catalasa
OXIDASA Glutation peroxidasa

Figura 9: Principales especies reactivas, fuentes y vias de detoxiificacion. Extraido y modificado
de Graham y col (2011).

El Oz no es un oxidante fuerte, pero es el precursor de la mayoria de las ERO,
y ademas estéa involucrado en la propagacion de las reacciones oxidativas en
cadena. Por dismutacion espontanea o reaccion catalizada por la enzima
superoxido dismutasa (Kono y Fridovich, 1982) se produce H20z2, el cual puede
ser totalmente reducido a H20 o parcialmente reducido a radical HO.. La
generacion de HO: ocurre in vivo en una reaccion conocida como reaccién de
Fenton—Haber Weiss (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Bajo condiciones fisiolégicas, Oz~ es generado a través de la activacion de
NADPH oxidasa y hacia el espacio extracelular dismuta en H202. Debido a su
capacidad de difusién a través de membranas y su afinidad para oxidar cisteinas,
H202 puede actuar como una molécula sefalizadora en procesos de
transduccion de seflales y como mensajero secundario en cascadas
intracelulares. En este contexto, regula la actividad de fosfatasas y quinasas, y
a nivel de expresion genética modula factores de transcripcion relacionados a la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Bevilacqua y col., 2012). Por otro lado,
las ERO funcionan como mediadores inflamatorios y estan implicadas en
mecanismos de la defensa antimicrobiana (Choi y col., 2006; Bevilacqua y col.,
2012).
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Ademas de las ERO, existen especies reactivas del nitrégeno (ERN) que pueden
ser o no radicales libres y se producen en forma constitutiva principalmente a
través de la enzima Oxido nitrico sintasa (NOS). Entre las ERN se encuentran el
radical 6xido nitrico (NO-) y diéxido de nitrégeno (NO2) y los no radicales como
el cation nitronio (NO2*) y el peroxinitrito (ONOO"), entre otros. Dentro de las
ERN, el NO es de gran importancia debido a que es una molécula de
sefalizacion que esta involucrada en numerosos procesos bioldgicos y participa
en el control de la presion sanguinea, la inhibicion de la agregacion plaquetaria
y en procesos de neurotransmision (Cardenas-Rodriguez y col., 2006).

Otra fuente de ERO es el metabolismo de plaguicidas, ya que la
biotransformacion de los mismos puede generar metabolitos reactivos entre los
gue se encuentran las ERO y las ERN. En este sentido ha sido postulado que el
metabolismo de OF catalizado por enzimas del metabolismo de drogas y
xenobioticos, como la familia citocromo P450, favorece la produccién de ERO y
altera la homeostasis de Oxido-reduccion o redox (Chambers y col., 2001).
Asimismo, se ha vinculado como posible mecanismo de toxicidad de Neo, la
produccion de especies reactivas y su impacto en biomoléculas como el ADN,
proteinas y lipidos (Duzguner y Erdogan 2010; Calderén-Segura y col., 2012).

1.2.4.2 Defensa antioxidante y balance oxidativo

En organismos aerobios, un complejo sistema de defensas antioxidante ha
evolucionado para mantener el balance de las especies reactivas y proteger al
organismo (Graham y col., 2011). Un antioxidante es cualquier sustancia que, a
bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable, retarda o previene
significativamente la oxidacion de ese sustrato. De acuerdo a Halliwell y
Gutteridge (2015), en la defensa celular contra las especies reactivas se pueden
identificar dos componentes o sistemas antioxidantes que son complementarios:

uno no enzimatico y otro enzimatico.

En el sistema antioxidante no enzimético, cumplen un rol crucial agentes o
sustancias de bajo peso molecular que son de origen endégeno o exdégeno

(principalmente de la dieta como el acido ascorbico) y aquellas proteinas
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secuestradoras de metales. Entre uno de los antioxidantes no enzimaticos de
gran relevancia se encuentra el glutation (GSH), que representa el principal
“tampon redox” de las células. EI GSH tiene una elevada capacidad antioxidante,
ya que en condiciones fisiolégicas solo el 1 % del GSH celular se encuentra en
su forma oxidada (GSSG). Es sustrato en reacciones catalizadas por las enzimas
glutation peroxidasa (GPx) y glutation S-transferasa (GST). Ademas, de tener la
capacidad de neutralizar ERO, esta involucrado en otros procesos metabdlicos
como el mantenimiento de los niveles de ascorbato, la comunicacion intracelular
y la prevencion de oxidacién de grupos —SH de las proteinas (Forman y col.,
2009).

Dentro de las enzimas antioxidantes mas relevantes se encuentran las que se

detallan a continuacion:

La enzima superoxido dismutasa (SOD). Se han descripto tres isoformas de
la enzima superoéxido dismutasa: Cu, Zn-SOD o SOD citosélica, Mn-SOD o SOD
mitrocondrial y la Cu, Zn-SOD extracelular. Las tres isoformas son producto de
distintos genes, pero todas catalizan la dismutacién de anién superoéxido en
peroxido de hidrégeno. El descubrimiento de las SOD dio sustento a la idea del
aniéon superéxido como principal responsable de la toxicidad del oxigeno,
planteando asi a esta enzima como la primera defensa antioxidante, por lo que
se la suele denominar la enzima centinela del sistema de defensa antioxidante
(Quintana 2017). La SOD citosolica se encuentra como homodimero y, como su
nombre lo indica se localiza en el citoplasma celular, generalmente en el tejido
vascular. Se expresa constitutivamente, sin embargo, algunos factores como la
presencia de la proteina de shock térmico, el aumento de perdxido de hidrogeno
y el 6xido nitrico aumentan su expresion (Yoo y col., 1999; Frank y col., 2000).
Por otro lado, la SOD mitocondrial es un homotetrdmero con un atomo de
manganeso en su sitio activo y se localiza en mitocondria de la mayoria de los
tipos celulares. La actividad de esta isoforma representa aproximadamente el
15% de la actividad SOD total. Se ha visto que distintos factores, como aumento
en cambios en los niveles de citoquinas, pueden modificar el nivel de expresion
de esa isoforma (Thongphasuk y col., 1999). En cuanto a la SOD extracelular,
es una glicoproteina hidrofébica de aproximadamente 135 KDa, que contiene un

atomo de cobre y otro de zinc en cada subunidad. Se encuentra en forma de
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tetrAmero generalmente, aunque en ocasiones se lo ha encontrado en forma de
dimero (Fattman y col., 2000). Esta isoforma se localiza fundamentalmente en
corazoén, pulmon, vasos sanguineos, placenta y rifidn. Se ha visto que factores
como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), factores vasoactivos como la
serotonina, angiotensina y oxitocina (Brady y col., 1997; Stralin y Marklund, 2001)
pueden aumentar su expresion. Asimismo, se ha visto disminuida su expresion
frente a factores de crecimiento fibroblastico (PDGF) o factor de crecimiento
transformante 3 (TGF-B) (Marklund 1992).

La enzima catalasa (CAT). La CAT es un homotetramero formado por cuatro
subunidades, conteniendo en su sitio activo un grupo ferroprotoporfirina (grupo
hemo). Se localiza fundamentalmente en los peroxisomas y en el citosol. La
funcion de la catalasa es doble: en primer lugar, catalizar la degradacién de
peréxido de hidrégeno a agua y oxigeno molecular. En segundo lugar,
indirectamente, detoxifica a las células de anion superéxido ya que promueve la
dismutacion de este anion a peréxido por parte de la SOD, por la diminucién de
los niveles intracelulares de perdéxido de hidrogeno. La CAT tiene un rol
importante en condiciones de niveles bajos de glutation o de baja actividad
enzimatica de glutation peroxidasa, otra enzima cuya funcién es degradar
peroxido de hidrogeno. Por otro lado, la CAT es la principal enzima implicada en
la respuesta adaptativa de la célula en condiciones de estrés oxidativo, esto se
debe fundamentalmente a la capacidad que tiene de actuar en condiciones de
altas concentraciones de H202 (Garrido 2007). En la mayor parte de los tejidos,
se encuentra en los peroxisomas, debido a que en estas organelas se ubican la
mayoria de las enzimas productoras de H202 (Halliwell y Gutteridge 2015).
Glutation S-transferasa (GST). GST es una enzima que esta vinculada al
proceso de detoxificacion de xenobioticos, pero también se la vincula dentro de
las defensas antioxidantes. Se han encontrado las isoformas GST citosoélicas y
GST microsomales. Las GST citosélicas estan divididas en cuatro familias
principales: a, y, Ty 8, y en cuatro familias minoritarias. Estan constituidas por
dos subunidades proteinicas idénticas, mientras que las GST microsomales son
trimeros (Sharma y col., 2004). Su funcién primaria es catalizar la conjugacion
de GSH con una gran cantidad de xenobiéticos, incluidos los plaguicidas. Sin
embargo, se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperéxidos de

lipidos por medio de una actividad de glutation peroxidasa independiente de
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selenio. Ademas, pueden detoxificar al 4-hidroxinonenal, que es un producto de

la peroxidacion de lipidos (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri 2005).

Frente a un escenario en el cual aumenta la produccidén de especies reactivas
de oxigeno, ya sea por condiciones fisiologicas normales o por el metabolismo
de xenobidticos como los plaguicidas, el sistema de defensa antioxidante actua
en concierto para evitar posibles dafios celulares y tisulares. No obstante, es
conocido que pude producirse un desbalance entre la cantidad de especies
reactivas y la capacidad del sistema antioxidante para contrarrestarlas. Este
desbalance oxidativo puede llevar a consecuencias reversibles o irreversibles,

dafiando distintos componentes celulares e incluso tejidos.

1.2.4.3 Estrés oxidativo y dafio a macromoléculas.

Por diversas causas puede perderse el balance entre condiciones oxidantes y
defensas antioxidantes. Esto puede deberse a un aumento en la produccion de
ERO/ERN o bien una diminucién en los sistemas antioxidantes y de reparacion,
o0 incluso a una combinacion de estos factores. A esta condicion se la denomina
estrés oxidativo (EO). En esta situacion se presentan dafios a las
macromoléculas. El estudio del EO ha cobrado considerable importancia debido
a las consecuencias que puede tener sobre la salud humana, sobre todo en
escenarios de exposicion a sustancias que pueden favorecer el desbalance

oxidativo, como puede ser la exposicion a plaguicidas.

En este contexto, las células pueden tolerar un EO moderado y a menudo
pueden sobreponerse a este estado por medio de la sintesis de componentes
del sistema antioxidante. No obstante, en condiciones de excesivo EO las
ERO/ERN pueden reaccionar con distintas macromoléculas organicas por sus
dominios no cataliticos, y producir el aumento de reactivos secundarios. De esta
manera pueden dafiar moléculas biolégicamente importantes como el ADN,
proteinas y producir peroxidaciéon lipidica, llevando a la disfuncién, muerte
celular, dafo tisular y al posible desarrollo de enfermedades (Orrenius 2004;
Zamudio y col., 2007).
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En este sentido los insecticidas OF, ademas de su capacidad de inhibir la AChE
y generar efectos colinérgicos, han sido vinculados con la generacion de EO en
distintos modelos experimentales (Lukaszewicz-Hussain 2010; Ortega y col.,
2016, Quintana 2017). En cuanto a plaguicidas Neo, se conoce que la exposicion
de ratas a imidacloprid produce efectos oxidativos e inflamatorios (Duzguner y
Erdogan 2010). Se ha reportado también que formulaciones comerciales de
distintos Neo producen efectos citotoxicos en linfocitos humanos, pudiendo estar
relacionados a la formacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
debido al metabolismo de los mismos (Calderon-Segura y col., 2012).

1.2.4.3.1 Efecto sobre acidos nucleicos
Las especies reactivas dafan al ADN al reaccionar con las bases nitrogenadas

y con la desoxirribosa. El dafio oxidativo al ADN es de extrema importancia
debido a que las bases nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones que
a su vez pueden resultar en carcinogénesis, apoptosis, necrosis y aun vincularse
a enfermedades hereditarias. Se ha observado que en presencia de las ERO, el
ADN sufre procesos de fragmentacion. Aparecen  fragmentos
internucleosomales, formados por la ruptura de ADN entre los nucleosomas,
ocasionando con ello problemas en la compactacién y enrollamiento del ADN
dentro de la cromatina (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005). Como
resultado de esto, surgen alteraciones en las propiedades funcionales de la
misma cromatina, la cual tiene un rol mas que importante en la regulacion de la

transcripcion génica.

Cabe destacar que no todas las especies reactivas dafian de igual manera al
ADN. El HO: produce una multitud de productos de oxidacion ya que reacciona
con los azucares, las purinas y las pirimidinas. La 8-OH-guanina es uno de los
productos de oxidacion mas frecuente y se ha visto que altera la capacidad de la
enzima encargada de metilar las citocinas adyacentes. De esta manera, puede
alterar los patrones de metilacion del ADN, impactando en la regulacién de la
expresion génica. Los radicales formados en la peroxidacion lipidica (RO2;, RO")
son también capaces de dafiar el ADN. En el caso de las ERN como NO2,
ONOOr, entre otras, se ha vinculado su efecto con la nitracién, nitrosilacién y
desaminacion de distintas bases del ADN. En resumen, el dafio en ADN
producido por los radicales libres y especies reactivas en general, es debido a
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su capacidad de producir rupturas en la doble cadena y degradar la desoxirribosa
(Hartwig 2000). Sin embargo, existen mecanismos como escision de bases o
escision de nucleétidos, que funcionan como mecanismos de reparacion del
ADN y se activan en momentos en que éste sufre modificaciones oxidativas.
Para ello, deben funcionar de manera O6ptima una bateria de enzimas
encargadas de este proceso de reparacion. Sin embargo, este requisito no
siempre se cumple y entonces sobrevienen cambios permanentes que provocan

distintas mutaciones (Paredes Salido y Fernandez, 2002).

1.2.4.3.2 Efectos sobre las proteinas
Uno de los aspectos mas criticos del estrés oxidativo es el dafio causado a las

proteinas, debido a que pueden causar la perdida de la actividad catalitica de
enzimas, dafios en la integridad estructural de las proteinas o interrumpir la
regulacion de las vias metabdlicas. A diferencia de los acidos nucleicos, los
sistemas de reparacion de las proteinas solo se limitan a los residuos de
metionina, por lo que las proteinas oxidadas deben ser hidrolizadas para evitar
su disfuncién en la red metabdlica o su interaccion con otras proteinas. Es por
ello que el dafio oxidativo a proteinas es de gran importancia in vivo por que
suele involucrar la interferencia de la funcion bioldgica a las que estan asociadas
a dichas proteinas. En este sentido, puede provocar dafio a receptores, enzimas,
vias de traduccidn de sefales, sistemas de transporte, mecanismos de
mantenimiento de la homeostasis intracelular de iones, mecanismos enzimaticos

de reparacién de ADN, entre muchas otras.

Los efectos de ERO sobre proteinas estan vinculados a la oxidacion de residuos
de los aminoacidos, el rompimiento de los enlaces peptidicos y la agregacion de
proteinas. El ataque de HO- puede generar multiples productos de oxidacion
(Dalle-Donne y col., 2006). La reaccion de ERN con la tirosina lleva a la
produccion de 3-nitrotirosina, sin embargo, también puede ocurrir la nitracion de
fenilalanina y triptofano. El ataque directo de ERO/ERN o por dafio secundario
por medio de la peroxidacion lipidica, llevan a la produccion de derivados
carbonilos y productos avanzados de oxidacion proteica. Estos productos, como

los derivados carbonilos, pueden ser empleados como marcadores para
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establecer dafio oxidativo ya que son mas estables, se forman tempranamente
y se mantienen por mas tiempo en circulacion en comparacion con los peréxidos
lipidicos (Dalle-Donne y col 2003a y b). Como resultado de estos procesos, se
ha vinculado una diversidad de enfermedades con la presencia de las proteinas
oxidadas, entre las que se mencionan la enfermedad de Alzheimer y la artritis

reumatoide (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2005).

1.2.4.3.3 Efecto sobre los lipidos
El efecto principal de las especies reactivas sobre los lipidos es la

lipoperoxidacién o peroxidacion lipidica, que se produce al contacto con los
lipidos de las membranas con un agente oxidante, como cualquiera de las ERO
dependiendo de su reactividad. En esta reaccion el radical libre formado oxida
una cadena insaturada de lipido, dando lugar a la formacién de un lipido
hidroperoxidado y un radical alquilo. El alquilo reacciona con una molécula de
oxigeno y regenera la especie inicial, constituyendo asi una reaccion que se
repite, es decir una reaccion en cadena. Esta formacién de hidroperoxido lipidico
(LOOH) comprende un simple evento de iniciacion, pero puede llevar a la
formacion de multiples moléculas de perdxido como resultado de esta reaccion

en cadena.

Este proceso de lipoperoxidaciéon trae como consecuencia alteraciones en la
membrana, afectando su fluidez e integridad. Este proceso genera especies
como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal, los cuales son
considerados citotéxicos. Esto debido a que pueden funcionar como agentes
electrofilicos capaces de interactuar con otros componentes celulares,
principalmente proteinas y ADN. EI MDA es uno de los productos mayoritarios
de esta reaccion en cadena y es capaz de reaccionar con acido tiobarbitarico
(TBA), dando Ilugar a un aducto coloreado que puede medirse
espectrofotométricamente (Bustos y col., 2016). Este proceso de peroxidacion
lipidica que trae aparejado la perdida de fluidez de membranas, puede repercutir
también en aumentos en la permeabilidad de H* y otros iones, caidas en el
potencial de membrana y pérdida de la funcionalidad de muchos componentes

proteicos que estan embebidos en las membranas (Halliwell y Gutteridge 2015).
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Cabe destacar también que la lipoperoxidacién es un proceso identificado con
enfermedades cardiovasculares. Uno de los procesos importantes es la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad, efecto que se ha correlacionado

con la aterosclerosis.

1.3 Exposicién ambiental a organofosforados y neonicotinoides

El objetivo de la industria moderna de plaguicidas es producir sustancias que
sean efectivas en cantidades cada vez mas pequefias, que posean mayor
especificidad con los organismos blanco y que presenten menor persistencia en
el ambiente. Por ello, actualmente mas de 500 formulaciones diferentes de
plaguicidas son aplicadas en el ambiente, y la agricultura es la principal actividad
que demanda su uso (Gavrilescu 2005). Sin embargo, se estima que de las
toneladas de plaguicidas aplicadas anualmente a campo, una pequefa
proporcion alcanza a la plaga que buscan controlar mientras que el resto se
disemina por los distintos compartimentos ambientales (Pimentel 1983; Zhang y
col., 2004).

En el ambiente los plaguicidas sufren procesos de transporte, procesos de
transferencia y procesos de transformacion o degradacion (Narvaes Valderrama
y col., 2012; Aparici y col., 2015). Estos procesos implican el transporte de
sustancias entre distintos compartimientos del ambiente (aire, agua, suelo y
biota) sin que exista degradacion significativa de la sustancia, o bien en un
mismo compartimiento puede existir degradacién del plaguicida por parte de
microorganismos o por incidencia de la radiacion solar. El destino del mismo sera
determinado por las propiedades fisicoquimicas de cada sustancia, pero también
por las caracteristicas del medio con el que interactia (Calamari y Barg 1993)
(Figura 10). Algunos plaguicidas son solubles en agua, lo cual implica que se
podran mover hacia cualquier sitio donde el agua se mueva. Algunos plaguicidas
se volatilizan rapidamente, por lo que pasaran a su fase vapor y podran asi
diseminarse en el aire y ser trasladados por vientos. Una vez que alcancen
determinado compartimiento ambiental, estas sustancias pueden sufrir procesos
de degradacién o cambios estructurales, rapida o lentamente de acuerdo a sus

tiempos de vida media. Durante los procesos de transformacion, algunos
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plaguicidas pueden volverse inocuos tanto para la plaga blanco como para el
ambiente en general. Sin embargo, pueden ocurrir procesos degradativos que
resulten en sustancias mas téxicas que el plaguicida parental u original. Estos
metabolitos o productos de degradacidén pueden ser toxicos incluso para parte
de la biota a la cual no estaban destinados a controlar. Sumado a esto, el cambio
de la estructura quimica debido a procesos degradativos puede ocurrir en
cualquier compartimiento ambiental y puede favorecer su pasaje entre

compartimientos (Gavrilescu, 2005; Bonmatin y col., 2015).
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Figura 10: Dindmica de plaguicidas en el ambiente. Extraido de Rodriguez y col (2014)

La OMS (2003) ha sefialado que mas de 2 millones de personas pueden estar
expuestas a la accién de los plaguicidas de forma directa o indirecta de diferentes
maneras. La posibilidad de escenarios de exposicion aumenta en un contexto
mundial donde la necesidad de produccion de alimentos y la agricultura intensiva
traen aparejada la presencia de residuos de plaguicidas en el aire, suelo y agua
pudiendo entrar en contacto con diversidad de organismos incluidos los seres
humanos (Aktar y col.,, 2009). Dentro de las poblaciones en riesgo, se ha
demostrado exposicion a plaguicidas en residentes en zonas rurales o en sus

cercanias (Magnarelli 2015). Se ha sefalado que las mujeres en edad
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reproductiva son el sector de la poblacién en mayor riesgo a los efectos adversos
de los contaminantes, siendo la pobreza y la marginacion factores que favorecen
la exposicidn a estos contaminantes pudiendo incluso exacerbar sus efectos

toxicos (Carrizales y col., 1999).

En nuestro pais, no existe suficiente informacion epidemiolégica o registros de
los perjuicios de los plaguicidas en la salud humana, y los existentes se refieren
a exposiciones agudas (Huerga y San Juan, 2004). En este sentido, el
diagnostico que tiene el Ministerio de Salud de la Nacion, sefala distintos
aspectos alarmantes en los que destacan que la informacion existente no
evidencia la magnitud real del problema en salud y ambiente; que no hay
politicas sanitarias acordes a la gravedad del problema y que los sistemas de
vigilancia que hoy existen, tienen importantes fallas. Esto Ultimo ya sea por
desconocimiento en la poblacién o por déficit en los sistemas de salud para la
deteccion, manejo y prevencion (Quintana 2017).

Los efectos téxicos agudos de los OF son potencialmente mortales y estan
relacionados con una serie de manifestaciones en el sistema nervioso central,
cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal y en el sistema nervioso periférico
con alteraciones sensoriales y motoras (Terry 2012, Jokanovic 2018). En cuanto
a la exposiciéon crénica, como se menciond anteriormente, esta asociada con
anomalias a nivel neuroconductual conocidas como Trastornos Cronicos
Neuropsiquiatricos inducidos por OF, como ansiedad, depresion, sintomas
psicoticos, déficit en la memoria a corto plazo, el aprendizaje, coordinacion ojo-
mano y tiempo de reaccion (Terry 2012). Sumado a esto, se los vincula con
riesgo de enfermedades como diabetes y obesidad (desordenes metabdlicos),
como asi también Parkinson y Alzheimer (Chakraborty y col., 2009; Hancock y
col., 2008, Hayden y col., 2010; Jokanovic 2018).

Por otro lado, intoxicaciones agudas con Neo han resultados en manifestaciones
clinicas variadas que difieren en los distintos sistemas: desde sintomas
gastrointestinales como nauseas, vomitos, dolor abdominal y lesiones
corrosivas; agitacion, confusion, fasciculaciones musculares, convulsiones en
cuanto al sistema nervioso central; taquicardia, bradicardia, hiper e hipotensién

y palpitaciones en manifestaciones cardiovasculares (Nistor y col., 2017). Se han
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reportado incluso casos fatales por envenenamientos agudos con Neo (Cimino
y col., 2017). Debido a su relativamente nueva incorporacion, estudios de efectos
toxicos de exposiciones crénicas son escasos (Chen y col., 2020), no obstante,
se han reportado estudios en los que remarcan una asociacion entre exposicion
cronica a Neo y efectos adversos en el desarrollo y neuroldgicos, entre los que
se mencionan la tetralogia de Fallot, anencefalia, trastornos del espectro autista,

pérdida de memoria y temblores (Cimino y col., 2017).

El Alto Valle de las provincias de Rio Negro y Neuquén se ha destacado
histéricamente dentro de aquellas regiones del pais con importante actividad
agricola, intimamente relacionada a esta actividad esta el uso de agroquimicos
para evitar pérdidas de la produccion. En este sentido, multiples plaguicidas se
aplican durante un periodo que se extiende desde septiembre hasta febrero,
pudiendo asi entrar en contacto con la poblacion en general y particularmente
con grupos vulnerables entre ellos las mujeres embarazadas y nifios, como se
menciono previamente. En este contexto, Cecchiy col., (2012) demostraron que
embarazadas residentes rurales del Alto Valle mostraron aumentos significativos
en los niveles de cortisol plasmatico materno en el primer y segundo trimestre de
embarazo en el periodo en el que se aplican intensivamente plaguicidas OF,
comparadas con muestras colectadas durante periodo de receso de aplicacion.
Asimismo, estos autores remarcan que hallaron valores individuales de cortisol
y progesterona por encima de rangos de referencia tanto en aplicacion como en
receso. Sumado a esto, en muestras de placenta provenientes de residentes
rurales del Alto Valle expuestas a OF, se vio alterado el perfil lipidico de la
fraccidn nuclear y mitocondrial del sincitiotrofoblasto. Estos cambios resultan
compatibles con eventos de proliferacion celular (Vera y col., 2012).
Adicionalmente, las placentas colectadas en periodos de pulverizacién en esta
misma zona rural, presentaron incremento de la frecuencia de expresion de la
citoquina antiinflamatoria IL-13, asociado al aumento de las enzimas implicadas
en la reparacién de tejidos tales como ornitina decarboxilasa y arginasa,

comparadas con placentas del grupo control (Bulgaroni y col., 2013).

Por otro lado, Quintana (2017) reporté que CP aumento los niveles de ERO en
eritrocitos de sangre de corddn umbilical, viendose afectada la actividad de la

enzima antioxidante CAT, vinculando al desbalance redox provocado por la
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exposicion ambiental a CP y su afectacion en el desarrollo intrauterino.
Asimismo, estudios en modelos in vitro de trofoblastos humanos expuestos a
CP, se vio incrementada la expresion del transcripto y proteina para TLR-4, y del
transcripto para TLR-2 (Zappa 2014). En condiciones similares de exposicion in
vitro a OF se observd un incremento en la expresion de citoquinas
proinflamatorias TNF-a e IL-6 (Guifiazu y col., 2012). Estos reportes ponen de
manifiesto mecanismos de toxicidad de OF alternativos a la inhibicion de AChE,

particularmente en mujeres embarazadas.

Debido a la reciente utilizacion de los Neo, se dispone de escasos datos respecto
a su toxicidad en mujeres embarazadas y en la placenta, asi como de sus efectos
toxicos in vitro en modelos de células humanas, como los trofoblastos. No
obstante, en modelos murinos, se hallaron trazas de imidacloprid en las crias de
madres expuestas durante la gestacion, comprobando el pasaje del Neo hacia
las crias ademéas de observar cambios duraderos en el comportamiento y la
funcién cerebral de los mismos (Burke y col., 2018). Ha sido demostrado que
imidacloprid produce cambios pato-morfologicos y desbalance inmune en ratas
hembra (Kapoor y col., 2011) y es inmunotdxico en modelo de exposicion
prenatal en ratas (Gawade y col., 2013). Por otro lado, se ha observado que la
exposicion prenatal a Ace en fetos de ratdon cuyas madres fueron expuestas
desde el dia embrionario 4 al 13, resulté en hipoplasia de la lamina cortical y

disminucién de la neurogénesis (Kagawa y Nagao 2018).

En cuanto a la exposicion prenatal de Neo en humanos, se considera que la
barrera placentaria permite la transferencia hacia el feto de diversos xenobiéticos
(Fisher y col., 2016; Wang y col., 2016). En este sentido, se han reportado
residuos de Neo como imidacloprid y acetamiprid en neonatos de modelos
murinos (Ford y Casida 2006; Burke y col., 2018), sumado a esto se han hallado
metabolitos de Ace en orina de neonatos humanos en el dia posnatal 2 (Ichikawa
y col., 2009). Esto sugiere que la capacidad que tienen los Neo de atravesar la
barrera placentaria y llegar al embrion o al feto. Por otro lado, se ha reportado
también que formulaciones comerciales de distintos Neo, incluido Ace, producen
efectos genotdxicos y citotoxicos en linfocitos humanos, pudiendo estar
relacionados a la formacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno

debido al metabolismo de los mismos (Calderén-Segura y col., 2012).
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En general, se ha estudiado que plaguicidas neurotdxicos (como lo son CP y
Ace) dificultan el desarrollo de estructuras cerebrales, el aprendizaje y el
comportamiento en modelos de ratas, no obstante, las dosis empleadas en este
tipo de modelos no han sido completamente vinculadas con efectos adversos en
embarazos a término (Slotkin 2004). Sin embargo, las enfermedades
neurocomportamentales, asi como otras enfermedades cronicas, son evidentes
cuando la exposicion ocurre durante el periodo sensible de formacién del tubo
neural, que comienza aproximadamente tres semanas después de la concepcion
en seres humanos. Esto pone de manifiesto que un aspecto importante a
considerar en la exposicion prenatal a plaguicidas es el momento en el cual se
produjo la exposicidn y los efectos que pueden desencadenarse en ese estadio
del embarazo. Por ello, a continuacion, se abordan algunos aspectos
relacionados al desarrollo del embarazo, la placenta como 6rgano transitorio y
fundamental para el mantenimiento del mismo, y modelos in vitro asociados a

alteraciones durante el embarazo.

1.4 Placenta

1.4.1 Caracteristicas y funcionamiento

La placenta es un 6rgano fundamental para el desarrollo embrionario y fetal, y el
éxito de la gestacion humana es el resultado de una sucesién de procesos que
se dan en forma coordinada en tiempo y espacio en la interfase materno,
placentario, embrionario y fetal. (Carlson 2014; Rodriguez Cortés y col., 2014).
La placenta humana es de tipo hemocorial, es decir que el tejido fetal penetra el
endometrio hasta el punto de estar en contacto con la sangre materna (Figura
11), lo cual implica una gran invasion a la decidua. Macroscopicamente, la
placenta a termino es discoidal con un diametro de 15-20 cm aproximadamente
y un grosor de 2 a 3 cm, pesando aproximadamente 500 a 600 g. Presenta una
cara fetal que se denomina placa coriénica y la placa basal que corresponde a
la cara materna. La membrana que separa los compartimientos maternos y
fetales es delgada, de aproximadamente 3,5 pum y consiste en el epitelio
trofoblastico que cubre las vellosidades, el tejido conectivo corionico, y el
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endotelio capilar fetal. El area promedio de intercambio es aproximadamente 15

m?, y la tasa de flujo sanguineo es aproximadamente 450 ml/min (Carlson 2014).

Cordon umbilical —-

Membranas @"/ Placa basal
4 A
e MVeuosidad
'5" corionica

= — Pared uterina

Espacio intervelloso
(sangre materna)

Figura 11: Representacion esquemética de la placenta humana. La placenta humana esta
compuesta por vellosidades coridnicas que se proyectan hacia el espacio intervelloso, que es
bafiado por sangre materna. Los vasos sanguineos fetales pasan a través del cordén umbilical
hacia la placenta y se sumergen en las vellosidades coriénicas, en donde se lleva a cabos el

intercambio de gases, nutrientes y desechos. Extraido de Maltepe y Fisher (2015).

1.4.2 Desarrollo placentario, diferenciacion e invasion trofoblastica

El desarrollo de la placenta ocurre en paralelo al desarrollo embrionario, luego
de que el 6vulo es fecundado por un espermatozoide, y puede dividirse en tres
fases: prelagunar, lagunar y vellosa. En la fase prelagunar (a partir del cuarto dia
luego de la fecundacion) las células embrionarias indiferenciadas comienzan a
dividirse y dan origen al blastocito. El blastocito esta formado por la masa celular
interna (MCI) y el trofoectodermo. La MCI esta formada por células que luego
daran lugar a la formacién del embrioblasto, del cordén umbilical, el amnion. La
capa externa o trofoectodermo es el epitelio precursor de la placenta y el primer
componente del sistema de estructuras extraembrionarias. Entre los dias 6-7
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después de la fecundacién, el trofoectodermo establecera contacto con la
mucosa uterina, comenzando el proceso de implantacion del embrion en el Utero

materno y el desarrollo de la placenta. (Wang y Zhao 2010).

Durante estas etapas de formacion de la placenta, el desarrollo y mantenimiento
de las funciones placentarias involucra procesos de diferenciacion e invasion
celular sumamente importantes. Una vez implantado el blastocito, la capa de
trofoblastos se diferencia en dos capas distintas: el sincitiotrofoblasto (ST), que
es la mas externa y esta formada por células multinucleares alineadas que hacen
contacto directo con la sangre materna; y el citotrofoblasto (CT), que es la capa
mas interna compuesta por células mononucleares (Figura 12). Las células
progenitoras del CT se fusionan unas con otras para formar el ST en un proceso

denominado sincializacion.

) _ Arteriola uterina
Trofoblastos extravellosos invasivos |

(EVT)

Cél. del musculo liso

Vasos sanguineos
fetales

Estroma

Sincitiotrofoblasto
(8T) Citotrofoblastos
(CT)

Pared

io intervell 4
Espacio intervelloso Uterite

2 Vena uterina
Invasion

Figura 12: Diferenciacién y migracion de trofoblastos. Representacién esquematica de la lamina
basal de la placenta humana, resaltandose la composicion celular de una vellosidad de anclaje
y su relacion con las estructuras maternas. Una capa multinucleada de sincitiotrofoblastos (ST)
cubre las proyecciones de las vellosidades y que realizan las funciones de transporte de la
placenta. Una capa de células de citotrofoblastos vellosos (CT) situada debajo de la capa de ST,
estas células se fusionan para dar lugar al ST. En el extremo de la vellosidad coriénica donde se
produce el anclaje con la pared uterina, las células CT proliferan y se diferencian a trofoblastos
extravellosos invasivos (EVT). Los EVT invaden y remodelan las arterias espirales maternas, y
se diferencian a células de tipo endotelial. Los EVT también invaden las venas maternas, pero

no las remodelan. Extraido y modificado de Maltepe y Fisher (2015).
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La fase lagunar comienza hacia el octavo dia cuando aparecen pequefas
vacuolas en el sitio de implantacién. De manera progresiva, las vacuolas crecen
y confluyen formando lagunas entre las trabéculas sincitiales. Las lagunas crean
un espacio que se convertird en la camara intravellosa. Una vez ocurrido esto
comienza la fase vellosa, a partir del dia 13-14 luego de la fecundacion, los
citotrofoblastos invaden las trabéculas del sincitio para formar las vellosidades
primarias. Alrededor del dia 14 después de la implantacion, el CT da lugar a un
grupo celular denominado trofoblastos extravellosos (EVT). La diferenciacion de
CT a ST o EVT es controlado por diferentes agentes tales como factores de
transcripcion, genes especificos, hormonas, factores de crecimiento, citoquinas
y niveles de oxigeno. Las células EVT tienen un fenotipo invasivo e infiltran el
tejido uterino materno por dos vias: por migracion endovascular, formando
columnas de células trofoblastica que ocluyen las arterias espirales maternas; y
por invasion intersticial, la que requiere un proceso bioquimico de adhesion al
citotrofoblasto y migracion a través de la decidua y miometrio asociado a
degradacion proteolitica de componentes de la matriz extracelular (Lash y col
2015). La invasion de EVT es un proceso coordinado en tiempo y espacio y la
alteracion de este ajustado control esta asociada con perdida gestacional
tempranay tardia, pre eclampsia y restriccién del crecimiento intrauterino (Apaza
Valencia 2014)

Dos semanas mas tarde, las vellosidades primarias son invadidas por el
mesénquima embrionario y constituyen las vellosidades secundarias. Por dltimo,
en el eje mesenquimatoso aparecen capilares fetales y se constituye una red
vascular que caracteriza la formacion de la vellosidad terciaria. De forma
paralela, la red vascular fetal alcanza la placa coridénica y se conecta con los
vasos de los troncos vellositarios. La vellosidad coridnica aparece con su forma
definitiva hacia la tercera semana luego de la fecundacion. A término, entre las
placas coridnicas, las vellosidades coridnicas flotan en la camara intervellosa, en

la cual circula la sangre materna.
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1.4.3 Respuesta inmune y tolerancia al feto

El embarazo es un proceso inmunoldgico privilegiado, cuyo éxito dependera en
parte del reconocimiento del embrion (semialogénico) por parte de la madre del
embrion y la generacion de tolerancia inmunologica. La placenta si bien participa
activamente en la generacion de tolerancia, conserva la capacidad de reaccionar
frente a la posible invasion de patdgenos (Mor y Céardenas 2010). Los
trofoblastos pueden comportarse como células inmunes innatas, de hecho,
reconocen y responden a microorganismos mediante la expresion de diversos
receptores de la inmunidad innata (Mulla y col., 2013). En este sentido, se ha
indicado que los trofoblastos expresan TLR (Festy col., 2007; Koga y Mor 2014).
Como se ha descrito previamente, los TLR son una parte importante del sistema
de respuesta frente a sefales de peligro ya que participan en el inicio de la
respuesta inflamatoria inducida por microorganismos, estrés celular y/o dafio a
los tejidos (Tangeras y col., 2014). La activacién de los TLR principalmente
resulta en la rapida liberacion de citoquinas inflamatorias tales como IL-6, IL-8 y
TNF-a (Takeuchi y Akira 2010), y el balance de citoquinas juega un rol importante

en la tolerancia al feto.

1.4.4 Balance oxidativo en la placenta

La gestacion es un estado caracterizado por un aumento, estrictamente
regulado, de los procesos oxidativos en la madre y el embrién-feto, determinado
por un aumento en el consumo de oxigeno molecular y el uso de especies
reactivas de ERO y ERN en varios procesos celulares importantes para el
desarrollo materno-fetal. El desbalance a corto y/o largo plazo entre especies
reactivas y la capacidad antioxidante, a favor de las primeras, provoca estrés
oxidativo y dafio a biomoléculas, pérdida de funciones y muerte celular, lo que
puede afectar la evolucion normal de la gestaciéon (Corria Ozorio y Cruz-
Manzano 2009).

La influencia de las especies reactivas sobre la circulacion Utero-placentaria es
esencial para garantizar la morfogénesis adecuada (Biondi y col., 2005), lo que
implica una estricta regulacion de la expresion espacial y temporal de las

enzimas antioxidantes. Por ejemplo, un adecuado flujo sanguineo entre Gtero-
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placenta-feto es esencial para un buen crecimiento fetal. El oxido nitrico liberado
por las células endoteliales de la placenta, arterias uterinas y vasculatura
umbilical, inhibe la activacion plaquetaria y promueve la dilatacion de la
vasculatura, por lo que disminuye la resistencia vascular en estas estructuras
facilitando el flujo de sangre hacia el feto. Durante el embarazo existe un
aumento de la peroxidacion lipidica y altos niveles de marcadores de estrés
oxidativo, tales como aumento de concentracion de anion superoxido,
hidroperéxidos, malondialdehido y otras sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico, que alcanzan sus concentraciones maximas durante el segundo
trimestre de embarazo. Luego los niveles de estos marcadores, declinan hacia
el final de la gestacion (Biondi y col 2005; Qanungo y Mukherjea 2000; Uotila y
col 1991; Tamura y col 2001). Paralelamente, se ha comprobado un aumento
progresivo en la actividad del sistema antioxidante materno principalmente hacia

el tercer trimestre (Qanungo y Mukherjea 2000; Tamura y col 2001).

1.5 Exposicion a plaguicidas OF y Neo durante el embarazo

Los efectos potenciales sobre la salud asociados con la exposicion a plaguicidas
durante el embarazo se han convertido en un importante problema de salud
publica debido a la alta sensibilidad fetal a xenobioticos. La exposicion comienza
desde la vida intrauterina, en la que los mecanismos de detoxificacion y el
sistema inmunoldgico no estan completamente desarrollados (Vizcaino y col.,
2014) y en la que existen periodos de mayor susceptibilidad definidos por
diferencias en los procesos dinamicos a nivel molecular, celular y fisiolégico. Se
sabe ademas que la barrera hematoencefalica del feto es inmadura y por lo tanto
mas permeable a agentes neurotdxicos como los plaguicidas OF y Neo. Si bien
la llegada de los plaguicidas al embrién o al feto depende de las propiedades
fisicoquimicas del xenobibtico, asi como su union a proteinas, la mayoria de
estas sustancias poseen propiedades que favorecen su llegada al ambiente
intrauterino. De hecho, se han encontrado residuos de plaguicidas OF y Neo en
distintas matrices (Mayhoub y col., 2014; Leemans y col., 2019).

Los estudios sobre los efectos de la exposicion intrauterina humana a OF han

sido abordados con variedad de disefios experimentales, la transferencia de
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estos plaguicidas a la placenta y su llegada al feto fue confirmada en modelos
animales (Lasitter y col., 1999, Abu-Qare y col., 2001). Existe evidencia que
indica que la exposicion prenatal a los plaguicidas se asocia con el indice de
madurez en la zona central de la placenta. En este sentido, Ezquenazi y col.
(2004) vincularon aumentos de la circunferencia de la cabeza con el nivel de
dialquilfosfato, un metabolito de OF, en orina materna en el inicio del embarazo.
Sumado a esto, en otro estudio los autores hallaron disminuciones en el nivel de
actividad de paraoxonasa 1 durante el embarazo y lo relacionaron con su
impacto en el neurodesarrollo de esos nifios en edad escolar (Ezquenazi y col.,
2014). En cuanto a CP, se ha observado un adelgazamiento cortical frontal y
parietal y una relacion dosis respuesta inversa entre CP y el grosor cortical del
encéfalo en nifios con alta exposicion a este plaguicida. Este estudio reporta una
asociacion importante entre la exposicién prenatal a neurotéxicos ambientales
con cambios estructurales en el desarrollo del cerebro humano (Rauh y col.,
2012). Por otro lado, Quintana (2017) reporté que CP aumento los niveles de
ERO en eritrocitos de sangre de corddén umbilical, viendose afectada la actividad
de la enzima antioxidante CAT, vinculando al desbalance redox provocado por
la exposicion ambiental a CP y su afectacion en el desarrollo intrauterino.
Asimismo, estudios en modelos in vitro de trofoblastos humanos expuestos a
CP, se vio incrementada la expresion del transcripto y proteina para TLR-4, y del
transcripto para TLR-2 (Zappa 2014). En condiciones similares de exposicion in
vitro a OF se observd un incremento en la expresidon de citoquinas
proinflamatorias TNF-a e IL-6 (Guifiazu y col., 2012). Estos reportes ponen de

manifiesto mecanismo de toxicidad de OF alternativos a la inhibicion de AChE.

Como se mencion6 anteriormente, debido al hecho de que los Neo aparecieron
en el mercado mundial mucho después que los OF su impacto en la salud
humana y, en particular durante el embarazo, esta menos estudiada. No
obstante, se han reportado residuos de Neo como imidacloprid y acetamiprid en
neonatos de modelos murinos (Ford y Casida 2006; Burke y col., 2018), sumado
a esto se han hallado metabolitos de Ace en muestras de orina de neonatos
humanos (Ichikawa y col., 2009); asi como el potencial efecto de Ace en alterar

el balance redox en sangre de cordon (Quintana 2017). Esto sugiere que la
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capacidad que tienen los Neo de atravesar la barrera placentaria y llegar al

embrion o al feto y producir efectos toxicos durante el embarazo.

1.5.1 Modelos para estudios de efectos toxicos sobre la placenta humana

El estudio de efectos toxicos de xenobioticos, incluidos los plaguicidas, sobre el
desarrollo del embarazo representa un aspecto critico, sobre todo por las
implicancias éticas involucradas de estudios en humanos. En este sentido, la
placenta es un érgano que contiene un amplio espectro de tipos celulares y
tejidos, tales como trofoblastos, células inmunes, fibroblastos, células
endoteliales, vasos, membranas, entre otros. En muchos casos se consideran
de gran relevancia los resultados obtenidos en estudios toxicol6gicos empleando
este organo, o derivados del mismo como modelos experimentales (Tabla 9).
Este aspecto sobre todo debido a las diferencias en cuanto a la estructura y
metabolismo de la placenta humana comparada con el tipo de placenta de otras
especies animales y los modelos disponibles que suelen emplearse (como
modelos murinos). De acuerdo a Gohner y col. (2014), el estudio de efectos
toxicos de xenobidticos sobre la placenta puede realizarse en diferentes niveles,
los cuales influyen en la calidad y cantidad de la informacion obtenida, asi como
en los costos y la dificultad de acceder a cada modelo. De acuerdo al sistema o
modelo empleado, se pueden obtener datos relacionados a la transferencia de
sustancias a través de la barrera placentaria, produccién de hormonas y otros
factores, identificacién inmunohistoquimica, procesos de apoptosis y necrosis,

etc.
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Tabla 9: Comparacion de las caracteristicas de distintos sistemas de

estudio para la evaluacion toxicoldgica en la placenta humana.

Sistema  Tiempo de  Disponi- Reproduci- Carga de trabajo Funciones
exposicion bilidad bilidad (replicas

experimentales)

Lineas llimitada llimitada Alta Baja Apoptosis/necrosis,
celulares produccion de
hormonas y
moléculas

intracelulares,
expresion de

receptores, etc

Explantos Pocos dias Alta Dependiente Baja Apoptosis/necrosis,
de de la produccién de
placenta paciente hormonas, expresion

de receptores,

inmunohistoquimica

Cultivos  Pocos dias Limitada  Dependiente Media Estudios concretos de
primarios de la los tipos celulares
paciente presentes

Extraido y modificado de Géhner y col (2014).

Ciertamente la obtencidon de muestras de placenta a término o en los primeros
estadios de gestacidén representa generalmente una gran dificultad. Por ello,
muchos grupos de investigacion centran sus estudios en modelos celulares que
permitan abordar aspectos particulares de la toxicidad de xenobibticos,
contemplando las limitaciones de dichos modelos y extrapolando los resultados
al funcionamiento a nivel 6rgano de la placenta y su rol durante el proceso de

gestacion.

Distintas lineas celulares han sido establecidas para enfocar estudios
toxicoldgicos en la placenta. Las mas destacadas son las lineas celulares JEG-
3, BeWo y JAR, que representan modelos celulares obtenidos de células de
coriocarcinoma humano, y que han sido desarrolladas desde 1970. También se

utilizan modelos de células trofoblasticas no cancerosas inmortalizadas a partir
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de transfeccidn de cultivos primarios con distintos genes, como por ejemplo la
linea celular HTR-8/SVneo derivada de células de trofoblastos extravellosos del
primer trimestre de gestacion inmortalizadas a partir de la transfeccion con un
plasmido conteniendo el antigeno T grande del virus de simio 40 (SV40) (Graham

y col., 1993), entre otras lineas celulares.
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2. Hipotesis




Hipotesis
Por lo expuesto previamente, para abordar este trabajo de tesis se planted la

siguiente hipotesis

“La exposicion de trofoblastos a plaguicidas organofosforados y
neonicotinoides puede modular procesos celulares tales como: la
respuesta a receptores tipo toll, la produccion de citoquinas y lainduccion

de estrés oxidativo”
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3. Objetivos



Objetivos

3.1 Objetivo general

Investigar las alteraciones en la respuesta innata de trofoblastos inducida por

plaguicidas organofosforados y neonicotinoides.

3.2 Objetivos especificos

1.

Indagar si la exposicion al organofosforado clorpirifos induce cambios en
la respuesta de receptores tipo toll a sus ligandos especificos y la
produccion de citoquinas, esclareciendo la participacién del mismo y sus
metabolitos en la modulacion de la respuesta inmune innata en
trofoblastos.

Examinar si el estrés oxidativo es un mecanismo toxicologico de dafio
producido por la exposicion a insecticidas neonicotinoides.

Realizar un estudio comparativo entre la toxicidad del neonicotinoide
acetamiprid en relacion a un formulado comercial.

Indagar la toxicidad de acetamiprid y su formulacion comercial en
trofoblastos del primer y tercer trimestre de gestacion.

Evaluar el efecto de acetamiprid y su formulacion comercial en distintos

parametros celulares como la migracién celular y dafio a macromoléculas.
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4. Materiales y
métodos




4.1 Reactivos

Dimetilsulfoxido (DMSO), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), N-acetil I-cisteina (NAC), forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA), azul de nitrotetrazolio (NBT), 2°,7 -diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA), reactivo de Griess, riboflavina, metionina, 1,,1,3,3 tetraetoxipropano (MDA),
1-cloro,2,4-dinitrobenzeno (CDNB), acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB),
ioduro de acetiltiocolina y L-glutation reducido (GSH) fueron adquiridos de Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los anticuerpos policlonales de conejo anti-Bax,
anti-Bcl-2 y anti-B-actina fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnologies
(Texas, USA). El anticuerpo secundario anti-lgG conejo conjugado a peroxidasa

se obtuvo de Sigma Aldrich.

En cuanto a los insecticidas empleados, el organofosforado clorpirifos, CP
(nombre de la IUPAC: O, O-dietil O-3, 5,6-trichloropyridin-2-il fosforotioato) fue
obtenido de ChemService (ChemService, West Chester, PA, USA) con un grado
de pureza del 99,5%. El neonicotinoideacetamiprid, Ace (Nombre IUPAC: N-[(6-
chloro-3-pyridyl) methyl]-N'-cyano-N-methyl-acetamidine), estandar grado
analitico fue provisto por AccuStandard Inc (New Heaven, USA) de pureza
99,5%. La formulacion comercial de acetamiprid (Ace CF), Assail® (SUMMIT
AGRO), contiene 70% principio activo y 30% otros ingredientes (gentilmente
donado por la Dra. Liliana Cichén, Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria, Argentina).

4.2 Condiciones generales de cultivo celular

4.2.1 Trofoblastos del primer trimestre: linea celular HTR-8/SVneo

La linea celular de trofoblastos de primer trimestre HTR-8/SVneo fue gentilmente
donada por la Dra. Alicia Damiano (Facultad de Farmacia y Bioguimica,
Universidad de Buenos Aires). Esta linea celular deriva de explantos de
vellosidades corionicas de placenta humana del primer trimestre de gestacion,
las cuales fueron inmortalizadas en cultivo celular por medio de la transfeccion
con el antigeno T grande del virus SV40 (simian virus 40) (Graham y col., 1993).

Para la realizacion de los experimentos las células fueron crecidas en medio
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RPMI-1640 (Sigma Aldrich), suplementado con 5% de suero bovino fetal -SBF-
(Natocor, Coérdoba, Argentina), 100 U/ml penicilina, 100 pug/ml estreptomicina
(Gibco, Carlsbad, CA, USA), a 37°C en atmodsfera himeda con 5% de diéxido de
carbono hasta llegar a una confluencia de 80-90% para ser repicadas,
congeladas o utilizadas en los distintos experimentos.

4.2.2 Trofoblastos del tercer trimestre: linea celular JEG-3

Se utilizo la linea celular JEG-3 (ATCC, HTB-36) derivada de coriocarcinoma
humano, provistas por la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
USA). Esta linea celular fue establecida en cultivo en 1966, a partir de
coriocarcinoma posparto trasplantado en forma seriada en hamster, la cual
presenta varias de las caracteristicas del trofoblasto normal (Pelkonen, y col.,
2006). Para la realizacion de los experimentos, las células fueron cultivadas en
medio Dulbecco’s modificado por Eagle -DMEM- (Invitrogen) suplementado con
SBF al 10%, 2 mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina
(Gibco, Carlsbad, CA, USA), mantenidas a 37°C en una atmoésfera de 5% de CO2
hasta llegar a una confluencia de 80-90% para ser repicadas, congeladas o

utilizadas en los distintos experimentos.

4.2.3 Criopreservacion y descongelamiento de células

La criopreservacion se realiz6 a partir placas de petri estériles de 100 mm
conteniendo la linea celular HTR-8/SVneo o JEG-3, incubadas bajo condiciones
de cultivo estdndares hasta alcanzar el 80-90% de confluencia, se procedié a
despegar la monocapa celular con 0,1% de tripsina/EDTA, trasvasar a tubos
estériles y centrifugar a 1000 x g durante 3 minutos para obtener el pellet celular.
Posteriormente, se procedid a resuspender el pellet en 1 ml de mezcla DMSO-
SBF (1:9) y trasvasar a criotubos debidamente rotulados. Todos los criotubos
fueron colocados en contenedor de congelamiento celular a base de alcohol
isopropilico al 100% y luego almacenado a -80°C, para mantener una velocidad
de congelamiento de -1°C/minuto. Finalmente, los criotubos fueron almacenados

en termos con nitrégeno liquido hasta su utilizacion.
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Para descongelar las células se preparé una placa de cultivo debidamente
rotulada, con 9 ml de DMEM o RPMI-1640 suplementado con 20% suero bovino
fetal a una temperatura aproximada de 37°C. Inmediatamente, las células,
almacenadas en criotubos, fueron rapidamente descongeladas a 37°C, lavadas
con medio de cultivo y cultivadas en condiciones estandar en la placa
debidamente preparada. Una vez adheridas, el medio de cultivo fue renovado y
reemplazado con medio conteniendo el porcentaje de SBF antes mencionado de

acuerdo a la linea celular empleada.

4.2.4 Mantenimiento celular

El mantenimiento celular fue realizado mediante la renovacion del medio de
cultivo cada 48 hs hasta el momento del repique. Para la realizacion de los
repigues el medio de cultivo fue removido y las células fueron lavadas dos veces
con 5 ml de buffer fosfato salino (PBS) estéril (pH 7,4) atemperado con el fin de
eliminar el SBF y asegurar la efectividad del tratamiento con tripsina/EDTA. Para
despegar las células de la placa, se agreg6 0,5 ml de tripsina/EDTA 0,1% (P/V)
e incubé a 37°C durante 3-5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion las células fueron recuperadas con 10 ml de medio de cultivo, y
centrifugadas durante 3 minutos a 1000 x g. El pellet celular se suspendié
cuidadosamente en 3 ml de medio de cultivo suplementado con SBF y las células
fueron repicadas a placas de petri conteniendo 10 ml final de medio

suplementado con SBF.

4.2.5 Tratamientos con insecticidas

Previo a la realizacion de cada experimento, se plaquearon 1x10° células (HTR-
8/SVneo o JEG-3) en placas de petri estériles de 100 mm. Las mismas fueron
incubadas bajo condiciones de cultivo estandares hasta alcanzar el 80-90% de
confluencia. Posteriormente se despegd la monocapa celular con 0,1% de
tripsina/EDTA en PBS (pH 7,4) y las células fueron llevadas nuevamente a
placas de cultivo celular, en el nimero y condiciones descriptas para cada

ensayo. En cada experimento las células fueron contadas en camara de
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Neubauer y se agreg6 el volumen pertinente a cada placa en cuanto al nimero

de células requeridas (ver apartado de cada técnica).

Para el tratamiento con el insecticida CP, las concentraciones utilizadas (0,01 —
100 uM) se seleccionaron en funcion a reportes previos en los que se observo
efecto inhibitorio de la enzima acetilcolinesterasa en células JEG-3 (Espinoza y
col., 2016), las cuales se encuentran en el rango de concentraciones utilizadas
en otros estudios in vitro (Chiapella y col., 2013; Espinoza y col., 2016; Guifiazu
y col., 2012). La concentracion mas baja utilizada (0,01 uM), se encuentra dentro
del rango de los niveles de OF determinados en muestras humanas (Ostrea y
col., 2009; Pluth y col., 1996; Sanghi y col., 2003). El insecticida fue disuelto en
DMSO y preparado en el momento de uso. Como control de los tratamientos se

emple6é DMSO al 0,02% en medio de cultivo.

En cuanto al tratamiento con el Neo Ace o su formulacion comercial (Ace CF) se
emplearon las concentraciones desde 0,1 a 100 pM. Los insecticidas fueron
disueltos en DMSO y preparados en el momento de uso. Como control de los
tratamientos se emple6 DMSO al 0,02% en medio de cultivo. El rango de
concentraciones empleado para los tratamientos con Neo se selecciond en
relacion a la concentracion de insecticida aplicada a campo, ya que al momento
de realizar esta tesis no se disponia de valores ambientales. La concentracién
sugerida a campo es 5 g/hl, la cual se corresponde con 157 uM de principio

activo, aproximadamente (Cichén y col., 2017).

En la Figura 13 se muestra un resumen de las lineas de trabajo estudiadas en
esta tesis doctoral, con la especificacion de las técnicas empleadas para cada

caso. Dichas técnicas seran explicadas en detalle en este apartado de la tesis.
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INSECTICIDAS

ORGANOFOSFORADOS

HTR-8/SVneo

Enzima AChE

Actividad enzimatica4y24 h

Expresion de TLR

Expresion TLR-2y TLR-4a 24 h
RT-gPCR

Expresion proteica de TLR-4a 24 h
Western Blot

Expresion de citoquinas
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Expresion de nAChR
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Figura 13: Diagrama de flujo de las lineas de trabajo del trabajo de tesis
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4.3 Estudio de efecto de clorpirifos sobre trofoblastos HTR-8/SVneo

4.3.1 Actividad de acetilcolinesterasa

La actividad de acetilcolinesterasa (AChE), se determind por el método de
Ellman y col. (Ellmany col., 1961). El ioduro de acetilcolina fue usado como
sustrato para la enzima y la tiocolina, producto de su degradacion, se detectd
colorimétricamente por reaccion con acido DTNB. Para el ensayo, 2x10° células
HTR-8/SVneo/ml fueron cultivadas en placas de 6 pocillos y luego de alcanzar
80-90 % de confluencia fueron tratadas con CP durante 4 y 24 h. Las células
tratadas fueron obtenidas en 500 ul de buffer fosfato de sodio 1 M conteniendo
0,5% Triton X-100, pH 6,5, lisadas y posteriormente centrifugadas a 1000 x g
durante 20 segundos. Posteriormente, se diluyeron 50 ul de sobrenadante en
buffer fosfato de sodio 100 mM pH 8 conteniendo 10 mM de DTNB y 0,75 mM
de ioduro de acetiltiocolina. EI cambio en la absorbancia se registré a 412 nm de
manera continua durante 100 segundos a una temperatura constante de 30°C
(Espectrémetro UV/vis 16030 Shimadzu). Los célculos se realizaron empleando
el coeficiente de extincibn molar del TNB (producto de reaccién entre el DTNB y
los ésteres de la colina) 13,6 mM1 cm™, previa correccion de la absorbancia
debido a hidrdélisis espontanea no enzimatica del sustrato. Las condiciones de
linealidad fueron previamente ajustadas. La actividad de AChE fue expresada
como nmol de sustrato hidrolizado/minuto x mg de proteina. El contenido de

proteinas fue cuantificado por el método de Bradford (1976).

4.3.2 Niveles de expresién de transcriptos para TLR y citoquinas

4.3.2.1 Extraccién de ARN y transcripcion reversa

Para estudiar la expresion de distintos genes de interés, se realizo la extraccion
de ARN de cultivos celulares y luego se procedié a hacer la retrotranscripcion de
ARN en ADN copia (ADNc). Para ello, se cultivaron 2x10° células/ml en placas
de 6 pocillos y una vez alcanzada la confluencia se expusieron al insecticida, CP,
Ace o Ace CF segun corresponda, durante 24 h. El ARN total se extrajo de cada
muestra empleando el reactivo TRIzol® de acuerdo a las instrucciones del

proveedor. Para ello, se retirdé y descartdé el medio de cultivo con estimulos de
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cada pocillo, posteriormente se adicion6 700 ul de TRIzol®, enjuagando varias
veces para asegurar el lisado de las células. Una vez realizado el lisado, se
trasvaso el contenido de cada pocillo a tubos debidamente rotulados y se dejé
reposar 5 minutos. Luego 140 pl de cloroformo fueron incorporados a cada tubo
para la separacion de fases, se agité vigorosamente durante 15 segundos y se
centrifugd durante 15 minutos, a 4°C y 12.000 rpm. Se retir6 la fase que contiene

el ARN (Figura 14), trasvasandolo a un nuevo tubo.

. RNA (=0l acupsa)

s DMA (interfaze blanca)

~— Proteinas (rosado)

Figura 14: Extraccion de ARN. Separacion de fases luego de extraccion con TRIzol® seguido
de adicién de cloroformo y centrifugacién. La fase superior incolora es la que contiene el ARN

deseado.

Posteriormente se adicionaron 350 pl de isopropanol en la fase acuosa para
precipitar el ARN, se mezcldé por inversion y dejéo reposar 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego se centrifugé durante 8 minutos a 4°C y 12.000
rpm y se verific la presencia del pellet para confirmar que el ARN haya
precipitado y se retiré el sobrenadante. Se adicionaron 700 ul de etanol al 75%
para lavar y luego se agit6é en vortex. Se centrifugd nuevamente 8 minutos a 4°C
y 12.000 rpm y se descartd el sobrenadante y dejo secar a temperatura
ambiente. Finalmente se adicion6 40 ul de agua DEPC y se almacend hasta su
utilizacion a -80°C.

Del ARN extraido se determino la pureza midiendo la relacién entre las
absorbancias a 260 y 280 nm (Espectrémetro UV/vis 16030 Shimadzu), ademas
se determiné la concentracion de ARN en los extractos previo a la
retrotranscripcion en ADN copia (ADNc). Para ello, 5 ul de muestra fueron
adicionados a 495 pl de agua destilada, obteniéndose la concentracion de ARN

a partir de la siguiente férmula:
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ConcentraciOnesirqa = Absorbancia, ey nm X 40 X

El ADNc se sintetizo a partir del ARN extraido, usando el kit de transcriptasa
reversa Starscript (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), de acuerdo a
las instrucciones del proveedor. Para ello se retro-transcribié 1 ug de ARN en un
volumen final de 20 ul. Se utilizaron 3 ul del cebador Oligo-DT (0,08 pg/ul) y se
llevé a bafio seco por 5 min a 65°C. Las muestras fueron incubadas a 42°C
durante 60 minutos con 1 pl de dNTPs, 0,1 ul de inhibidor de ARNasa, 0,3 pl de
la enzima transcriptasa reversa (Thermo Fisher Scientific), 4 ul de buffer
transcriptasa reversa y 2,1 ul de agua DEPC. Luego se continu6 el bafio seco a
70°C por 10 minutos. El ADNc sintetizado fue conservado a -20°C, debidamente
rotulado, hasta su utilizacién. Todas las muestras de ADNc empleadas para los

ensayos de PCR, no superaron 1 mes luego de su sintesis.

4.3.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La expresion de los genes de interés fue determinada empleando el ensayo de
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Para ello, previamente
se seleccionaron cebadores especificos, los cuales fueron obtenidos de la
bibliografia o disefiados por medio del software Clone Manager 7.1. Las
secuencias de cebadores directo y reverso (forward, F, y reverse, R,
respectivamente) se detallan en la Tabla 10. Posteriormente los productos de
amplificacion fueron evaluados en cuanto a su especificidad, presencia de
dimeros o productos inespecificos, mediante en ensayo de reaccion en cadena

de la polimerasa convencional (PCR).

Para la amplificacion se empleo el kit comercial Tag DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific), y el protocolo de amplificaciponse realiz6 de acuerdo a las
intrucciénes del proveedor. Brevemente, para cada gen de interés se prepararon
en tubos de PCR estériles debidamente rotulados, 4,2 ul de mezcla de reaccion
de acuerdo a Tabla 11, luego se adicionaron 3 pul de ADNc obtenido de acuerdo
a la seccion 4.3.2.1. A cada tubo se le adicion6 12,80 ul de enzima polimerasa
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(0,15 pl de enzima en 12,65 ul de agua DEPC) para alcanzar un volumen final
de 20 pl. Los tubos fueron llevados a termociclador Progene (Tecnne,
Cambridge, UK), las condiciones de amplificacion consistieron en: 1 ciclo a 95°C
por 3 min; 45 ciclos consistentes en 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y
30 segundos a 32°C; luego el ciclado finalizd con 1 ciclo a 72°C por 10 minutos
y una rampa de enfriamiento a 4°C durante 10 minutos. Los productos de PCR
fueron luego visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
empledndose GelRed® Nucleic Acid Gel Stain para la tincion. Para ello se
sembraron 10 pl de muestra a las cuales previamente se le adicionaron 3 ul de
buffer de siembra (Sigma-Aldrich) en cada pocillo del gel. La electroforesis de los
productos de PCR se realizo durante 60 minutos a 90 V constante y luego se

visualizaron en transiluminador UV.
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Tabla 10: Secuencias de cebadores especificos y sus caracteristicas

Largo ]
o Tamafio Accession
Gen Secuencia 523 producto Proveedor
cebador number
(pb)
_ 21
TLR-22 F: GGAAGAATCCTCCAATCAGGC 101 NM_001318787.2 SigmaAldrich
R: CTTCTGTGAGCCCTGAGGGA 20
: 21
TLR-4b F: GGTCACCTTTTCTTGATTCCA 118 NM_003266.4  SigmaAldrich
R: TCAGAGGTCCATCAAACATCAC 22
. AAA 20
IL-6¢ F: GTGTGAAAGCAGCAAAGAGG 166 NM_001318095.1  Macrogen
R: TCTGTTCTGGAGGTACTCTAGG 22
. 21
IL-10¢ F: TCCGAGATGCCTTCAGCAGAG 117 NM_000572.3 Macrogen
R: AGGCTTGGCAACCCAGGTAAC 21
: 21
TGF-pe F: CTGGACACGCAGTACAGCAAG 166 KJ897662.1 Macrogen
R: AGGAGCGCACGATCATGTTGG 21
. 21
RNA 1850 - GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA 129 NR_003286.4  SigmaAldrich
R: ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT 21
: 23
YWHAZe F: CCTGCATGAAGTCTGTAACTGAG 120 EF094937.1 SigmaAldrich
R: TTGAGACGACCCTCCAAGATG 21
. 20
Ciclofilina’ - CTCAACCCCACCGTGTTCTT 97 AK290085.1  SigmaAldrich
R: CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT 21

a Gutiérrez-Cefias y col. (2006); PMargaritopoulos y col. (2010); ¢ Secuencias propias disefiadas
con software Clone Manager 7.1; 9 Moura y col. (2017); €Choudhury y col. (2017); "Pidoux y col.
(2015)

Tabla 11: Reactivos para PCR

Reactivo Volumen (ul)
Buffer TAQ 10 X 2 ul
dNTPs (2 mM) 0,2 pl
MgClz 1l
Cebador F 0,5 ul
Cebador R 0,5 ul
Volumen total por tubo 4,2 ul
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4.3.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

La expresion de los genes de interés fue determinada empleando el ensayo de
gPCR en el Mastercycler® ep Realplex (Eppendorf). Para ello, 5 pl de una
dilucién 1:25 o 1:12,5 de cada muestra fue amplificada en un volumen final de
reaccion de 15 pl, conteniendo el reactivo IQTM SYBR® Green Supermix (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), cebadores especificos y agua DEPC. El
gen del polipeptido zeta de la proteina de activacion de tirosina 3-
monooxigenasa/triptéfano 5-monooxigenasa (YWHAZ) o el gen de ARN 18s
fueron empleados como controles internos para normalizar la expresion de los
genes de interés. Las especificaciones de los cebadores se encuentran

detalladas en la Tabla 10.

Se estudio la eficiencia de los cebadores, las mismas alcanzaron el 100%. EL
programa de PCR consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion los cuales consistieron en 95 °C
por 15 segundos seguido de 60 °C por 60 segundos. Se realiz6 también el
analisis de las curvas de disociacion. Todas las reacciones de PCR fueron
realizadas en triplicados y controles sin molde fueron incluidos. Los productos de
PCR fueron confirmados por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos
con GelRed ® Nucleic Acid Gel Stain. La expresion relativa de los genes fue

calculada mediante el método para cuantificacion relativa 2-24Ct

4.3.4 Expresion proteica de TLR por western blot

4.3.4.1 Obtencién y preparacion de muestras

La expresion de proteinas de interés se estudio mediante el ensayo de western
blot. Para ello, 2x10° células/ml fueron cultivadas en placas de 6 pocillos estériles
y tratadas con el insecticida organofosforados CP a las concentraciones

previamente mencionadas, durante 24 h.

Luego se obtuvieron los homogenatos correspondientes en buffer RIPA (1 %
Triton X-100, 0.5 % desoxicolato de sodio, 9% SDS, 5% DTT, 1 mM ortovanadato
de sodio, 10 pg fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF) y 30 ug aprotinina). La

cantidad de proteinas totales presentes en el sobrenadante fue determinada por
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la técnica de de Bradford (1976). Igual cantidad de proteinas de muestra (50 pg)
fueron diluidas en buffer de siembra (Tris-HCI 0,5 M, pH=6,8; glicerol, SDS 10%,
azul de bromofenol 1%) conteniendo B-mercapto etanol al 6%, calentadas a

100°C durante 1 minuto.

4.3.4.2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

Se prepararon los geles separador y concentrador de acuerdo a lo descripto en
las Tablas 12 y 13. Se selecciond el porcentaje de gel separador de acuerdo al
tamanfo de las proteinas que se querian separar y determinar. Se utilizaron geles

separadores de 10 % para TLR-4 y actina.

Tabla 12: Preparacion de gel separador al 10%

Reactivos Volumen
Agua destilada 2
Buffer Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,25 mi
SDS 10 % 50 ul
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 1,67 ml
Persulfato de amonio 10% 100 pl
TEMED 2,5 pl

Tabla 13: Preparacién de gel concentrador

Reactivos Volumen (ml)
Agua destilada 3,05
Buffer Tris-HCI 0,5 M pH = 6,8 1,25
SDS 10 % 0,05
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 0,65
Persulfato de amonio 10% 0,1
TEMED 0,005

Una vez solidificados los geles, se sembrd 4 ul del marcador de peso molecular

(Sigma Aldrich), y 50 yg de muestra aproximadamente por calle. La separacion

95



electroforética se realiz6 a 150 V durante aproximadamente 120 minutos
utilizando buffer de corrida (Tris base 24,7 mM, glicina 0,19 M, SDS 10%; H20
destilada, pH 8,3). La corrida electroforética se realiz6 con un equipo Mini
PROTEAN® Tetra Cell 4-gel HandcastingSystem de BioRad siguiendo las

instrucciones del fabricante.

4.3.4.3 Transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa

Luego de la migracion, las proteinas fueron electro-transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) a 100 V durante
1 hora empleando buffer de transferencia pH 8,1 conteniendo Tris-Base 24,7
mM; glicina 0,19 M; metanol 200 ml; H20 destilada cantidad suficiente para 1

litro.

4.3.4.4 Coloracion de proteinas en la membrana de nitrocelulosa

Las membranas fueron tefiidas en una solucion de Rojo Ponceau (0,5 mM en
acido acético al 1%) durante 5 minutos para colorear las proteinas transferidas.
Posteriormente fueron fijadas con acido acético al 1%. Una vez visualizadas las
bandas, fueron escaneadas para verificar la calidad del procedimiento. Para
eliminar por completo el colorante, las membranas fueron lavadas varias veces
con buffer TBS (Tris HCI 0,02 M; NaCl 136,8 mM; H20 destilada, pH 7,6).

4.3.4.5 Bloqueo de la membrana de nitrocelulosa e incubacion con anticuerpos

Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con buffer TBS conteniendo
0,005% de Tween 20 y 5% de leche en polvo descremada. Luego del bloqueo,
las membranas se lavaron con TBS y se incubaron durante la nhoche a 4 °C en
agitacion suave, con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 14).
Luego de lavarse las membranas, se incubaron con anticuerpo secundario anti
IgG conjugado HPR (anti-conejo peroxidasa, 1:10000) por 1 h a temperatura

ambiente. Luego del tratamiento con anticuerpo secundario, las membranas
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fueron lavadas con buffer TBS conteniendo 0,005% de Tween 20 cuatro veces

durante 5 minutos y luego cada 15 minutos hasta completar la hora.

4.3.4.6 Revelado de membranas

Los complejos proteina-anticuerpo fueron revelados y visualizados con un
sistema de deteccion de quimioluminiscencia, para lo cual se mezclaron 5 ml de
solucién A y 5 ml de solucién B (Tabla 15), incubados durante 30 segundos, y
colocandose en cassette de revelado el tiempo necesario de acuerdo al
anticuerpo empleado. La intensidad de las bandas fue evaluada utilizando el
software Gel-Pro Analyzer 3.2, las mismas se normalizaron con los valores de [3-
actina correspondiente con cada muestra. Los resultados fueron expresados en

unidades arbitrarias.

Tabla 14: Listado de anticuerpos y condiciones de incubacion

Anticuerpo Marca Peso Dilucién del Tiempo de
Molecular anticuerpo
proteina (kDa) (minutos)
_ Santa Cruz Biotechnology;
Anti-TLR-4 Dallas. Texas USA 95 1:500
, _ Santa Cruz Biotechnology;
Anti-3 actina Dallas. Texas USA 43 1:5000
Anti IgG- Sigma (St. Louis, MO, 1:10000
conejo USA). '

Tabla 15: Preparacion de solucion de revelado

Reactivo Solucion A Solucién B
Tris HCI 100 mM pH 8,6 5ml 5ml
Luminol250 mM (en DMSO) 50 pl

Cumarico 90 mM (en DMSO) 22 pl

H20:2 3l
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4.4 Estudio de efecto de Neo sobre trofoblastos HTR-8/SVneo y JEG-3

4.4.1 Viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné por la técnica de MTT (Mosmann, 1983). Las
lineas celulares HTR-8/SVneo y JEG-3. 1x10* células/ml, fueron cultivadas en
placas de 96 pocillos estériles y tratadas con Ace o Ace CF 0,1, 1,10y 100 uM
por 4y 24 h a 37°C. Luego de la exposicion con insecticidas, estos fueron
removidos y se adicion6 MTT (0,5 mg/ml) y se incubaron por 2 h a 37°C.
Posteriormente, se removio el exceso de solucion de MTT y se adicionaron 150
pl de DMSO vy se agité la placa durante 30 minutos. La absorbancia fue registrada
a 570 nm (Thermo Max microplatereader) y los resultados fueron expresados

como porcentajes en relacion a los valores del control.

En trofoblastos HTR-8/SVneo se estudio también el efecto del antioxidante N-
acetil-lI-cisteina (NAC) en la viabilidad celular previo al tratamiento con Ace o Ace
CF. La viabilidad celular se determiné por la técnica de MTT (Mosmann, 1983)
como de describié previamente. Para ello, se incorpord6 NAC (2 mM) disuelto en
medio de cultivo y se incubo durante 2 h. Luego de este lapso de tiempo, se
incorporé al cultivo celular los tratamientos correspondientes a Ace, Ace CF y
DMSO (como control).

4.4.2 Apoptosis - expresion proteica de Bax y Bcl-2 por western blot

La expresion de proteinas de interés se estudio mediante el ensayo de western
blot. Para ello, 2x10° células /ml fueron cultivadas en placas de 6 pocillos
estériles y neonicotinoides (Ace o Ace CF) a las concentraciones previamente
mencionadas, durante 24 h. Los pasos seguidos para el desarrollo de esta
técnica estdn detallados en la seccion 4.3.4. Algunas consideraciones

particulares para este ensayo se describen a continuacion.

Se prepararon los geles separador y concentrador de acuerdo a lo descripto en
la seccién 4.3.4.2. Debido al tamafio de las proteinas de interés Bax y Bcl-2, se
selecciond el porcentaje de gel separador al 12%, para que se lograra una
correcta separacion y determinacion (Tabla 16). El gel concentrador se realizo

de acuerdo a lo descripto en la Tabla 13.
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Tabla 16: Preparacion de gel separador al 12%

Reactivos Volumen
Agua destilada 1,67
Buffer Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,25 ml
SDS 10 % 50 pl
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 2 mi
Persulfato de amonio 10% 25 pl (100 ul)
TEMED 2,5 ul

La incubacion con anticuerpos especificos, lavados y revelado se realizaron de
acuerdo a lo descripto en las secciones 4.3.4.5 y 4.3.4.6. Particularmente, la
incubacion con anticuerpos especificos de este apartado, se realizé de acuerdo
ala Tabla 17.

Tabla 17: Listado de anticuerpos y condiciones de incubacién

Anticuerpo Marca Peso Dilucién del Tiempo de
Molecular anticuerpo revelado
proteina (kDa) (minutos)
. Santa Cruz Biotechnology; _
Anti-BAX Dallas, Texas USA) 21 1:1000 10
. Santa Cruz Biotechnology; _
Anti-Bcl-2 Dallas, Texas USA) 26-28 1:1000 30
_ _ Santa Cruz Biotechnology;
Anti-3 actina Dallas. Texas USA 43 1:5000 10
Anti IgG- Sigma (St. Louis, MO, 110000
conejo USA). ' i

4.4.3 Migracion celular — ensayo de herida

La capacidad migratoria de trofoblastos HTR-8/SVneo fue evaluada mediante el
ensayo de herida (wound healing) de acuerdo a Grada y col. (2017). Para ello se
cultivaron 1x10* células/ml en placa de 96 pocillos estériles. Se dejé desarrollar
la monocapa celular hasta alcanzar el 80-90% de confluencia. Se elimino el

medio de cultivo y se lavo con PBS 1X estéril. Posteriormente se realizaron las
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heridas con un tip de 10 pl colocado a 30-45° y se lavd la monocapa con PBS
1X para evitar que las células desprendidas vuelvan a adherirse. Se realiz6 una
herida por pocillo por cada estimulo (DMSO como control, 0,1 — 100 uM Ace y
Ace CF), repitiéndose por lo menos 4 heridas por cada tratamiento. Se repiti6 el
lavado con PBS dos veces para eliminar células flotantes que puedan adherirse
nuevamente en el espacio de la herida. Se adicionaron a las concentraciones
previamente mencionadas correspondientes con el insecticida y el control y las
células se cultivaron por 24 hs. Cada concentracion del insecticida y el control
se prepard con medio suplementado al 1% con SBF. Estas condiciones de bajo
suero permiten a las células migrar y no provocar la muerte celular, minimizando
la proliferacion celular ya que esta podria apantallar el proceso de migracion
(Graday col., 2017).

Se procedi6 al registro del area correspondiente a la herida realizada y a su
recuperacion. Para ello se tomaron fotografias en microscopio invertido en
aumento 10X en el comienzo del ensayo (0 h de exposicion) y luego de 24 h de
exposicion. Se determino el area de herida remanente comparando el porcentaje
de recuperacion de cada tratamiento a 24 h comparado con el é&rea
correspondiente al inicio del tratamiento por medio de la siguiente férmula:

. _ Areay, — Area,, p,
Area de herida remanente (%) = - x 100
Area 0h

Los resultados se expresaron como porcentaje de herida remanente

considerando el area de herida del control de tratamiento como 100%.

4.4.4 Niveles de expresioén de transcripto de a7 nAChR

Para estudiar la expresion del receptor a7 nAChR, se realizo la extraccion de
ARN de cultivos celulares, luego se procedié a hacer la retrotranscripcion de
ARN en ADNc vy finalmente se determind el nivel de expresion de genes de

interés. Para ello, se cultivaron 2x10° células/ml en placas de 6 pocillos y una
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vez alcanzada la confluencia se expusieron a Ace o Ace CF segun corresponda,
durante 24 h. Se procedi6 a la extraccion del ARN y posterior retrotranscripcion

en ADNc, como se describio en la secciéon 4.3.2.

La expresion de a7 nAChR fue evaluada mediante el ensayo de gPCR, para ello
previamente se seleccionaron cebadores especificos, los cuales fueron
obtenidos de la bibliografia. Las secuencias de cebadores directo y reverso
(forward, F, y reverse, R, respectivamente) se detallan en la Tabla 18.
Posteriormente los productos de amplificacion fueron evaluados en cuanto a su
especificidad, presencia de dimeros o productos inespecificos, mediante el
ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa convencional (PCR), como se
describié en la seccion 4.3.2.2, seguido de la electroforesis de los productos de

PCR en gel de agarosa al 2% y visualizados en transiluminador UV.

Los niveles de expresion de a7 nAChR fueron evaluados mediante gPCR en el
equipo Mastercycler® ep Realplex (Eppendorf). Para ello, 5 pl de una dilucién
1:25 de cada muestra fue amplificada en un volumen final de reaccion de 15 pl,
conteniendo el reactivo IQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), cebadores especificos y agua DEPC. El gen YWHAZ fue

empleado como control interno para normalizar la expresion de a7 nAChR.
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Tabla 18: Secuencias de cebadores especificos y sus caracteristicas

Largo ;
- Tamafio g Accession
Gen Secuencia 523 bad producto Proveedor
cepbador
(pb) number
F: GTACGCTGGTTTCCCTTTGA 20
a7 nAChR 2 139 NM_000746.4  SigmaAldrich
R: CCACTAGGTCCCATTCTC 18
F: CCTGCATGAAGTCTGTAACTGAG 23
YWHAZ b 120 EF094937.1  SigmaAldrich
R: TTGAGACGACCCTCCAAGATG 21

aMachaalani y col. 2015; ® Choudhury y col. 2017

Se estudio la eficiencia de los cebadores, las mismas alcanzaron el 100%. EL
programa de PCR consistié en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion los cuales consistieron en 95 °C
por 15 segundos seguido de 60 °C por 60 segundos. Se realizé también el
andlisis de las curvas de disociacion. Todas las reacciones de PCR fueron
realizadas en triplicados y controles sin molde fueron incluidos. Los productos de
PCR fueron confirmados por electroforesis en geles de agarosa al 2 % tefiidos
con GelRed ® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, CA, USA). La expresion
relativa de los genes fue calculada mediante el método para cuantificacion

relativa 2-2ACt

4.4.5 Analisis de los niveles de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno
La produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en la linea celular HTR-
8/SVneo y JEG-3 fue determinada mediante el ensayo colorimétrico de
reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) (Choi y col., 2006) y el ensayo

fluorescente con la sonda DCFH-DA (Yang y col., 2009).

EINBT es un compuesto de color amarillo que en presencia de anion superoxido
es reducido dando como producto un compuesto insoluble en agua de intenso
color azul (azul de formazan, Figura 15), que puede ser monitoreado

espectrofotométricamente (De la Torre Binimelis, 1994; Tuncy col., 2010). Para
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este ensayo 1x10* células/ml fueron cultivadas en placas de 96 pocillos y
tratadas con Ace o Ace CF (0,1, 1, 10, 10 uM) durante 4 y 24 h a 37 °C. Luego
de los tratamientos, el medio de cultivo fue removido y se adiciond solucion de
NBT (0,01 %) conteniendo forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (0,125 uM) e
incubados durante 45 minutos a 37 °C. Luego, se removié el excedente de
solucion de NBT y se adiciond 250 ul de solucion de lisis (115 ul KOH 2Ny 135
pl de DMSO) vy los cristales de formazan fueron solubilizados en agitacion
durante 10 minutos. Se registro la absorbancia a 630 nm (Lector de microplacas
Rayto TR 2100C). Los resultados fueron expresados como porcentajes

comparados contra el control.
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NBT (Amarillo palido) Formazan (Megro azulado)

Figura 15: Reaccion de reduccion de azul de formazan (NBT) a formazan (Choiy col. 2006)

Un rango mas amplio de ERO fue determinado por medio de la sonda
fluorescente DCFH-DA. Este compuesto es capaz de difundir a través de la
membrana celular, y es hidrolizado por esteraras intracelulares al compuesto
2',7’- diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Por otra parte, ERO como perédxido de
hidrégeno, anion hidroxilo, e hidroperéxidos oxidan de DCFH a 2,7'-
diclorofluoresceina (DCF) (Figura 16), un compuesto fluorescente (Gomesy col.,
2005; Wang y Joseph, 1999). Para llevar a cabo este ensayo se incubaron 1x10*
células/ml en placas opacas de 96 pocillos y se trataron con Ace y Ace CF 0,1,
1,10y 100 uM por 4 y 24 h a 37 °C. Posteriormente se incorporo la sonda DCFH-
DA (25 pM) a cada pocillo y se incubaron por 30 minutos. Se registro la
fluorescencia a 485 nm para la excitacion y 535 nm para la emisién

(espectrofluorémetro Hitachi H700). Los resultados fueron expresados como
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porcentajes de unidades relativas de fluorescencia en comparacion contra los

controles.

DCFH DCF

No fluorescente Fluorescente

Esterasas
o HO-

DCFH-DA

No fluorescente

Figura 16: Mecanismo de de-esterificacion de 2’,7’- diclorodihidrofluoresceinadiacetato (DCFH-
DA) a 2.,7- diclorodihidrofluoresceina (DCFH), y la consiguiente oxidacion a 2,7-

diclorofluoresceina (DCF) por medio de especies reactivas de oxigeno (Gomes y col., 2005).

La estimacion de ERN se realiz6é determinando la concentracion de oxido nitrico,
la cual fue evaluada indirectamente mediante la medicién de la concentracion de
nitritos en sobrenadantes de cultivos celulares, de acuerdo a la reaccion de
Griess (Guifiazl y col., 2012). Para ello, 1x10% células/ml se sembraron en placas
de 96 pocillos y posteriormente fueron tratadas con Ace o Ace CF 0,1, 1, 10y
100 uM por 4 y 24 h a 37 °C. Se tomaron los sobrenadantes de los cultivos
celulares (100 ul) y se mezclaron con 100 pl de solucion de Griess (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Luego de 30 minutos de incubacion en oscuridad,
se midié la absorbancia de las mezclas a 540 nm (ThermoMax, Molecular
Devices). La concentracién de nitritos fue calculada utilizando una curva de

concentracion de nitrito de sodio (0 - 50 uM) como estandar.
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4.4.6 Evaluacion de las defensas antioxidantes

4.4.6.1 Actividad de enzima superéxido dismutasa

La actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) se determino
indirectamente a través de la reducciéon de NBT de acuerdo a Bustos y col.
(2016). El anidn superoxido puede reducir al NBT a azul de formazan el cual
puede ser determinado espectrofotométricamente. En relacion a esto, una menor
reduccion de NBT representa mayor actividad de SOD. Para llevar a cabo este
ensayo, 1x10% células/ml se sembraron en placas de 96 pocillos estériles y
fueron expuestas a Ace o Ace CF (0,1, 1, 10 y 100 uM) por 4 o0 24 h. Luego, sin
remover el medio, se adicionaron 175 ul de mezcla de reaccion (riboflavina 2
mM, metionina 13 mM, EDTA 100 nM y NBT 75 uM) fue adicionada a cada pocillo
y se expusieron a radiacion de lampara fluorescente de 20 W durante 15 minutos.
La absorbancia del producto se midid a 560 nm. Los resultados se expresaron
como unidades de SOD. De acuerdo a Beauchamp y Fridovich (1971), una
unidad SOD esta definida como el equivalente de enzima para reducir el 50
porciento la reduccién de NBT.

4.4.6.2 Actividad de enzima catalasa

La actividad de la enzima catalasa (CAT) fue determinada por medio del registro
del decaimiento de la absorbancia a 240 nm, como se ha descrito previamente
(Rivero Osinami y col., 2016). Para ello, 2x10° células/ml se cultivaron en placas
estériles de 6 pocillos y luego se trataron con Ace o Ace CF (0,1, 1,10 y 100 uM)
por 4 o 24 h. Posteriormente, se obtuvieron lisados celulares con NazHPO4 50
mM conteniendo 0,1% triton X-100. La actividad de CAT fue determinada en 500
Ml de mezcla de reaccion (NazHPO4 50 mM pH 7,0, H202 81,5 mM) a 37 °C luego
del agregado de 10 ug de proteina por muestra. La linea de base de absorbancia
de mantuvo constante y la absorbancia de la mezcla de reaccion fue
estrictamente controlada para que partiera de 1,000 unidades de absorcién. La

actividad de CAT se expresé como U/ml, usando un coeficiente de absorcién
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molar del peréxido de hidrégeno (40 Mt cm™?). El contenido de proteinas fue

cuantificado mediante el método de Bradford (1976).

4.4.6.3 Actividad de enzima glutation S-transferasa

La actividad de Glutation S-transferasa (GST) fue determinada
espectrometricamente a 340 nm de acuerdo a Rivero Osimani y col. (2016). Para
ello Para ello, 2x10° células/ml se cultivaron en placas estériles de 6 pocillos y
luego se trataron con Ace o Ace CF (0,1, 1, 10 y 100 uM) por 4 0 24 h. Los lisados
celulares fueron obtenidos en buffer fosfato de sodio (0,1 M, pH 6,5) conteniendo
50 mM de glutation y CDNB 50 mM disuelto en acetonitrilo, en un volumen final
de 1 ml. La actividad fue expresada como unidades de GST. Una unidad de GST
fue definida como el equivalente de enzima para producir el conjugado con
CDNB (nmol/min x mg proteina) utilizando el coeficiente de absortividad molar
del conjugado (9,6 M1 cm™). El contenido de proteinas fue cuantificado mediante
el método de Bradford (1976).

4.4.6.4 Contenido de GSH total

El contenido de glutatién reducido (GSH) fue determinado mediante la técnica
colorimétrica de Ellman (1959). La cual se basa en el desarrollo de color luego
de que el &cido 5,5 -ditio bis-2-nitrobenzoico (DTNB) interaccione con los grupos
sulfhidrilos del GSH. Para ello, 2x10° células/ml fueron cultivadas en placas
estériles de 6 pocillos y tratados con Ace o Ace CF (0,1, 1, 10 y 100 uyM) por 4 o
24 h. Se obtuvieron los lisados celulares en buffer fosfato de sodio (0,1 M, pH
6,5) y se cuantifico la concentracién de proteinas con el método de Bradford
(1976). Luego, 250 ul de cada lisado fueron tratados con &cido tiobarbiturico
(10%) y centrifugados a 10.000 g a 4 °C durante 10 minutos. La reaccion se inicié
al momento de adicionar el reactivo de Ellman (1,5 mM DTNB en buffer fosfato
de sodio 0,25 M). Para la cuantificacion de GSH se realiz6 una curva de
calibracion con estandar GSH (0 a 8 nmol). Las determinaciones se realizaron a
412 nm (espectrofotdmetro UV/vis 16030 Shimadzu). Los resultados se

expresaron como porcentajes de GSH comparados con el control.
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4.4.7 Evaluaciéon de biomarcadores de dafio oxidativo

Para evaluar el posible dafio oxidativo vinculado a la exposicion a Neo en la linea
celular HTR-8/SVneo, se analizo el efecto de Ace y Ace CF en las principales
biomoléculas plausibles de ser dafiadas en un escenario de estrés oxidativo.
Para ello se estudi6é la oxidaciébn de proteinas por medio de la técnica de
Productos Avanzados de Oxidacién Proteica (PAOP); la peroxidacion de lipidos
por medio de la determinacion de Sustancias Reactivas del Acido Tiobarbitirico
(TBARS); y la fragmentacion en el ADN como medida de dafio genotoxico, a
través del ensayo cometa alcalino. Las técnicas mencionadas se describen a

continuacion.

4.4.7.1 Oxidacion de proteinas

La oxidacion de proteinas fue determinada mediante la técnica de Productos
Avanzados de Oxidacion Proteica -PAOP- (Advanced Protein Oxidation
Products) como ha sido descripta previamente (Virginia y col., 2013). Para ello,
3x10° células/ml fueron cultivadas en placas estériles de 12 pocillos y luego de
alcanzar la confluencia fueron tratadas con Ace o Ace CF (0,1, 1, 10 y 100 pM)
por 4y 24 h a 37 °C o pre-incubados con NAC (2 mM) previo al tratamiento con
Neo. Se obtuvieron los homogenatos de los tratamientos en PBS y 150 ul de los
mismos se mezclaron con &cido acético al 10% (Cicarelli, San Lorenzo, Santa
Fe, Argentina) y 1,16 M de ioduro de potasio. La absorbancia del producto fue
registrada a 340 nm (espectrofotometro UV/vis 16030 Shimadzu). Para la
cuantificacion se emple6 estandar de cloramina T (Cicarelli, San Lorenzo, Santa
Fe, Argentina) para la curva de calibracidn. Los resultados se expresaron como
pmol cloramina/mg proteina. La determinacion de la concentracion de proteinas

se llevo a cabo por el método de Bradford (1976).
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4.4.7.2 Peroxidacion lipidica

La peroxidacion de lipidos fue determinada por medio de la determinacion de
sustancias reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS, por su sigla en inglés), de
acuerdo a Bustos y col. (2016). En resumen, 3x10° células/ml fueron cultivadas
en placas estériles de 12 pocillos y tratadas con el insecticida Ace o su
formulacion comercial Ace CF, durante 4 y 24 h de exposicion a las
concentraciones previamente mencionadas. Asimismo, se evalué la pre-
incubacion con el antioxidante NAC (2 mM) 2 h previos a la exposicion con los
insecticidas. Luego del tratamiento, se obtuvieron los homogenatos celulares en
250 pl de PBS pH 7,4. 200 ul de homogenato fueron mezclados con mezcla de
reaccion formada por acido tiobarbittirico (TBA 0,5%), acido clorhidrico (HCI
0,25N) y acido tricloroacético (TCA 15%). Posteriormente, 350 pl de
butanol:piridina (15:1) fueron incorporados para extraer los productos de
peroxidacion lipidica. Las muestras se centrifugaron a 1000 x g durante 5
minutos y la absorbancia de la fase organica fue registrada a 540 nm
(espectrofotémetro UV/vis 16030 Shimadzu). Para la cuantificacion se empleo la
curva de calibracion obtenida a partir de malondialdehido como estandar
(concentraciones entre 0 y 100 nM). El contenido de proteinas fue determinado
por el método de Bradford (1976) y los resultados fueron expresados nmol

MDA/mg proteina.

4.4.7.3 Dafo en ADN

El dafio al ADN fue determinado por el ensayo cometa alcalino, como se
describi6é previamente de acuerdo a Simoniello y col. (2010). Para ello 2x10°
células/ml fueron cultivadas en placas estériles de 12 pocillos y tratadas con Ace
y Ace CF durante 4 y 24 h. Ademas, se estudi6 también el efecto de la
preincubacién con NAC (2 mM) 2 h previo al tratamiento con los insecticidas.
Luego de la exposicion a Neo, los tratamientos fueron removidos y las células
suspendidas en PBS pH 7,4. Posteriormente, las células fueron fijadas en porta
objetos los cuales contenian agarosa de bajo punto de fusion al 1%. Los porta
objetos fueron colocados en buffer de lisis frio (NaCl 2,5 M, Na2EDTA 100 mM,
10mM Tris, pH 10,0-10,5), al cual se le adiciono Triton X-100 (1% v/v) y DMSO
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(10% v/v), durante 1-5 dias méaximo. Posteriormente, los porta objetos fueron
incubados durante 20 minutos en oscuridad en cuba de -electroforesis
conteniendo solucion de buffer alcalino (NaOH 10 N y Na2EDTA 200 mM,
pH>10). Al finalizar este periodo, se realizo la electroforesis del ADN durante 20
minutos a 25 V - 300 mM. Luego de la electroforesis, se retiraron los porta objetos
y la solucion alcalina remanente fue neutralizada con lavados sucesivos con Tris-
Hcl 0,4 M (pH 7,5) a temperatura ambiente y los porta objetos fueron fijados con

etanol absoluto.

Para el analisis de microscopia de los cometas, los porta objetos fueron
codificados, mezclados y seleccionados al azar para su determinacion. En el
momento de la determinacion se adicioné bromuro de etidio (20 ug/ml) en cada
porta objetos. Luego se contabilizaron 100 células en cada porta objetos por
triplicado por cada tratamiento. Esta determinacion se realiz6 observando cada
porta objeto a 20X en microscopio de epifluorescencia Nikon® 80i, con un filtro
de excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm acoplado con
camara digital. Los cometas fueron analizados visualmente y categorizados en
una escala de | a IV, de acuerdo al nivel de ADN dafiado (Figura 17). Las cuatro
categorias estan establecidas de acuerdo a la longitud total del cometa:
categoria | (<20 um), categoria Il (20-40 um), categoria lll (40-80 um) y categoria
IV (>80 um) (Cortés-Gutiérrez y col., 2012; Quintanay col., 2017). Los resultados
fueron expresados como valores promedio de indice de dafio genotdxico, siendo

este determinado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

4

Indice de dafio genotoxico = z i x (Namero de celulascqtegoria i)
i=1
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Figura 17: Escala de fragmentacion de ADN empleada en ensayo cometa. Ordenados de
izquierda a derecha de acuerdo a la longitud total del cometa: categoria | (<20 um), categoria Il
(20-40 pm), categoria Ill (40-80 um) y categoria IV (>80 pm). Fuente: modificado de Cortés-
Gutiérrez y col. (2012)

4.5 Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas en las muestras en todo el trabajo de tesis, se
realizd por medio de la técnica de Bradford (1976). Se empleo el reactivo de
Bradford comercial (Bio-Rad) diluyéndolo en agua destilada en un factor de
dilucion 1:5 en el momento de la cuantificacion. Para la reaccién se tomaron
entre 1y 5 pl de muestra (lisados celulares de acuerdo a cada técnica descripta
a previamente), luego se agrego 1,2 ml de la solucion de Bradford. La mezcla de
reaccion se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente protegida de la
luz solar y posteriormente la absorbancia del compuesto coloreado fue
monitoreada espectrofotométricamente a 595 nm (espectrofotometro UV/vis
16030 Shimadzu). Adicionalmente, se utilizé blanco de reactivos y una curva de
calibracién, con un testigo de albumina sérica bovina de 1 mg/ml. La
concentracion de proteinas de la muestra biolégica fue determinada en base a
la curva estandar de albumina sérica bovina, la cual incluyé concentraciones
desde 0,015 a 1 mg/ml.

4.6 Analisis estadistico

Todos los datos fueron obtenidos de por lo menos tres réplicas biologicas y los
resultados fueron mostrados como promedio + desviacién estandar. El analisis
estadistico fue llevado a cabo por medio de Analisis de la Varianza (ANOVA)
seguido del test de Dunnet como prueba a posteriori para evaluar diferencias

significativas en comparacién al control de tratamientos. Un nivel de significancia
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de 5% (p<0,05) fue seleccionado para evaluar diferencias significativas. El
analisis estadistico y los graficos de barras fueron realizados con el software
GraphPad Prism v5.
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5. Resultados




5.1 Efecto de clorpirifos en la respuesta inmune innata de trofoblastos
humanos

5.1.1 Estudio de la actividad de acetilcolinesterasa

El blanco primario de accion de los insecticidas OF es la enzima AChE, su
inhibicion resulta en la acumulacién de acetilcolina y por consiguiente en los
efectos neurotoxicos reportados (Burke y col., 2018). Para evaluar el posible
efecto de clorpirifos (CP) sobre la respuesta innata de trofoblastos humanos,
como blanco alternativo, se analiz6 inicialmente el efecto del OF sobre la
actividad del blanco primario. En este sentido, para estudiar si CP es capaz de
inhibir la enzima AChE en trofoblastos humanos HTR-8/SVneo se evaluo la
actividad basal de la enzima por el método de Ellman descripto previamente. Se
determind que la enzima AChE presenta actividad basal en esta linea celular
(6,37 £ 0,404 nmol/min x mg de proteina). Se estudid la actividad enzimatica
luego de la exposicion a CP (0,01 a 100 uM) durante 4 y 24 h de exposicion
(Figura 18). El insecticida CP no indujo cambios significativos en la actividad de
AChE a tiempos cortos de exposicion (4 h), como se muestra en la Figura 18.A.
Sin embargo, a tiempos mas prolongados (24 h), se observa una disminucién
significativa de la actividad enzimatica a altas concentraciones del plaguicida, 10
y 100 uM (Figura 18.B).
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Figura 18: Actividad de la enzima acetilcolinesterasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La actividad
de AChE fue determinada luego de la exposicion al insecticida clorpirifos (CP) (0,01-100 uM)
luego de 4 (A) 24 (B) h de exposicion. La actividad AChE fue expresada como nmol/minuto x mg
de proteina. Los graficos muestran valores promedio + desviacion estandar de tres experimentos

independientes. * p<0,05 y ***p< 0,001 diferencias significativas con respecto al grupo control.
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5.1.2 Alteracion de larespuesta inmune innata de trofoblastos humanos

5.1.2.1 Expresion de receptores tipo toll (TLR)

Los receptores tipo toll (TLR) son componentes de la respuesta inmune innata y
participan en el inicio de la respuesta inflamatoria inducida por microorganismos,
estrés celular y/o dafio a los tejidos (Tangeras y col., 2014). Para estudiar si el
organofosforado CP modula la expresién de receptores TLR en trofoblastos
HTR-8/SVneo, se evaluo en las condiciones en las que se encontraron cambios
en la actividad de AChE la expresién del transcripto para los receptores tipo toll
TLR-2 y TLR-4. Para ello se empled la técnica gPCR luego de la exposicion por
24 h con el insecticida CP. Inicialmente se procedi6 al analisis de los productos
de amplificacién (especificos e inespecificos) por medio de PCR cualitativa, de
los distintos genes enddgenos YWHAZ, 18s y ciclofilina (Figura 19); y de TLR-2
y TLR-4 (Figura 20).

MP YWHAZ 18s Ciclofilina
(120 pb) (129 pb) (97 pb)

300 pb -

200 pb -

100 pb -

Figura 19: Productos de amplificacion de genes enddégenos. Se estudi6 el producto de
amplificacion de los genes enddgenos disponibles para la normalizacion de los genes de interés,
se evalud la presencia de productos especificos e inespecificos por medio de PCR convencional.

Imagen representativa de electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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MP Ciclofilina TLR-2  TLR-4
(97 pb) (101 pb)(118 pb)

300 pb -
200 pb -

100 pb -

Figura 20: Productos de amplificacion de TLR. Se estudié el producto de amplificacién de TLR-
2y TLR-4, se evalué la presencia de productos especificos e inespecificos por medio de PCR

convencional. Imagen representativa de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Una vez evaluada la especificidad de los productos de amplificacion, se procedié
a evaluar en condiciones basales la eficiencia de cebadores especificos para
cada receptor como asi también para el gen estandar interno 18s. La Tabla 19
resume la eficiencia de cada par de cebadores y los coeficientes de
determinacion para cada ajuste lineal. La Figura 21 muestra los resultados de
los ajustes de las curvas de calibracion para los cebadores estudiados y la

especificidad de los productos a través de curvas de disociacion.

Tabla 19: Eficiencias y coeficientes de determinacién (R?) de cebadores

especificos para genes de TLRy 18s

Gen Eficiencia R?
TLR-2 0,90 0,98
TLR-4 0,89 0,99

18s 1,07 0,95
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Figura 21: Puesta a punto de cebadores especificos de TLRs. Evaluacion eficiencia y
especificidad de los cebadores especificos en cuanto a ajustes lineales (izquierda) y curvas de
disociacion (derecha) para TLR-2 (A), TLR-4 (B) y del estandar interno 18s (C).

A continuacién, se estudio el nivel de expresion de los transcriptos de TLR-2 y
TLR-4 luego de la exposicion al insecticida CP por 24 h. Como se muestra en la
Figura 22, se observa que la exposicion de trofoblastos HTR-8/SVneo a
concentraciones de 10 y 100 uM de CP indujo un aumento significativo del
transcripto para TLR-2 (5,6 y 8,4 veces respecto al control, respectivamente) y
para TLR-4 (3,7 y 3,8 veces respecto al control, respectivamente) (Figura 22.Ay
22.B, respectivamente).
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TLR-2
(nivel de expresion relativa)

mil

Control 001 01 1 10 100
CP (uM)

24 T

JC 1]
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(nivel de expresion relativa)
*
*

Figura 22: Expresion relativa del transcripto para TLRs en trofoblastos HTR-8/SVneo. Efecto del
organofosforado clorpirifos (CP) (0,01-100 uM) en los niveles del transcripto para los receptores
tipo toll TLR-2 (A) y TLR-4 (B), determinado por gPCR luego de 24 h de exposicion al insecticida.
La expresion del ARNm fue representada como valores relativos comparados al control
(promedio + desviacién estandar) de tres experimentos independientes. *p<0,05, **p<0,01 y

***pn<0,001, diferencias significativas respecto al grupo control.
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5.1.2.2 Expresion proteica de TLR

Se estudio los niveles de proteina del receptor tipo toll TLR-4 mediante la técnica
de western blot, en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposicion a CP (0,01
a 100 uM) luego de 24 h de exposicion, ademas se empled lipopolisacéarido (LPS,
10 pg/ml) como control positivo. Se observd aumento significativo de los niveles
de TLR-4 luego de la exposicion a LPS, ademas se denotdé un aumento
significativo de los niveles de proteina de este receptor en todas las

concentraciones ensayadas del insecticida (Figura 23)
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Control 0,01 0,1 1 10 100 LPS
CP (uM)

CP - + + + + + -
LPS - - - - - - +

TLR-4 (95 kDa)

B-actina (43 kDa)

Figura 23: Expresion proteica de TLR-4 en trofoblastos HTR-8/SVneo. La expresion de TLR-4
fue evaluada en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposicion por 24 h al organofosforado
CP (0,01-100 uM) y a LPS (10 pg/ml) como control positivo, por medio de western blot. La
intensidad relativa de las bandas fue estimada por estandarizacion con B-actina, el andlisis de la
densitometria se realiz6 con el software Gel Pro3 Analyzer 3.2 program. Los resultados estan
expresados como promedio * desviacion estandar. *p<0,05 y **p< 0,01, diferencias significativas

con respecto al grupo control.
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En cuanto al estudio de los niveles de proteina del receptor tipo toll TLR-2, se
procedié a analizar los niveles en condiciones basales y en condiciones de
exposicion al plaguicida CP por western blot andlogamente a lo descripto con
TLR-4. Sin embargo, los anticuerpos anti-TLR-2 empleados durante el desarrollo
de esta tesis no resultaron los éptimos para evaluar los niveles de proteina en

las condiciones estudiadas.

5.1.3 Efecto de clorpirifos en la respuesta inflamatoria

La activacion de receptores tipo toll puede resultar en la liberacion de citoquinas
(Juarez Carvajal y col., 2009). Para evaluar el posible efecto de la regulacion de
TLR en trofoblastos HTR-8/SVneo, se evalud la expresidon del transcripto para
las citoquinas interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 10 (IL-10) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-) por qPCR luego de la exposicién por 24
hs con el insecticida CP. Para ello, previamente se evaluaron los productos de
amplificacion con los cebadores especificos para dichas interleuquinas por PCR
cualitativa (Figura 24). En la linea celular HTR-8/SVneo se comprobé la
presencia de transcriptos para IL-6 y TGF-3, como puede observarse en la Figura
24. No obstante, en las condiciones ensayadas no se comprobé la expresion de
citoquina IL-10 (Figura 24.A). En este sentido, para comprobar la efectividad de
los cebadores de IL-10, se empled como control la linea celular de queratinocitos
inmortalizados a partir de piel humana adulta HaCaT. Esta linea celular es
ampliamente utilizada para ensayar distintos procesos in vitro de diferenciacion,
inflamacion y reparacion, entre otros, como modelo de queratinocitos humano
(Colombo y col., 2017).
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A HTR-8/SVneo B HaCaT

MP Ciclofilina IL-6 IL-10  TGF-B Ciclofilina IL-6 IL-10 MP
(97pb) (166 pb) (117 pb) (166 pb) (97pb) (166 pb) (117 pb)
300 pb -
200 pb - -300 pb
-200 pb
-100 pb

100 pb -

Figura 24: Productos de amplificacion de citoquinas. Se estudié el producto de amplificacién de
interleuquinas 6 (IL-6) y 10 (IL-10) y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Se
evalué la presencia de productos especificos e inespecificos por medio de PCR convencional en
trofoblastos HTR-8/SVneo (A) y en queratinocitos HaCaT (B). Imagen representativa de

electroforesis en gel de agarosa al 2%.

En condiciones basales, se procedi6 a evaluar la eficiencia de cebadores
especificos para IL-6 y TGF-, como asi también para el gen estandar interno
18s, por gPCR. La Tabla 20 resume la eficiencia de cada par de cebadores y los
coeficientes de determinacién para cada ajuste lineal. La Figura 25 muestra los
resultados de los ajustes de las curvas de calibracion para IL-6 y TGF-B y la
especificidad de los productos a través de curvas de disociacion. En cuanto al

gen estandar interno 18s, estos resultados se encuentran en la Figura 21.C.

Tabla 20: Eficiencias y coeficientes de determinacién (R?) de cebadores

especificos paralos genes de citoquinas

Gen Eficiencia R2
IL-6 1,2 0,99
TGF- 0,92 0,99
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Figura 25: Puesta a punto de cebadores especificos de citoquinas. Evaluacion de eficiencia y
especificidad de los cebadores especificos en cuanto a ajustes lineales (izquierda) y curvas de

disociacion (derecha) para citoquina pro inflamatoria IL-6 (A) y citoquina anti-inflamatoria TGF-3

(B).

A continuacion, se estudi6 el nivel de expresion de los transcriptos de IL-6 y TGF-
B en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposicion al insecticida CP (0,01 a
100 uM) durante 24 h. Como control positivo, se empleo LPS (10 pg/ml) ya que
es un reconocido agonista de TLR-4. Como se muestra en la Figura 26, se
observa que la exposicién de trofoblastos HTR-8/SVneo a concentraciones de
100 uM de CP indujo un aumento significativo del transcripto para IL-6 y TGF-f3
(3,1 y 2,7 veces respecto al control, respectivamente). Resultados similares se
observaron con LPS (3,6 y 4,2 veces respecto al control, respectivamente)

(Figura 26.A 'y 26.B, respectivamente).
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Figura 26: Expresion relativa de citoquinas en trofoblastos HTR-8/SVneo. Efecto del
organofosforado CP (0,01-100 puM) en los niveles del ARNm para las citoquinas IL-6 (A) y TGF-
B (B), determinado por gPCR luego de 24 h de exposicion al insecticiday a LPS (10 pg/ml) como
control positivo. La expresion del ARNm fue representada como valores relativos comparados al
control (promedio + desviacidon estandar) de tres experimentos independientes. *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001, diferencias significativas respecto al grupo control.
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5.2 Toxicidad de insecticidas neonicotinoides en trofoblastos humanos

5.2.1 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en
la viabilidad celular de trofoblastos de primer y tercer trimestre

Los efectos de Neo sobre el embarazo, y en particular sobre la placenta y sus
tipos celulares durante el proceso de gestacion, son escasos. En este sentido,
se estudiaron posibles alteraciones en la viabilidad celular inducido por el Neo
acetamiprid, en el tipo celular especifico de la placenta: el trofoblasto. Con el
objetivo de comparar el posible efecto de Neo sobre la viabilidad de trofoblastos
de distintos estadios del embarazo, se emplearon dos lineas celulares:
trofoblastos HTR-8/SVneo representativos del primer trimestre de gestacion
(Graham y col., 1993) y trofoblastos JEG-3, representativos del tercer trimestre
de gestacion (Gohner y col., 2014; Vota y col., 2016). La viabilidad celular fue
evaluada por la técnica de MTT, luego de la exposicion a acetamiprid (Ace) o su
formulaciéon comercial (Ace CF), en concentraciones de 0,1 a 100 uM durante 4

y 24 h de exposicion.

Luego de 4 h de exposicion, no se observaron cambios significativos en la
viabilidad de trofoblastos HTR-8/SVneo expuestos a Ace, mientras que la
exposiciéon a 10 y 100 uM de Ace CF redujo significativamente la viabilidad
celular (Figura 27. A). Esta mayor toxicidad de Ace CF también fue evidenciada
en el ensayo de exposicion de 24 h. Se determiné una reduccion significativa de
la viabilidad solo con la mayor concentracién ensayada de Ace mientras que con
Ace CF se observo disminucion de la viabilidad con todas las concentraciones

ensayadas (Figura 27.B).
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Figura 27: Viabilidad de trofoblastos HTR-8/SVneo. El efecto de acetamiprid (Ace) y su
formulacién comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) en la viabilidad celular de trofoblastos HTR-
8/SVneo fue determinada por medio del ensayo con MTT luego de 4 (A) y 24 (B) h de exposicién
al insecticida. La viabilidad celular estad expresada como porcentaje promedio + desviacion
estandar de tres experimentos independientes. * p<0,05, **p< 0,01 y p<0,001 diferencias

significativas con respecto al grupo control.
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Adicionalmente, se evaluaron cambios en la viabilidad celular en la linea celular
de tercer trimestre. Los trofoblastos JEG-3 mostraron tendencias similares en
cuanto a la perdida de viabilidad luego de la exposicion con Ace y Ace CF. En la
exposicion a Ace por 4 h, no se hallaron cambios significativos en la viabilidad
celular. Mientras que, a 4 h, la exposicién a 1, 10 y 100 uM de Ace CF redujo
significativamente la viabilidad celular (Figura 28.A). A diferencia de trofoblastos
HTR-8/SVneo, la exposicion por 24 h a Ace no resultdé en cambios significativos
en la viabilidad celular (Figura 28.B). Mientras que a 24 h se observé una
reduccion significativa de la viabilidad en todas las concentraciones ensayadas
con Ace CF (Figura 28.B).
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Figura 28: Viabilidad de trofoblastos JEG-3. El efecto de acetamiprid (Ace) y su formulacion
comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) en la viabilidad celular de trofoblastos JEG-3 fue determinada
mediante el ensayo de MTT luego de 4 h (A) y 24 h (B) de exposicién al insecticida. La viabilidad
celular esta expresada como porcentaje promedio + desviacion estandar de tres experimentos
independientes. * p<0,05, **p< 0,01 y p<0,001 diferencias significativas con respecto al grupo

control.
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5.2.2 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en
la produccion de especies reactivas de oxigeno en trofoblastos de primer
y tercer trimestre

Se estudié la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) luego de la
exposicion al neonicotinoide Ace y su formulado comercial Ace CF. Los niveles
ERO se evaluaron, por un lado, mediante la técnica de reduccion del NBT tanto
en trofoblastos HTR-8/SVneo como en JEG-3. El ensayo de reduccion de NBT
permite determinar principalmente la presencia de anidén superoéxido, el cual es

el precursor de otras ERO.

Los resultados indicaron que en trofoblastos HTR-8/SVneo la incubacion por 4 h
con Ace no indujo cambios significativos en los niveles de anion superoéxido,
mientras que la formulacion comercial Ace CF aumento significativamente los
niveles de esta especie reactiva a concentraciones de 10 y 100 uM, con respecto
al control (Figura 29.A). A tiempos mas prolongados de exposicion (24 h) con los
insecticidas, Ace no indujo cambios significativos en los niveles de anion
superoxido mientras que la exposicion a Ace CF resulté en aumento significativo

a concentraciones de 10 y 100 uM, con respecto al control (Figura 29.B).

En cuanto a la produccién de anion superéoxido en la linea celular JEG-3, no se
observaron diferencias significativas luego de la exposicion durante 4 h con Ace,
mientras Ace CF indujo aumentos en los niveles de anién superoxido en todas
las condiciones ensayadas (Figura 30.A). Tendencias similares fueron
observadas luego de 24 h de exposicién con Ace y su formulacién comercial
(Figura 30.B).
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Figura 29: Niveles de especies reactivas de oxigeno en trofoblastos HTR-8/SVneo. El efecto del

neonicotinoide acetamiprid (Ace) y su formulacion comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) en la

produccion de especies reactivas de oxigeno fue evaluada mediante la técnica de reduccion del

NBT luego de 4 h (A) y 24 h (B) de exposicion al insecticida. La reduccién del azul de

nitrotetrazolio (NBT) fue expresada como porcentaje (promedio + desviacién estandar) de tres

experimentos independientes. * p<0,05 y **p< 0,01 diferencias significativas con respecto al

grupo control.
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Figura 30: Niveles de especies reactivas de oxigeno en trofoblastos JEG-3. El efecto del
neonicotinoide acetamiprid (Ace) y su formulacion comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) en la
produccion de especies reactivas de oxigeno fue evaluada mediante la técnica de reduccion del
NBT luego de 4 h (A) y 24 h (B) de exposicién al insecticida. La reduccion del NBT fue expresada
como porcentaje (promedio * desviacion estandar) de tres experimentos independientes. *

*p<0,01 y ***p< 0,001 diferencias significativas con respecto al grupo control.

Adicionalmente, un rango mas amplio de ERO (como el radical hidroxilo,

peréxido de hidrogeno, entre otros) fue determinado por la técnica de
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fluorescencia con la sonda DCFH-DA. Los resultados demostraron que solo la
exposicion de trofoblastos HTR-8/SVneo a Ace CF (10 y 100 uM) por 4 h de
incubacion resulté en un aumento significativo de los niveles de ERO. Por otro
lado, la exposicion mas prolongada de 24 h, a Ace 10 y 100 uM aumenté los
niveles de ERO. Sumado a esto, la exposicion durante 24 h a Ace CF incrementd
significativamente los niveles de ERO a todas las concentraciones ensayadas
(Tabla 21).

En trofoblastos JEG-3, se evalud la produccion de ERO a 24 h de exposicion a
Ace y Ace C. No se observaron cambios significativos en los niveles de ERO
cuando las células fueron expuestas a Ace, mientras que su formulacion
comercial Ace CF aument6 significativamente los niveles de estas especies en

todas las concentraciones ensayadas (Tabla 21).

Tabla 21: Produccién de especies reactivas de oxigeno en trofoblastos

humanos luego de la exposicion a acetamiprid y su formulacion comercial

HTR-8/SVneo JEG-3
4 h 24 h 24 h
Ace Ace CF Ace Ace CF Ace Ace CF

Control 100,00 + 16,08 100,00 + 5,43 100.00 + 8,62
0,1 uM 102,09 + 6,14 118,61 + 13,96 95,34 + 0,98 131,71 +5,36*** 104,2 £ 11,53 218,5 + 35,34***

1 uM 104,88 +7,72 125,98 + 16,41 109,23 + 10,66 145.93 + 5,76*** 111,9 £5,77 214,5 + 40,96***
10 uM 106,87 + 4,43 130,28 + 15.50* 115,06 + 7,64* 170,46 + 1,89*** 110,0 £ 19,23 226,9 £ 51,10%**
100 pM 110,52 + 4.37 141,66 + 28,78** 115,45 + 2,45* 180,82 + 6,81*** 105,5 + 14,14 177,0 + 42,26*

Los resultados estan expresados como porcentaje de intensidades de fluorescencia relativa
comparados contra el control (promedio * desviacién estdndar) de tres experimentos
independientes. * p<0,05, **p< 0,01 y p<0,001 diferencias significativas con respecto al grupo

control.

130



Considerando que en el periodo de gestacion en el cual ocurre la exposicion es
determinante de los efectos toxicos y del desarrollo del embarazo; y que el
desarrollo embrionario y de la placenta durante el primer trimestre de gestacion
constituye una ventana critica de vulnerabilidad (Coles 1994; Sanchez Capel
2012) y que la toxicidad celular de Ace se encuentra presente en los trofoblastos
de primer trimestre (Figura 29.B, Tabla 21), es que se decidié continuar con la

evaluacion de los mecanismos la toxicidad de Neo en trofoblastos HTR-8/SVneo.

5.2.3 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en
la produccion de especies reactivas de nitrégeno

Las especies reactivas de nitrégeno (ERN), junto a las ERO, son moléculas muy
reactivas que en concentraciones controladas cumplen funciones biol6gicas. Sin
embargo, un incremento marcado de las mismas puede estar acompafiado de
alteraciones en las funciones celulares como asi también dafio a biomoléculas,
produciendo dafio placentario (Wu y col.,, 2015). Una forma de medir la
produccién de ERN es a través de la determinacion de oxido nitrico. De esta
manera, se evalud la produccion de ERN mediante la técnica de Griess. Para
ello, se expuso a la linea celular HTR-8/SVneo a Ace o Ace CF (0,1 a 100 uM)
durante 4 y 24 h. Los resultados no mostraron cambios significativos en los
niveles de ERN en las condiciones ensayadas, en comparacion con el control
(Tabla 22).
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Tabla 22: Producciéon de especies reactivas de nitrogeno en trofoblastos
HTR-8/SVneo luego de la exposicion a acetamiprid y su formulacion

comercial luego de 4y 24 h de exposicion.

4h 24 h
Ace Ace CF Ace Ace CF
Control 1,250+0,202 1,485+0,229
0,1 uM 1,477+0,557 1,091+0,186 1,25040,261 1,508+0,381
1uM 1,227+0,241 1,087+0,023 1,091+0,182 1,393+0,225
10 yM 1,424+0,210 1,304+0,172 1,273+0,413 1,350+0,098
100 pM 1,636+0,129 1,365+0,029 1,455+0,091 1,407+0,186

Los resultados estan expresados como concentracion de 6xido nitrico (UM) (promedio *

desviacién estandar) de tres experimentos independientes.

5.2.4 Estudio de la via de muerte celular gatillada por el neonicotinoide
acetamiprid y su formulado comercial

La apoptosis es tipo de muerte celular programada cuya funcién es regular y
eliminar células que no deben permanecer en el organismo ya sea por que estén
dafiadas, infectadas o sean redundantes. Es por ello que la apoptosis es
necesaria para el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, para el
desarrollo embrionario y para el correcto funcionamiento del sistema inmune. Se
conocen dos vias que median la activacién de este proceso fisiolégico: la via
extrinseca de los receptores de muerte, activada por la unién de ligandos
extracelulares a receptores de muerte de la membrana plasmatica; y la via
intrinseca o mitocondrial, que es desencadenada principalmente como respuesta
a sefales de estrés celular. Las proteinas de la familia Bcl-2 tienen un importante
papel en la regulacién de la via intrinseca. Dentro de este grupo de proteinas
encontramos una gran variedad de proteinas vinculadas a funciones pro-

apoptoticas y anti-apoptoticas (Ramirez-Garcia y col., 2014).

Con el objetivo de indagar si la apoptosis era una posible via de muerte vinculada

a la exposicion con Neo en trofoblastos HTR-8/SVneo, se estudio el nivel de
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expresion de la proteina pro-apoptética Bax y de la proteina anti-apoptética Bcl-
2 y la relacion entre estas (Bax/Bcl-2). El estudio de los niveles de las proteinas
Bax/Bcl-2 se realiz6 por western blot luego de la exposicion de las células a Ace
o Ace CF (0, 0,1 1, 10 y 100 puM) por 24 h. Se determiné que Ace y Ace CF
alteraron significativamente la relacion Bax/Bcl-2 en este modelo. Ace
incremento la relacion Bax/Bcl-2 en las concentraciones 1, 10 y 100 uM (Figura
31.A) mientras que tras la exposicion con Ace CF se observo un aumento de

esta relacion en todas las concentraciones ensayadas (Figura 31.B).
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Figura 31: Niveles de expresion proteica de Bax y Bcl-2. La expresion de Bax y Bcl-2 fue
evaluada en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposicién por 24 h al neonicotinoide
acetamiprid (Ace) y su formulacién comercial (Ace CF) (0,1-100 uM), por medio de western blot
(A 'y B respectivamente). La intensidad relativa de las bandas fue estimada por estandarizacion
con B-actina, el andlisis de la densitometria se realizé con el software Gel Pro3 Analyzer 3.2
program. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. * p<0,05, **p<

0,01 y p<0,001 diferencias significativas con respecto al grupo control.
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5.2.5 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en
la migracion celular

La migracion celular es un proceso importante en el desarrollo y mantenimiento
del organismo y en el embarazo representa, junto a la invasion, un proceso clave
para la correcta implantacion del embrién. Se evalud la migracion celular de
trofoblastos HTR-8/SVneo mediante el ensayo de herida (wound healing), luego
de la exposicion durante 24 h a Ace y Ace CF (Figura 32.A y 32.B). No se
observaron cambios significativos en la capacidad migratoria de la linea celular

en las condiciones ensayadas (Figura 33).
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Figura 32: Migracion celular de trofoblastos HTR-8/SVneo. La capacidad de migracion de la linea celular HTR-8/SVneo fue evaluada mediante ensayo de
herida luego de 24 h de exposicion al insecticida Ace (A) y Ace CF (B), imagenes representativas de campo claro (10X).
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Figura 33: Migracién celular de trofoblastos HTR-8/SVneo. La capacidad de migracion de la linea
celular HTR-8/SVneo fue evaluada mediante ensayo de herida luego de 24 h de exposicién al
insecticida Ace y Ace CF. Los resultados se expresaron como porcentaje de area de herida

remanente (promedio + desviacién estdndar) de tres experimentos independientes.

5.2.6 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en
la expresion receptor nicotinico de acetilcolina

El blanco primario de accién de Neo son los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) (Bass y Field 2018). Por ello se estudi6 el efecto de Neo en la expresion
de nAChR en trofoblastos HTR-8/SVneo. Se procedio a evaluar la eficiencia de
cebadores especificos para a7 nAChR, empleandose el gen YWHAZ como gen
estandar interno (Figura 34). La Tabla 23 resume la eficiencia de cada par de
cebadores y los coeficientes de determinacion para cada ajuste lineal.
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Figura 34: Puesta a punto de cebadores especificos de a7 nAChR. Evaluacion eficiencia y
especificidad de los cebadores especificos en cuanto a ajustes lineales (izquierda) y curvas de
disociacion (derecha) para a7 nAChR (A) y gen estandar interno YWHAZ (B).

Tabla 23: Eficiencias y coeficientes de determinacién (R?) de cebadores
especificos para a7 nAChR e YWHAZ.

Gen Eficiencia R2
a7 nAChR 1,07 0,97
YWHAZ 1,20 0,98

La expresion del transcripto de la subunidad a7 de los receptores nicotinicos de
acetilcolina (a7 nAChR) fue analizado luego de la exposicion por 24 hs con el
principio activo Ace y con su formulacion comercial (Ace CF). Estos resultados
indican que los trofoblastos HTR-8/SVneo expresan la subunidad a7 nAChR, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresion en las

condiciones ensayadas (Figura 35).
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Figura 35: Expresion relativa del transcripto para a7 nAChR en trofoblastos HTR-8/SVneo: el
efecto del neonicotinoide acetamiprid (Ace) y su formulacién comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) en
los niveles del transcripto para la subunidad a7 del receptor nicotinico de acetilcolina (a7 nAChR)
fue determinado por gPCR luego de 24 h de exposicién al insecticida. La expresion del ARNm
fue expresada como valores relativos comparados al control (promedio *+ desviacién estandar)
de dos experimentos independientes.

5.2.7 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en
la defensa antioxidante celular.

El desbalance oxidativo puede ocurrir como resultado del aumento de especies
reactivas, disminucion de las moléculas enzimas antioxidantes y moléculas
encargadas de eliminar especies reactivas, 0 una combinacion de ambas (Sies
2015). Se evalué la homeostasis redox mediante la determinacion de la actividad
de las enzimas vinculadas a la defensa antioxidante: superdoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation S-transferasa (GST), ademas se determino el
contenido de glutation (GSH); luego de la exposicion a Ace y su formulado
comercial Ace CF.

5.2.7.1 Actividad de superoxido dismutasa

La actividad de SOD en trofoblastos HTR-8/SVneo se determiné indirectamente
a través de la reduccién de NBT (Bustos y col., 2016) en las células expuestas
0,1-100 uM de Ace y Ace CF por 4 hy 24 h. El estudio de la actividad de la
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SOD (U/mg proteina)

enzima SOD indicé que Ace no modifico significativamente la actividad de esta
enzima en las condiciones y tiempos ensayados. Por el contrario, el formulado
comercial Ace CF a altas concentraciones (10 y 100 pM) redujo
significativamente la actividad tanto a 4 h como a 24 h de exposicion (Figura 36.A

y 36.B).
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Figura 36: Actividad de la enzima superoxido dismutasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La
actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) fue determinada luego de la exposicion al
insecticida acetamiprid (Ace) y su formulacion comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) por 4 h (A) y 24
h (B) de exposicién. La actividad SOD fue expresada como U/mg de proteina. Los graficos
muestran valores promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. * p<0,05

y **p< 0,01 diferencias significativas con respecto al grupo control.

5.2.7.2 Actividad de catalasa

La actividad de CAT en trofoblastos HTR-8/SVneo se determiné mediante el
registro del decaimiento de la absorbancia del peréxido de hidrogeno (Rivero-
Osimani y col. 2016), en las células expuestas 0,1-100 uM de Ace y Ace CF por
4 h'y 24 h. Los resultados demuestran que la actividad de la enzima CAT
disminuyo luego de 4 h de exposicion a la concentracion mas alta de Ace
empleada, mientras que, a tiempos mas prolongados, la actividad se redujo
significativamente a 10 y 100 uM de Ace. En cuanto al formulado Ace CF, se
observé una disminucion de la actividad de CAT a 10 y 100 uM luego de 4 h de
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exposicion, mientras que en tiempos mas prolongados la actividad disminuyo6
significativamente en concentraciones 1, 10 y 100 uM del formulado Ace CF
(Figura 37.Ay 37.B).
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Figura 37: Actividad de la enzima catalasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La actividad de la
enzima catalasa (CAT) fue determinada luego de la exposicion al insecticida acetamiprid (Ace) y
su formulacion comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) por 4 h (A) y 24 h (B) de exposicion. La actividad
CAT fue expresada como U/mg de proteina. Los graficos muestran valores promedio +
desviacion estandar de tres experimentos independientes. * p<0,05 y ***p<0,001 diferencias

significativas con respecto al grupo control.
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5.2.7.3 Actividad de glutation S-transferasa

La actividad de GST en trofoblastos HTR-8/SVneo fue determinada
espectrofotométricamente, como se ha descripto previamente (Rivero Osimaniy
col., 2016). El andlisis de la actividad de GST indic6 que el principio activo Ace
no fue capaz de alterar la actividad de esta enzima en todas las condiciones y
tiempos ensayados. En contraste, el formulado comercial Ace CF disminuyo
significativamente la actividad de GST a concentraciones de 1, 10 y 100 uM, en

la condicién mas prolongada de cultivo de 24 h (Figura 38.A 'y 38.B).
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Figura 38: Actividad de la enzima glutation S-transferasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La
actividad de la enzima glutatién S-transferasa (GST) fue determinada luego de la exposicion al
insecticida acetamiprid (Ace) y su formulacién comercial (Ace CF) (0,1-100 uM) por 4 h (A) y 24
h (B) de exposicion. La actividad GST fue expresada como U/mg de proteina. Los gréficos
muestran valores promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. * p<0,05

diferencias significativas con respecto al grupo control.
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5.2.7.4 Contenido de glutation reducido

El nivel de glutation reducido (GSH) en trofoblastos HTR-8/SVneo fue
determinado colorimétricamente con el reactivo de Ellman (1959), en las células
expuestas 0,1-100 uM de Ace y Ace CF por 4 h y 24 h. Los resultados
demuestran que el contenido de GSH luego de la exposicion a Ace y Ace CF no
mostré cambios significativos en comparacion al control en todas las condiciones
estudiadas (Figuras 39.A 'y 39.B).
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Figura 39: Contenido de glutatién reducido en trofoblastos HTR-8/SVneo. El contenido de
glutatién reducido (GSH) fue determinado luego de la exposicidn al insecticida acetamiprid (Ace)
y su formulacion comercial (Ace CF) (0,1-100 pM) por 4 h (A) y 24 h (B) de exposicion. El
contenido de GSH fue expresado como porcentaje (promedio + desviacion estandar) de tres

experimentos independientes comparado contra el control.
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5.2.8 Dafio oxidativo a biomacromoléculas inducido por el neonicotinoide
acetamiprid y su formulado comercial

Con el objetivo de determinar si el estrés oxidativo inducido por Ace y Ace CF
impacta en las macromoléculas celulares, se determinaron en las células
tratadas con Ace y Ace CF, distintos biomarcadores de dafio oxidativo: productos
avanzados de oxidacion proteica (PAOP), peroxidacion de lipidos (TBARS) y
dafio en el ADN (ensayo cometa). El efecto directo o indirecto de especies
reactivas, llevan a la produccion de derivados carbonilos y PAOP. Estos ultimos
suelen ser empleados como marcadores para establecer dafio oxidativo ya que
son mas estables, se forman tempranamente y se mantienen por mas tiempo en
circulaciéon en comparacién con los peréxidos lipidicos (Dalle-Donne y col.,
2003a). En relacién a la peroxidacion de lipidos, se conoce que este proceso
genera especies como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal.
Particularmente, el MDA es uno de los productos mayoritarios de esta reaccién
en cadena y es capaz de reaccionar con acido tiobarbittrico (TBA), dando lugar
a un aducto coloreado que puede medirse facilmente por medio de técnicas
espectrométricas (Bustos y col., 2016). Dentro de estos biomarcadores de dafio
oxidativo, el ensayo cometa es un marcador indirecto de dafio cromosémico que
detecta un amplio espectro de dafio al ADN y esta validado para estudios
regulatorios de genotoxicidad (Tice y col., 2000; Muniz y col., 2008; Simoniello y
col.,, 2008). El ensayo cometa es una prueba citogenética molecular cuya
sensibilidad permite detectar pequefios dafios genéticos (como roturas de
cadena, sitios labiles al alcali, entre otros) que se presentan como dafio basal en
células normales o como resultado de la exposicion a xenobidticos (Lodofio-

Velasco y col., 2019).

5.2.8.1 Oxidacion de proteinas

Los niveles de proteinas oxidadas se determinaron mediante la técnica de
productos avanzados de oxidacion proteica (PAOP) en células HTR-8/SVneo
expuestas 0,1-100 pM de Ace y Ace CF por 4 h y 24 h. Los resultados
demuestran quela incubacion de las células por 4 h con Ace no indujo cambios
significativos en PAOP, mientras que las concentraciones de 10 y 100 uM del
formulado comercial Ace CF incrementaron significativamente la oxidacion de
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proteinas (Figura 40.A). La incubacion a tiempos mas prolongados (24 h) resulté
en un aumento significativo en los niveles de PAOP en 100 uM de Ace y en todas

las concentraciones ensayadas con Ace CF (Figura 40.B).
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Figura 40: Dafio oxidativo a proteinas en trofoblastos HTR-8/SVneo. El dafio oxidativo a
proteinas fue determinado por el método Productos Avanzados de Oxidacion Proteica (PAOP),
luego de la exposicion a acetamiprid (Ace) y su formulacién comercial (Ace CF) luego de 4 h (A)
y 24 h (B) de exposicién al insecticida. Se determinaron los PAOP y los resultados fueron
expresados como pM de cloramina/mg de proteina (promedio + desviacion estandar) de tres
experimentos independientes. * p<0,05 y ***p< 0,001 diferencias significativas con respecto al

grupo control.
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5.2.8.2 Oxidacion de lipidos

Los niveles de lipidos oxidados se estudiaron mediante la determinacion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS); en las células expuestas
0,1-100 uM de Ace y Ace CF por 4 h'y 24 h. Los resultados demuestran que la
exposicion a Ace por 4 y 24 h no indujo aumentos significativos en los niveles de
MDA celulares (Figura 41). En contraste la exposicion de los trofoblastos a Ace
CF por 4 h incrementd significativamente los niveles de MDA a altas
concentraciones (10 y 100 uM) (Figura 41.A). Asimismo, la exposicion de las
células a Ace CF por 24 h, resulté en un aumento significativo en los niveles de
MDA en las concentraciones de 1, 10 y 100 uM (Figura 41.B).
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Figura 41: Dafio oxidativo a lipidos en trofoblastos HTR-8/SVneo. El dafio oxidativo a lipidos fue
determinado por el método de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), luego de la
exposiciéon a acetamiprid (Ace) y su formulacién comercial (Ace CF) luego de 4 h (A) y 24 h (B)
de incubacién. Se determinaron las TBARS vy los resultados fueron expresados como nM de
MDA/mg de proteina (promedio + desviacién estandar) de tres experimentos independientes. *

p<0,05 y ***p< 0,001 diferencias significativa con respecto al grupo control.

5.2.8.3 Dafo en el ADN

La posible presencia de dafio en el DNA fue investigada mediante el ensayo de
cometa alcalino. Las células HTR-8/SVneo fueron tratadas con Ace y Ace CF en
las concentraciones previamente establecidas por 4 y 24 h. El tratamiento con
Ace no mostré cambios significativos en el indice de dafio genotoxico en las
condiciones ensayadas (Figuras 42.A y 42.B). Asimismo, el indice de dafio
genotoxico fue significativamente mayor en las células tratadas con Ace CF 0,1,
1, 10 y 100 puM en comparacion contra el control, tanto en exposiciones de 4 h
como de 24 h (Figuras 42.A y 42.B). En la Figura 43 se muestran Imagenes

representativas de cada condicion luego de 24 hs de exposicién.
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Figura 42: Dafio en ADN en trofoblastos HTR-8/SVneo. El dafio en el ADN fue determinado

luego de la exposicion a acetamiprid (Ace) y su formulacion comercial (Ace CF) luego de 4 h (A)

y 24 h (B) h de incubacion. Se determiné el indice de dafio genotéxico por medio del ensayo

cometa alcalino. Los resultados fueron expresados promedio + desviacidn estandar, **p< 0,001

diferencias significativas con respecto al grupo control.
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Figura 43: Dafio en ADN en trofoblastos HTR-8/SVneo. El dafio en el ADN fue determinado luego de la exposicién a acetamiprid (Ace) y su formulacién
comercial (Ace CF) luego de 24 h de incubacidn. La figura muestra imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de cometas en trofoblastos

HTR-8/SVneo luego de electroforesis en agarosa de bajo punto de fusién al 1%.
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5.2.9 Efecto de pre incubacion con antioxidantes

5.2.9.1 Efecto del antioxidante N-acetil I-cisteina en la prevencion de la muerte
celular inducida por el neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial

Para estudiar si el estrés oxidativo observado estaba asociado con la muerte
celular inducida por el tratamiento con Neo, los trofoblastos fueron pre-incubados
con el antioxidante de amplio espectro N-acetil I-cisteina (NAC, 2 mM) previo a
la exposicion con Ace y Ace CF. Se determino la viabilidad celular con el ensayo
de MTT en las células expuestas al principio activo y el formulado comercial y a
las células previamente tratadas con NAC y posteriormente expuestas a Neo.
Los resultados demuestran que el pre-tratamiento con NAC previno
significativamente la perdida de la viabilidad celular a 10 y 100 pM (Tabla 24).

Tabla 24: Efecto del pre tratamiento con el anitoxidante N-acetil L-cisteina
(NAC) en la viabilidad celular en la exposicién a acetamiprid (Ace) y su

formulacién comercial (Ace CF) por 24 h.

NAC (2mM)
Control 100,00 + 9,47 100,00 + 6,05
Ace 0,1 94,66 + 13,55 107,20 + 13,37
1 92,82 + 11,68 94,66 + 8,67
(MM)
10 86,46 + 6,32 102,00 + 7,57
100 79,26 + 5,04™ 98,66 + 6,152
Ace CF 0,1 62,42 + 10,14™ 99,36 + 10,420
1 70,53 + 5,78™ 98,20 + 7,29b
(MM)
10 67,60 + 16,48 99,55 + 7,21
100 56,92 + 15,84™ 98,12 + 5,31b

Los resultados fueron expresados como promedio + desviacion estandar, **p< 0,01 y ***p< 0,001
representan diferencias estadisticas comparadas contra el control de tratamientos. 2p< 0,05 y
bp< 0,01, representan diferencias significativas entre cada tratamiento con el insecticida vs
insecticida + NAC, en las condiciones en las que previamente se observaron reduccion en la
viabilidad.
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5.2.9.2. Efecto del antioxidante N-acetil I-cisteina en la prevencion del dafio
celular a biomacromoléculas inducido por el neonicotinoide acetamiprid y su
formulado comercial

Para estudiar si el estrés oxidativo gatillado por Neo estaba efectivamente
asociado con el dafio a biomacromoléculas observado, los trofoblastos fueron
incubados con el antioxidante de amplio espectro NAC (2 mM) previo a la
exposicion con Neo. En las condiciones en las que se observaron dafios a
biomoléculas, se determind comparativamente los niveles de proteinas oxidadas
(PAOP), lipoperoxidos (TBARS), y dafio genotéxico (ensayo cometa), en las
células expuestas al principio activo y el formulado comercial y en las células
previamente tratadas con NAC y posteriormente expuestas a Neo.
Particularmente, para Ace se evalud el efecto en la viabilidad de células HTR-
8/SVneo y la oxidacién de proteinas, ya que es donde se observaron alteraciones
significativas (Figuras 27.B y 40.B, respectivamente); mientras que para Ace CF
se evaluo el efecto del tratamiento con NAC tanto en la alteracion de la viabilidad
celular, oxidacion de proteinas y lipidos y dafio en ADN (Figuras 27.B, 40.B, 41.B
y 42.B, respectivamente). Los resultados demostraron que el tratamiento previo
con NAC previno significativamente la oxidacion de proteinas comparado con las
células tratadas solamente con 100 uM de Ace (Tabla 25). La peroxidacion
lipidica y el dafio en el ADN no fueron estudiados en células pre-tratadas NAC,
ya que como se indicé previamente la exposicién de trofoblastos con Ace no

muestra cambios significativos en estos parametros celulares.

Por otro lado, el pre-tratamiento con NAC evit6 el dafio en el ADN comparado
con alas células expuestas solamente con Ace CF, en todas las concentraciones
ensayadas. En el caso de los niveles de oxidacion de proteinas y peroxidacion
de lipidos, el pre-tratamiento con NAC no fue suficiente para prevenir en su
totalidad el dafio observado comparado contra los valores de los controles (Tabla
25). Una reduccion parcial significativa en los niveles de TBARS fue observada
en la condicion Ace CF 100 uM + NAC comparada con Ace CF 100 pM.
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Tabla 25: Efecto del pre tratamiento con el antioxidante N-acetil L-cisteina (NAC) en el dafio a biomoléculas inducido por la

exposicion a acetamiprid (Ace) y su formulacion comercial (Ace CF) por 24 h.

PAOP TBARS ) Dafio en ADN
(umol cloramina/mg proteina) (nmol MDA/mg proteina) (Indice de dafio genotoxico)
NAC (2mM) NAC (2mM) NAC (2mM)
Control 197,59 + 36,13 205,61 + 39,03 35,74 £ 0,95 38,35+7,84 253,00 + 2,83 223,00+1,41
Ace 0,1 180,30 + 29,77 174,63 £ 11,39 34,77 +0,29 ND 216,00 £ 12,49 ND
(UM) 1 209,78 £ 2,58 193,48 + 28,34 40,14 + 7,17 ND 221,67 £ 6,11 ND
10 195,09 + 8,39 218,47 £10,43 44,28 + 0,58 ND 230,67 £ 1,53 ND
100 265,19 + 0,86" 171,06 + 6,682 50,48 + 8,27 ND 226,33+ 7,23 ND
Ace 0,1 | 315,83+71,82" 262,80 + 40,33 38,63 +1,58 49,27 + 2,68 332,67 + 20,79" 227,50 + 2,12b
r 1 340,71 + 48,63" 264,60 + 26,56 72,72 £9,22™ 67,52 +13,47 343,00+ 16,64™ 218,00 + 2,82
(M) 10 304,57 + 46,06 282,90 £ 22,56 77,15 +11,28™ 61,62 +£ 0,29 351,33 +13,32™ 222,50 + 4,95b
100 | 339,04 +20,99" 294,40 + 16,10 93,35+ 5,19™ 62,27 £ 4,61° 348,50 + 38,89" 217,00 + 1,41°

Los resultados fueron expresados como promedio + desviacién estandar. *p< 0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001 representan diferencias estadisticas comparadas
contra el control de tratamientos, mientras que 2p< 0,05 y Bp< 0,01, representan diferencias significativas entre cada tratamiento con el insecticida vs insecticida
+ NAC. ND: no determinado.
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6. Discusion

152



6.1 Discusion general

La exposicidon ambiental a plaguicidas es un tema de gran relevancia tanto a nivel
mundial como a nivel regional. Representa una probleméatica ampliamente
reconocida que lleva décadas de estudio. No obstante, el avance constante en la
industria de los plaguicidas con el fin de generar sustancias mas amigables con el
ambiente o incluso la reutilizacién de familias de plaguicidas que en algin momento
dejaron de usarse, pone de manifiesto la necesidad de dilucidar los efectos
adversos que pueden producir sobre la salud humana. Por ello, actualmente se
reconoce al uso de plaguicidas como un importante problema sanitario y ambiental
(Garcia-Gomez y col., 2011; Vadillo y col., 2018).

Luego de la aplicacién de un plaguicida, entre el 30 y 80% del mismo se distribuye
en el ambiente quedando principalmente dispuesto en el suelo (Querejeta y col.,
2012; Queyrel y col., 2016, Hendriks y col., 2019) y en menor medida en la
atmosfera y cursos de agua superficiales y subterraneas (Loewy y col., 2011;
Sanchez y col., 2019; Hendriks y col., 2019). Asi, la dispersion de plaguicidas en el
ambiente propicia el contacto con organismos no blanco, es decir, con aquellos
organismos que no se espera que tomen contacto. Ejemplo de esto es la exposicion
a plaguicidas de seres humanos y de polinizadores, entre otros organismos no
blanco (Buszewski y col., 2019).

Se pueden diferenciar distintos escenarios de exposicion, aquellas personas como
los trabajadores rurales, que sufren una exposicion ocupacional, y la poblacion rural,
gque sufre una exposicibn ambiental y residencial. Distintas investigaciones
documentan las consecuencias en la salud de nifios, adolescentes y adultos
expuestos a plaguicidas, ya sea por la actividad laboral como por vivir en cercanias
de predios agricolas e incluso por la aplicacion en los hogares (Mufioz-Quezada y
Lucero 2019). Dentro de los grupos mas vulnerables se destacan a los nifios y las
mujeres embarazadas. De hecho, ha sido reportado que en la poblacion que vive
en cercanias de lugares de cultivo intensivo donde se emplean plaguicidas,
presento residuos de estos xenobidticos en orina, meconio, suero, sangre de cordon

umbilical y placenta (Ostrea y col., 2009; Bradman y col., 2011; Quirds-Alcalay col.,
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2012; Vizcaino y col., 2014). En este sentido, un estudio realizado en Estados
Unidos con 203 nifios de entre 4 y 6 afios de edad, se encontraron en muestras de
orina metabolitos dealquifosforados (asociados a plaguicidas OF) y piretroides,
relacionandose estos residuos con la aplicacion de plaguicidas en el interior de sus
domicilios (Neaher y col., 2010). Otro estudio realizado en Canad4, reporto residuos
de OF en muestras de orina de nifios en el mismo rango etario (Valcke y col., 2006).
Sumado a esto, en un estudio que analizé muestras de orina de 140 nifios de que
vivian en cercania de plantaciones de banana y platano, se detectdé metabolitos de
clorpirifos, mancozeb (ditiocarbamatos) y diversos piretroides (Van Wendel y col.,
2016).

Por otro lado, los autores Sagiv y col. (2018) en el Valle de Salinas, California,
realizaron un estudio que reclutdé a 601 mujeres embarazadas a quienes se les
recolectaron muestras de orina durante el embarazo y hallaron metabolitos de OF
(Sagiv y col., 2018). Los autores correlacionaron estos resultados con efectos
adversos en los hijos de este grupo de mujeres, observando rasgos relacionados
con un bajo comportamiento social asociado a trastornos del espectro autista.
Claramente, las investigaciones mencionadas son indicativas del impacto de la
exposicion a plaguicidas durante el embarazo y en el periodo prenatal. En este
sentido Fernandez-Cruz y col. (2020) estudiaron la exposicion prenatal a
contaminantes organicos (entre ellos incluidas distintas familias de plaguicidas) en
el noroeste de Espafia, evaluando la presencia de residuos de estas sustancias en
88 muestras de placenta y 53 muestras de meconio. Los autores encontraron en
muestras de placenta residuos de organofosforados, piretroides y organoclorados
en menor concentracion, mientras que en meconio mayores concentraciones de
organoclorados, seguido de piretroides y menor concentracion de OF. Sumado a
esto, un estudio de cohorte realizado en Bangladesh por Jaacks y col. (2019) report6
residuos de plaguicidas en muestras de orina de mujeres embarazadas. Los autores
hallaron principalmente metabolitos de clorpirifos, paration y los compuestos
parentales, también encontraron metabolitos de diazinbn y de acido 3-
fenoxibenzoico (un metabolito no especifico pero comun a varios piretroides), en

menor concentracion.
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En las ultimas décadas, los residuos ambientales de Neo han aumentado
enormemente debido a su aplicacion a gran escala en todo el mundo (Buszewski y
col., 2019; Peng y col., 2020). La exposicidon materna a Neo durante el embarazo
ha sido vinculada con resultados adversos en recién nacidos. Se han reportado
asociaciones entre la exposicion materna al Neo imidacloprid (por reportes propios
de su uso o bien por residir en sitios cercanos a los cultivos) con un aumento del
riesgo de patologias como tetralogia de Fallot (un defecto congénito del corazon),
trastornos del espectro autista y anencefalia en recién nacidos (Lin y col., 2013; Keil
y col., 2014; Carmichael y col., 2014, Yang y col., 2014). Un estudio realizado en
2019 que contemplé muestras de orina de 57 neonatos de bajo peso al nacer
reportd que el 24% de los nifios presentaban residuos de desmetil-acetamiprid (un
metabolito de Ace) mientras que al dia posnatal 14 el 12% de esos nifios mantenia
concentraciones detectables de dicho metabolito (Ichikawa y col., 2019). En
conjunto estos trabajos demuestran claramente que la exposicion a plaguicidas OF

y Neo, comienza en el periodo prenatal.

En Argentina la agricultura es un sistema productivo de gran importancia y el cual
esta caracterizado por el uso intensivo de plaguicidas. En este sentido, gran
cantidad de estas sustancias se han encontrado en cursos de agua de zonas peri-
urbanas (Mac Loughliny col., 2017), suelos (Villaamil-Lepori y col., 2013), como asi
también en frutas y vegetales para consumo de la poblacion (Mac Loughlin y col.,
2018). Particularmente, el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén es una de las regiones
histéricamente mas importantes en cuanto a produccién agricola argentina,
especialmente de frutales de pepita representando el 34% de las exportaciones del
pais (Torzano 2016; Sanchez y col., 2019). En este contexto, en las provincias de
Rio Negro y Neuquén se emplean distintas familias de plaguicidas, entre las que se
encuentran los OF y los Neo, entre otros (Cichon y col., 2015). Dependiendo de
diversos factores (como el tipo de cultivo, de la plaga a combatir, la posible
generacion de resistencia por parte de esta y las restricciones en el uso de algunos
plaguicidas como el OF metil azinfos), el INTA recomendo el uso de los OF
clorpirifos, metidation, fosmet; de los carbamatos carbaril y metomil; y la

incorporacion de Neo como tiacloprid y Ace en el Alto Valle (Cichén y Garrido 2012,
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Cichon y col., 2013), entre otras sustancias. En relacion a esto, en la region se ha
reportado la presencia de organofosforados como CP y metil azinfos, y de
carbamatos como el carbaril, tanto en aguas superficiales como subterraneas
(Loewy y col., 2011). En 2012 la Autoridad Interjurisdiccional de Cuencas (AIC)
reportd las mayores frecuencias de aparicion para los OF CP (13%) y metil azinfos
(8,7%) en monitoreos sobre el rio Neuquén, alcanzando concentraciones de hasta
0,032 ug/L, mientras que carbaril alcanzé una frecuencia de 2,9% (concentraciones
hasta 0,12 pug/L) y no reportaron valores detectables de Neo (AIC 2012). Un estudio
mas reciente llevado a cabo durante periodo de aplicacion de plaguicidas (octubre
— abril) en canales de drenaje, reporto la presencia de CP y carbaril mientras que
metil azinfos se encontré debajo de los limites de deteccion (Macchi y col., 2018).
La dificultad de detecciobn de Neo en las matrices mencionadas muchas veces
puede deberse principalmente a su rapida degradacion (como es el caso de Ace) y
a que son plaguicidas sistémicos, es decir que son absorbidos por la planta y
distribuidos en su organismo (Buszewski y col., 2019). En relacion a esto, en frutas
de pepita como la pera y la manzana se han encontrado residuos de Ace tanto en

la provincia de Neugquén como en Rio Negro (Cossi 2019).

En la region se ha demostrado la exposiciébn ambiental a plaguicidas OF en mujeres
embarazadas y nifios residentes en comunidades rurales del Alto Valle, asi como
su impacto en la placenta humana (Magnarelli y Guifiaza 2012). En este sentido,
Bulgaroniy col. (2012) llevaron a cabo un estudio en la region, en el cual estudiaron
la actividad de AChE y de carboxilesterasas en muestras de saliva de madres e
hijos en edad pre-escolar, residentes en cercanias de areas agricolas (durante
periodos de aplicaciéon y no aplicacion de plaguicidas). Las autoras reportaron el
impacto negativo en la actividad de ambas enzimas biomarcadores de exposicion a
OF tanto en las madres como en los nifios, relacionandose estrechamente al
momento de aplicacién de estas sustancias (Bulgaroniy col., 2012). Sumado a esto,
otro estudio realizado en la regién analizé el impacto en la placenta de plaguicidas
OF durante periodos de aplicacion y de no aplicacion de plaguicidas. Este estudio
relaciono la disminucion de la actividad de AChE sanguinea y carboxilesterasas en

la placenta con el impacto en el balance de citoquinas y la actividad de las enzimas
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ornitina decarboxilasa y arginasa (vinculadas a la reparacion tisular). Las autoras
resaltan el aumento de IL-13 y la relacion en la disminucién de carboxilesterasas
con aumento en la actividad de las enzimas ornitina decarboxilasa y arginasa, como
un posible efecto reparador frente al dafio debido a OF (Bulgaroni y col., 2013). Por
otro lado, en mujeres embarazadas que residen en zonas rurales y durante los
periodos de aplicacion intensiva, se demostré impacto en los biomarcadores de
exposicion. Se observo disminucion de carboxilesterasa placentaria y aumento en
sincitiotrofoblasto de la actividad de citocromo c¢ oxidasa, acompafiado de
disminucién de la expresion de oxido nitrico sintasa y progesterona (Rivero-Osimani
2016). Sumado a estos hallazgos en la region, Quintana (2017) report6é disminucién
de la actividad de SOD y dafio genotédxico, en sangre de cordén umbilical de estas
poblaciones, en las que también se determinaron diferencias en indice placentario,
peso de la placenta y peso del recién nacido en comparacion con mujeres controles,

residentes urbanas (Quintana 2017).

En contraste a lo que se conoce de los OF, en la bibliografia se disponen de pocos
datos relacionados a la toxicidad de Neo en mujeres embarazadas y su impacto en
la placenta humana. Asi como no se dispone de gran variedad de estudios
poblacionales en humanos y sus posibles efectos en el desarrollo intrauterino, en
particular. Sin embargo, es conocido que en la region se aplican Neo hace varios
afos (Cichdén y col., 2013; Cichon y col., 2015). En la bibliografia disponible, Yang
y col. (2014) asociaron la exposicién a imidacloprid, durante el primer periodo de
gestacion de mujeres residentes en proximidad a sitios de aplicacion de plaguicidas,
con anomalias en los neonatos vinculadas a anencefalia y espina bifida (Yang y
col., 2014). Sumado a esto, Keil y col. (2014) ponen en discusion si la exposicidon
prenatal a imidacloprid estaria vinculada a trastornos del espectro autista, siendo en
este caso el escenario de exposicion el combate de plagas domiciliarias (Keil y col.,
2014). Si bien se sabe que los Neo pueden ingresar al organismo principalmente a
través de la dieta (Buszewski y col., 2019) no esta ampliamente estudiado el efecto
que podrian producir en el hombre. No obstante, estudios in vitro recientes han
reportado multiples efectos téxicos incluso a bajas dosis (Ichikawa y col., 2019). En

este sentido, en células PC12 de feocromocitoma de rata (derivadas de tumor de la
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medula suprarrenal de la glandula adrenal) imidacloprid resulté neurotéxico,
activando los receptores nicotinicos a7 y a3B4 y facilitando por esta via la
transcripcion de tirosin hidroxilasa en concentraciones (3 - 30 pM) en
concentraciones en las que normalmente el neurotransmisor ACh posee efectos
fisiologicos (como la secrecion de catecolaminas) (Kawahata y Yamakuni 2018).
Sumado a esto, se ha reportado que el Neo clotianidina presentaria efectos
inmunotdxicos en monocitos humanos, observandose que frente a la exposicion a
este xenobidtico se redujo la produccién de TNF-a y por consecuencia la regulacién
de genes dependientes del promotor NFkB (Di Prisco y col., 2017). Otros efectos
reportados vinculan a la exposicion de concentraciones ambientales de imidacloprid
y tiacloprid de células de cancer de mama, en las que observaron disrupcion
enddcrina (Caron-Beaudoin y col., 2018). Dentro de estos mecanismos alternativos
de toxicidad, Wang y col. (2018) proponen que la exposicion a Neo puede resultar
en estrés oxidativo y consecuentemente en dafio genotoéxico. En este sentido
Quintana (2017) reporta que acetamiprid es capaz de inducir la produccion de ERO
y reducir la actividad de enzimas antioxidantes como CAT y SOD, en sangre de

cordén umbilical humana.

6.2 Impacto de clorpirifos en la respuestainmune innata de trofoblastos

En este trabajo de tesis se estudid primero el efecto del organofosforado CP sobre
trofoblastos del primer trimestre de gestacion. Para ello se empled la linea celular
HTR-8/SVneo como modelo in vitro de trofoblastos humanos extravellosos. El
principal blanco de accion de plaguicidas OF es la enzima AChE, cuya inhibicién
resulta en la acumulacién del neurotransmisor ACh y por lo tanto la
hiperestimulacién nerviosa (Costa 2006; Li 2007; Elersek y Filipic 2011). A pesar de
gue la placenta es un érgano no inervado y que los trofoblastos no son células
nerviosas, se conoce que expresan todos los componentes del sistema colinérgico
(Sastry 1997). Este sistema colinérgico no neuronal es responsable de muchas
funciones, las que permiten el correcto funcionamiento placentario y el desarrollo

del embarazo. Se conoce que en la placenta la liberacién de ACh regula diferentes
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procesos fisiolégicos como el flujo sanguineo, procesos de vascularizacion, el
transporte de nutrientes via activacion de receptores nAChR y regulacion
mecanismos miogénicos a través de receptores mAChR (Beckmann y Lips 2013).
En la placenta, la ACh no neuronal es sintetizada principalmente por citotrofoblastos
y se la ha asociado al transporte de aminoacidos y hormonas, como asi también la
liberacion de este neurotransmisor por parte de trofoblastos esta vinculada a la
comunicacion intercelular y promueve la liberacién de citoquinas y el reclutamiento
de células inmunes maternas modulando la migracion de monocitos y células
dendriticas (Bhuiyan y col., 2006; Wessler y Kirkpatrick 2008; Wessler y col., 2012;
Paparini y col., 2015). En este trabajo de tesis se observd que los trofoblastos
extravellosos HTR-8/SVneo tienen la capacidad de bioactivar CP a su forma oxony
a su vez que éste impacta sobre su blanco primario de accion (AChE). CP redujo
significativamente la actividad de AChE a 24 h de exposicion a altas
concentraciones (10 y 100 uM), sin embargo, no se observaron alteraciones a
tiempos mas cortos de exposiciéon al organofosforado (4h), probablemente debido
al tiempo de bioactivacion requerido por el sistema, ya que CP por si mismo es un

pobre inhibidor de b-esterasas (Espinoza 2016).

En este sentido, se conoce que la exposicion aguda a insecticidas
organofosforados, en la forma oxon, repercute en la inhibicion irreversible de AChE
(Burke y col., 2017) y que este representa un biomarcador de exposicion a
insecticidas organofosforados (Vera y col.,, 2012). Escasos son los datos
relacionados a los efectos de inhibicion de AChE en trofoblastos HTR-8/SVneo. Sin
embargo, nuestros resultados estan en concordancia con efectos inhibitorios
reportados en otros modelos in vitro de trofoblastos humanos. Especificamente en
células JEG-3, se demostré que CP y metil azinfos son capaces de inhibir AChE en
condiciones similares a las ensayadas en este trabajo (Espinosa y col., 2016). En
ratas expuestas a OF como diazindbn y metil paration, se observd impacto en la
actividad placentaria y fetal de colinesterasas como AChE vy butirilcolinesterasa,
dependientes de su bioactivacion a metabolitos oxon (Abu-Qare y Abou-Donia
2001).
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La inhibicion de AChE resulta en la acumulacion de ACh y por consiguiente la sobre
estimulacién de los receptores nicotinicos y muscarinicos de ACh (Costa 2006). En
condiciones normales, la ACh funciona como el mensajero local de la placenta. Esta
se forma principalmente en el citotrofoblasto y se libera en la placenta por la
circulacion materno-fetal (Colmenaro Salas y col.,, 2009). En este contexto, la
activacion de los receptores colinérgicos media la liberacion del factor de relajacion
derivado del endotelio, promueve la relajacion del masculo liso vascular inducida
por ACh (Sastry 1997). No obstante, la constante activacion de los receptores de
ACh, como puede darse en exposiciones a OF, repercute en varias funciones a nivel
del trofoblasto, entre ellas la proliferacion celular, flujo de iones, movilidad y
diferenciacion celular (Bhuiyan y col., 2006). En este sentido Salisbury y col. (2007)
demostraron que CP, via su activacion a CP-oxén, alteré la funcionalidad de
trofoblastos JAR impactando en el potencial mitocondrial, condensacion y
fragmentacion de nucleos y la estimulacion de expresiéon de TNF-q, llevando a la

muerte celular mediada por apoptosis.

En los dltimos afios, diferentes mecanismos alternativos de toxicidad asociados a
OF han sido reportados, pudiendo estar vinculados a la inhibicién de AChE y la
consecuente acumulacién de ACh (pero independientes de el efecto neurot6xico) o
bien asociados al metabolismo y bioactivacion de OF, entre otros. En este sentido,
Guifiazu y col. (2012) demostraron que en trofoblastos JEG-3 CP (asi como fosmet,
otro OF) reduce significativamente la viabilidad celular en condiciones de
concentracion y tiempo de exposicion similares a los empleados en este trabajo.
Ademas, resaltan que este efecto citotéxico depende tanto del tiempo de exposicion
como de la concentracion del insecticida. Sin embargo, en esta tesis el modelo de
estudio fue la linea celular HTR-8/SVneo. Si bien, no se analizo el efecto citotoxico
de CP sobre HTR-8/SVneo, Ridano y col., (2019) reportan que CP no presento
cambios en la viabilidad celular luego de la exposicion durante 48 h a
concentraciones de 0 a 200 pM del insecticida, observandose soélo efectos
citotoxicos en exposiciones a CP en condiciones reducidas de suero bovino fetal
(Ridano y col., 2019). Sumado a esto, en citotrofoblastos vellosos aislados de

placentas normales a término se mantuvo la viabilidad celular en concentraciones
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de CP hasta 100 uM (Ridano y col., 2017), concentracion que coincide con las mas

altas evaluadas en esta tesis.

Las diferencias entre estos modelos pueden deberse a la diferente capacidad de los
trofoblastos del primer trimestre de resistir frente a los efectos citotoxicos de CP en
comparacion a trofoblastos del tercer trimestre (JEG-3). En este sentido, las
diferencias entre trofoblastos del primer y del tercer trimestre reflejan diferencias
intrinsecas en sus funciones, que son dependientes de la edad de la placenta y que
se manifiestan en procesos como patrones de secrecion de gonadotrofina coriénica
humana, lactdgeno placentario humano o progesterona (Kato y Braunstein 1990).
Sumado a esto, citotrofoblastos del primer trimestre en cultivo han presentado un
fenotipo proliferativo e invasivo, mientras que citotrofoblastos del tercer trimestre
presentan un fenotipo no proliferativo (Steinberg y Robins 2016). Estas
caracteristicas han sido observadas también en HTR-8/SVneo en comparacion con
JEG-3, presentando las primeras una marcada capacidad invasiva (Suman y Gupta
2012). Estas diferencias también se han reportado en cuanto a la respuesta frente
a xenobidticos. Diferencias en la capacidad proliferativa y migratoria, expresion de
genes de enzimas metabolizantes (como CYP19), se han observado en trofoblastos
HTR-8/SVneo expuestos a contaminantes ambientales como bisfenol A y ftalatos
en comparacion a trofoblastos del tercer trimestre como JEG-3 (Huang y Leung
2009; Spagnoletti y col., 2015; Strakovsky y Schantz 2018). Estas consideraciones
resultan interesantes desde el punto de vista del estadio de gestacion en la que
puede estar expuesta una mujer embarazada a este tipo de xenobidticos. Si bien,
en trofoblastos JEG-3 CP pareciera tener mayor poder citotoxico, el impacto de OF
durante la finalizacion de la gestacion resultaria menos nocivo que si fuese durante
el comienzo de la gestacion. En este sentido, el hecho de que trofoblastos HTR-
8/SVneo respondan de manera tal que puedan resistir el efecto citotoxico de CP es
esperanzador. Claramente no se debe descartar el hecho de que exposiciones
repetidas por intervalos de tiempo cortos, como los empleados en este trabajo, o
bien concentraciones mas elevadas a las ensayadas aqui, podrian exacerbar los

efectos reportados.
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De manera mas reciente, ha sido propuesto que mas alla del efecto en blancos
primarios de accion, los plaguicidas podrian presentar efectos inmunotdxicos como
resultado de exposiciones a grandes dosis 0 bien exposiciones cronicas a bajas
dosis (Garcia y col., 2016). El aumento de los niveles de ACh ha sido vinculado con
la etiologia de distintas enfermedades (Wessler y Kirkpatrick 2008) y se conoce que
existe conexion entre la respuesta inmune innata y adaptativa con el sistema
colinérgico (Borovikova y col., 2000). Cambios en los niveles de ACh han sido
reportados en distintas enfermedades inflamatorias (Wessler y col., 2003). Como se
mencionod, ACh puede interactuar con distintos receptores: NAChR y mAChR. Se ha
identificado que la estimulacién de la subunidad a7 del NAChR es capaz de controlar
la respuesta inflamatoria en diversos tipos celulares (Wang H. y col., 2003; Li y col.,
2011). La expresion de este receptor ha sido reportada en la placenta, y la misma
se encuentra incrementada en embarazos que transitan distintas patologias como
por ejemplo pre eclampsia (Kwon y col., 2007). En contraste, los receptores mAChR
favorecen la produccién de citoquinas con un perfil pro-inflamatorio, como TNF-q,
IFNy e IL-6, en la etapa temprana de una reaccion inmune. Por lo tanto, ACh
dependiendo del receptor con el cual interactie, podria modular la respuesta
inmune a través de la produccion de citoquinas (Kawashima y col., 2012). En este
sentido, el vinculo entre la regulacién colinérgica y sistema inmune es cada dia mas
reconocido. En trabajos recientes se ha demostrado que agonistas de nAChR como
la nicotina pueden regular la produccién de citoquinas y la expresiéon de TLR en
células mononucleares umbilicales humanas (Takbiri y col., 2018), en un modelo de
inflamacion intestinal, se demostr6 que inhibidores de AChE eran capaces de
modular la respuesta mediada por TLR-9, principalmente hacia una respuesta
antiinflamatoria (Vaknine y Soreq 2020). Ademas, esta regulacion podria ser en
ambas direcciones, ya que también se ha vinculado la respuesta inflamatoria
mediada por TLR-4, en microglia, con una reduccién de la funcion neuroprotectora
de la microglia a través de la regulacion negativa del nAChR a7 (Nakamura y col.,
2020). Esta interaccion sistema colinérgico-respuesta inmune podria mostrar
diferencias segun el proceso y érgano estudiado, ademas de que podria ser

reciproca.
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La interfase materno-fetal representa un caso inmunoldgico particular ya que se
debe promover por un lado la tolerancia al feto, mientras que se debe mantener la
respuesta inmune frente a una diversa variedad de posibles patégenos (Abraham y
Mor 2005). En este sentido, la activacion de receptores TLR resulta en vias de
sefalizacion que pueden repercutir en la produccidn de citoquinas proinflamatorias
(Juarez Carvajal y col., 2009). Asimismo, el balance de citoquinas juega un rol
sumamente importante en la tolerancia al feto por parte del sistema inmune
materno. Existe evidencia que los trofoblastos son capaces de reconocer y
responder frente a patdgenos a través de receptores TLR y que estos representan
una parte importante de la inmunidad innata en la placenta (Abraham y Mor 2005;
Koga y col., 2014). Los TLR participan en el inicio de la respuesta inflamatoria
inducida por microorganismos, estrés celular y/o dafio a los tejidos (Tangeras y col.,
2014), ya que los TLR forman parte de los PRRs y pueden reconocer patrones
moleculares asociados a patdégenos originados en microorganismos (PAMP) o

patrones moleculares asociados a dafios derivados del huésped (DAMP).

Para determinar si en este modelo ocurria alguna clase de modulacién, por la
exposicion a CP en la respuesta inmune innata mediada por TLR, se estudio la
expresion de receptores que participan de la inmunidad innata como asi también el
balance de citoquinas vinculadas a la respuesta inflamatoria/antiinflamatoria. Se
conoce gue todos los TLR estan presentes en el tejido placentario a término normal
a nivel de ARNm, pero solo TLR-2 y TLR-4 estan completamente caracterizados a
nivel de proteina (Firmal y col., 2020). En el modelo de estudio, se analizé la
modulacién de la respuesta inmune en las condiciones que se observé inhibicién de
AChE. Se estudio la expresion de los receptores TLR-2 y TLR-4 como asi también
de las citoquinas IL-6, IL-10 y TGF-[3. Se observé que CP induce significativamente
la expresion de transcriptos de TLR-2 y TLR-4 a altas concentraciones (10 y 100
uM) en trofoblastos HTR-8/SVneo. Asimismo, comprobamos el aumento en los
niveles de proteina del receptor TLR-4 por western blot. En condiciones en las se
observaron aumentos significativos de transcriptos para TLR, también se hallo
incremento significativo de transcriptos para la citoquina proinflamatoria IL-6 a 100

UM de CP y de transcriptos para la citoquina antiinflamatoria TGF-B. Posiblemente
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el aumento observado en TGF-B sea una respuesta para contrarrestar el posible
efecto inflamatorio que resultaria de la actividad de IL-6. Contrariamente, en las

condiciones ensayadas no se observo expresion de IL-10.

Estos resultados son comparables con otros estudios realizados en modelos in vitro
de trofoblastos expuestos a OF. En este sentido, Zappa (2014), reportd aumento
significativo de transcripto y proteina para TLR-4 y de transcripto para TLR-2, en
trofoblastos JEG-3 expuestos a CP en condiciones similares a las estudiadas en
este trabajo. Sumado a esto, en Guifiazu y col. (2012) reportaron aumento de
citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a en trofoblastos JEG-3 expuestos a los OF
clorpirifos y fosmet en similares condiciones experimentales. En relaciéon a IL-10,
Guifiazu y col. (2012) reportaron resultados similares a los hallados en esta tesis en
cuanto a la falta de expresion de esta citoquina en las condiciones evaluadas. Estos
resultados demostrarian el impacto de plaguicidas OF en células trofoblasticas
humanas, en relacién a su efecto sobre receptores TLR y el consiguiente cambio en
el patrén de citoquinas. No obstante, para esclarecer este escenario resultaria
importante estudiar las vias de sefalizacion cascada debajo de la activacion de
TLR-2 y TLR-4, evaluar los niveles de citoquinas liberados en estas condiciones y
evaluar la activacion de otras citoquinas pro y antiinflamatorias, asi como su posible

relacion con el sistema colinérgico.

La exposicién a OF resulta en la inhibicién de AChE, como fue observado en esta
tesis, y la acumulacion de ACh. Se ha vinculado a la ACh con la respuesta inmune,
identificandose la via colinérgica antiinflamatoria como un sistema regulador natural
que protege frente a fuertes respuestas inflamatorias durante procesos de sepsis
para evitar el dafio irreversible en el 6rgano donde se produzca (Andersson y Tracey
2012). En este sentido, la produccion y liberacion de ACh por células T detiene la
activacion de macréfagos y consecuentemente la liberacibn de citoquinas
proinflamatorias, proceso conocido como reflejo anti-inflamatorio (Sadis y col.,
2013). El efecto inmunomodulatorio de la via colinérgica ha sido inicialmente
descripta en componentes de la respuesta inmune innata, interactuando asi frente

a distintas sefales de peligro o de dafio por medio de distintos receptores como los
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TLR, cuya activacion repercute en la liberacion de distintas citoquinas (Andersson y
Tracey 2012). En relacion a esto, en modelos de raton se ha reportado que el efecto
antiinflamatorio de ACh opera a través del receptor nicotinico a7 nAChR expresado
en macrofagos (Takeshi y col., 2017), de hecho, en ratones knock-out para a7
NAChR se observé aumento en la sensibilidad la exotoxemia (manifestacion clinica
asociada a una exagerada reaccion inflamatoria) frente a ratones wild-type (Wang
y col., 2004). Ademas, en este contexto y en modelos de endotoxemia, Wang y col.
(2003) reportaron que en la via mediada por a7 nAChR se suprimiria la liberacion
por parte de macréfagos de TNF-a e IL-1p3, para asegurar la supervivencia (Wang y
col., 2003). Sumado a esto, en modelos de infeccién polimicrobiana en ratén Lee y
col. (2014) reportaron que la activacion del receptor a7 nAChR por medio de la
exposicion a nicotina, redujo significativamente la mortalidad, el dafio a 6rganos y
la liberacion de citoquinas inflamatorias. Los autores resaltan que la estimulacion
del receptor a7 nAChR inducido por nicotina suprime la expresion de TLR-4 a través
de la via PI3K/Akt reduciendo la liberacion de TNF-a (Lee y col., 2014). En este
sentido, la activacion de TLR no solo estimularia la respuesta inmune innata,
llevando a la produccién de citoquinas proinflamatorias, sino que regularia la
actividad colinérgica en macrofagos y células dendriticas. Sumado a esto, la ACh
sintetizada en estos tipos celulares contribuiria a la regulacion de la respuesta
inmune innata por medio de la produccién de citoquinas a través de la activacion de
la via autocrina y/o paracrina de nAChR, incluyendo a7 nAChR (Takeshi y col.,
2017).

La toxicidad de plaguicidas OF, ha sido vinculada con la activacion de TLR. En un
modelo de raton deficiente en TLR-4, Win-Swhe y col. (2012) reportaron que la via
de sefalizacion de TLR-4 estaria involucrada en la neurotoxicidad inducida por el
OF diazinén en hipocampo. En este sentido, los autores indican que la expresion de
neurotrofina y del factor neurotréfico derivado del cerebro en el hipocampo de
ratones TLR-4 deficientes, fue afectada significativamente en comparacion con
ratones TLR-4 normales; y que esta alteracion se vio asociada al aumento de la
expresion de la quimiocina proinflamatoria CCL3 y de la expresion de transcriptos

para la proteina pro-apoptética Bax (Win-Swhe y col., 2012). TLR-4 es un importante
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RRP, el cual activa células inmunes. Su activacion por LPS o PAMPs lleva a la
produccion de citoquinas por la via dependiente o independiente de MyD88 (Juarez
Carvajal y col., 2009). La expresion de TLR ha sido descripta en la placenta humana
(Abraham 2011) y en el trofoblasto, el tipo celular predominante en la expresion de
estos TLR (Koga y col.,, 2009). No obstante, solo TLR-2 y TLR-4 han sido
completamente caracterizados a nivel de proteina (Firmal y col., 2020). El perfil de
expresion de TLR varia segun el estadio de gestacion, siendo TLR-2 y TLR-4 los
receptores mas expresados en citotrofoblastos vellosos y trofoblastos extravellosos
de placentas del primer trimestre (Abhrahams y col., 2004; Rindsjo y col., 2007;
Beijary col., 2006; Firmal y col., 2020). En contraste, placentas a término, presentan
perfiles de expresion de TLR-2 y TLR-4 en citoplasma y sincitiotrofoblasto
principalmente (Holmlund y col., 2002; Beijar y col., 2006; Firmal y col., 2020). Esto
sugiere que no solo las células propias del sistema inmune, sino que los trofoblastos
tienen la capacidad de responder frente a patdogenos y sefiales de peligro, y que
estos Ultimos representan una parte importante de la inmunidad innata y la

proteccion de las funciones de la placenta (Koga y col., 2009).

La activacion de TLR-2 y TLR-4 por ligandos especificos como zimosan y
lipopolisacéarido (LPS), respectivamente, resulta en produccién de citoquinas IL-6 e
IL-8 en la placenta (Holmlund y col 2002; Abraham y Mor 2005). En particular,
estudios sobre trofoblastos del primer trimestre tratados con LPS resultaron en la
produccion de citoquinas como el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) y de la quimiocina ligando 5 (CCL) (Svinarich y col., 1996), y 6xido nitrico
(Nakatsuka y col., 2000). Ademas, Abraham y Mor (2005) reportaron en
citotrofoblastos y trofoblastos vellosos, una respuesta clasica de TLR luego de la
estimulacion con LPS, caracterizado por la liberacion de citoquinas pro y anti-
inflamatorias. Sugiriendo que las células trofoblasticas pueden de hecho funcionar
de manera similar a células propias del sistema inmune innato (Abrahams vy col.,
2004).

Durante el embarazo, la placenta es la Unica estructura que proporciona una

interfase entre la sangre materna y fetal, para el intercambio de gases, nutriente y
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desechos. En esta interfase materno-fetal existen varios mecanismos de tolerancia
inmunologica como la HLA-G en los trofoblastos, sintesis de factores reguladores
como las citoquinas y hormonas, equilibrio entre citoquinas Thl y Th2, produccién
de TGF-B con un fenotipo inmunosupresor, células T-reguladoras, receptores TLR,
entre otros. Mecanismos gue se relacionan entre si y se complementan para llevar
a buen término el embarazo (Iglesias y col., 2002; Rico-Rosillo y Vega-Robledo
2012). En este contexto los trofoblastos pueden modular al sistema inmunolégico
materno por medio de la expresion y regulacion de TLR, en presencia de infecciones
intra-uterinas (Mor y col., 2005), y se ha establecido que esta respuesta influye en
el éxito del embarazo (Abraham y Mor 2005). La activacion de TLR resulta en la
liberacion de citoquinas pro y antiinflamatorias, las cuales participan en la tolerancia
inmunoldgica al feto, sobre todo las que tienen un perfil Th2 con un fenotipo
supresor que regula la evolucion y el desarrollo de la placenta ya que en un
ambiente inmunoldgico normal (sin tolerancia), el feto seria rechazado (Rico-Rosillo
y Vega-Robledo 2012). El aumento en la liberacion de citoquinas proinflamatorias
cumple un rol critico en la placentacion y el parto (Lappas y col., 2003). En particular
el aumento intrauterino en la concentracion de citoquinas proinflamatorio como IL-

6, IL-8 y TNF-a ha sido vinculado con partos prematuros (Vrachnis y col 2010).

Los resultados de esta tesis demuestras que CP impacta en la expresiéon de TLR-2
y TLR-4, con la consiguiente regulacion de citoquinas vinculadas a la inflamacion
como IL-6 y TGF-B. Elaumento de la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias juega
un rol critico en la placentacién y en el parto (Leppas y col 2003). Particularmente,
el aumento en la concentracion de IL-6, IL-1B, IL-8 y TNF-a ha sido asociado con
resultados adversos en embarazos humanos (Vrachnis y col., 2010). Ademas,
citoquinas como IL-8 estimula la activacion y reclutamiento de leucocitos en las
membranas extra placentarias, resultando en corioamnionitis, una condicion
inflamatoria cominmente asociada con nacimientos prematuros y bajos pesos de
neonatos (Goncalves y col., 2002; Hendson y col., 2011). Sumado a esto, estudios
realizados con LPS, ligando de TLR-4, vincula procesos de infeccion, respuesta
proinflamatoria y estrés oxidativo en tejidos gestacionales (Hassan y col., 2016). En

este sentido, la exposicion de membranas fetales humanas a LPS resulto en estrés
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oxidativo con el consiguiente aumento de 8-isoprostano (producto de peroxidacion
de acidos grasos), efecto que fue revertido con el antioxidante N-acetil-I-cisteina
(NAC) (Leppas y col., 2003). En la linea celular JAR, Saulsbury y col. (2008)
demuestran la toxicidad de CP en trofoblastos observando reduccion de viabilidad
celular acompafado del aumento de la transcripcion de la citoquina proinflamatoria
TNF-a, entre otros procesos asociados a la condensacion y fragmentacion nuclear,
disminucién de Bcl-2 anti-apoptética. Estudios enfocados en el desarrollo inmune
en modelos de ratdn, en los cuales las madres fueron expuestas oralmente a CP
desde el dia post gestacional 12 y luego de la paricion sus crias, refuerzan el hecho
de que la exposicion a CP durante el desarrollo puede causar inmunosupresion,
particularmente en la adultez observandose supresién de la produccién de
citoquinas proinflamatorias (como TNF-a e IL-6), IFN-y y cambios en la capacidad

de respuesta frente a mitdgenos por parte de linfocitos (Singh y col., 2013).

Por otro lado, se estudio también la expresion de IL-10 en trofoblasto, no pudiendo
evidenciarse su expresion en las condiciones ensayadas en esta tesis. En este
sentido, ha sido reportado que IL-10 tendria un rol importante durante el desarrollo
placentario y en el proceso de remodelacion de las arterias maternas (Thaxton y
Sharma 2010). El modelo empleado en esta seccidn de la tesis es representativo
de trofoblastos extravellosos del primer trimestre y es conocido que durante el
comienzo de la gestacion los trofoblastos extravellosos exhiben una pobre
produccion de IL-10 mientras que expresan altos niveles de metaloproteinasas
(como MMP-9). Lo cual implica que este tipo celular desregula temporalmente la
expresion de IL-10 con el fin de mantener su potencial invasivo, cuyo rol es
sumamente importante para alcanzar y remodelar la vasculatura materna (Roth y
Fisher 1999). No obstante, ha sido reportado que, tanto en placentas a término
normales como en placentas pre eclampticas, IL-10 es expresada (Markis y col.,
2006). En esperable que, a nivel de 6rgano, los aportes en cuanto a la produccién
y actividad de IL-10 provengan de otros tipos celulares coexistentes en la placenta,
ya que se ha comprobado la expresion de esta citoquina por parte del citotrofoblasto
y en otras células inmunes (Thaxton y Sharma 2010).
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El proceso de inflamacion ha sido asociado a procesos de estrés oxidativo en
distintas patologias del embarazo, las que incluyen pre eclampsia, partos
prematuros y restriccion del crecimiento intrauterino (Challis y col., 2009; Ferguson
y col.,, 2015; Ferguson y col., 2014; Al-Gubory y col.,, 2010). De hecho,
biomarcadores de dafio oxidativo y de inflamacion, como 8-isoprostano, IL-6 y TNF-
a, han sido determinados en plasma de mujeres con pre eclampsia (Ouyang y col.,
2009). Esto es indicativo de que el estrés oxidativo mediaria, por lo menos en parte,
las respuestas proinflamatorias durante el embarazo. En este sentido, se ha
vinculado la produccién de ERO como resultado del metabolismo de plaguicidas,
ademas la placenta tiene la capacidad de metabolizar xenobidticos. En relacion a
esto, se ha observado aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno
en sangre de cordon umbilical (Quintan 2017) y en trofoblastos JEG-3 (Gomez
2015), y su impacto en la capacidad antioxidante (Rivero-Osimani 2016, Quintana
2017), en condiciones en las que se observé muerte celular. La toxicidad aguda de
trofoblastos HTR-8/SVneo a xenobidticos ha sido vinculada con la activacion de
TLR, con el consiguiente aumento en la liberacion de citoquinas proinflamatorias
como IL-6 (Park y col., 2014), y que en modelos in vitro la produccion de ERO media,

al menos en parte, la liberacién de IL-6 (Hassan y col., 2016).

Por lo expuesto, la activacion de respuestas proinflamatorias puede alterar las
funciones trofoblasticas necesarias para el desarrollo de la placenta y el éxito del
embarazo. Es por ello que es importante considerar el escenario de exposicion
ambiental a plaguicidas OF como un factor que puede contribuir a las alteraciones

de la respuesta inmune innata.
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6.3 Toxicidad de Neonicotinoides en trofoblastos humanos

Los plaguicidas neonicotinoides (Neo) son insecticidas de amplio espectro con
propiedades sistémicas que actdan principalmente como agonistas de los
receptores nicotinicos de acetilcolina en insectos (Taira, 2014). Si bien su uso es
bastante reciente, ya ocupan gran parte del mercado global de insecticidas (Simon-
Delso y col., 2015). Estas sustancias, ademas de ser propuestas como altamente
selectivas en insectos, poseen una alta eficacia a bajas concentraciones. Sumado
a esto, presentan baja persistencia en el ambiente y, en términos generales, baja
toxicidad para mamiferos. Como resultado de estas propiedades es que su uso se
ha incrementado en los ultimos afios y han comenzado a reemplazar a otras familias
de insecticidas. Sin embargo, estudios demuestran sus efectos nocivos en animales
y humanos. En relacion a esto, la ingesta del Neo tiametoxam se vio relacionada
con el desarrollo de dafio hepético en ratdén (Green y col., 2005). Tanto en modelos
animales como en modelos in vitro humanos, ha cobrado interés en los ultimos afios
la produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, el estrés oxidativo y
dafio oxidativo como mecanismo toxicologico asociado a la exposicion a Neo (Wang
y col., 2017). En este sentido, ha sido estudiado in vitro que la exposicion de
linfocitos de sangre periférica a Ace y una formulacion comercial que contiene 20%
de PA estaria involucrado con dafios genotoxicos ya que disminuyé el indice
mitotico y el indice de division celular (Kocaman y Topaktas 2007). También, en
linfocitos de sangre periférica, Calderén-Segura y col. (2012) reportaron que la
exposicidn in vitro a formulaciones comerciales de los Neo tiacloprid, clotianidina e
imidacloprid, resulté en efectos citotoxicos y dafio en ADN. La exposicion aguda a
Neo ha sido asociada a casos fatales como asi también a efectos adversos en el
neurodesarrollo en exposiciones cronicas (Cimino y col., 2017).

En este trabajo de tesis se estudio el efecto del Neo Ace en la viabilidad celular de
trofoblastos humanos del primer y del tercer trimestre de gestacion (células HTR-
8/SVneo y JEG-3, respectivamente). Nuestros resultados demuestran que Ace (10
y 100 uM) es citotéxico para ambas lineas celulares de trofoblastos humanos. En
este sentido, han sido reportado los efectos toxicos de Ace en diferentes lineas
celulares tales como citotoxicidad y dafio al ADN en células hepaticas HepG2 y de

170



neuroblastoma SH-SY5Y (Senyildiz y col., 2018), genotoxicidad en células
intestinales humanas Caco-2 (Cavas y col., 2012), e impacto en indice mitético e
indice de divisién celular en cultivos primarios de linfocitos de sangre periférica
(Kocaman y Topaktas, 2007). Recientemente, ha sido demostrado que las células
embrionarias son sensibles a la toxicidad de Neo, siendo tiacloprid el insecticida con
mayor efecto perjudicial, seguido por acetamiprid, tiametozam y clotianidina
(Babel'ova y col., 2017). Asimismo, la exposicion transitoria a Neo durante la
primera etapa del desarrollo indujo alteraciones en el comportamiento y funcion

cerebral de ratones (Burke y col., 2018).

En contraste a los resultados observados con el principio activo, la formulacién
comercial de acetamiprid (Ace CF) produjo mayores efectos perjudiciales en la
viabilidad celular en todos los tiempos analizados y con la mayoria de las
concentraciones ensayadas en esta tesis. Estas diferencias entre el PA y el
formulado comercial podrian deberse principalmente a la composicion de este
altimo. Si bien ambos contienen Ace, el formulado comercial contiene ademas una
serie de agentes que hacen al producto comercial y estan destinados a facilitar su
aplicacién a campo y su capacidad de controlar plagas de insectos. En Argentina,
Ace es comercializado por distintas compafiias y en distintas formulaciones
(SENASA 2020). Particularmente Assail 70WP, la formulacién empleada en esta
tesis, contiene 70% de PA y 30% otras sustancias declaradas como inertes. Es
comercializada por Summit Agro Argentina SA en una formulacién basada en la
desarrollada originalmente por la empresa japonesa Nippon Soda CO. LTD. En su
manual técnico Summit Agro no especifica el contenido de estas denominadas
sustancias inertes, solo hace referencia que el desarrollo de la formulacién es en
base a una arcilla local (Summit Agro Argentina SA, 2020). En cuanto a su desarrollo
original por Nippon Soda CO. LTD, en su hoja de seguridad del producto declara
gue parte de los componentes inertes contienen diéxido de silicio amorfo, arcilla del
tipo caolinitas, entre otras sustancias (Assail 70WP SDS). Si bien no fue posible
determinar qué tipo de arcilla es la empleada en el Ace CF, se ha reportado que
distintos minerales de arcilla presentan efectos antimicrobianos y ademas serian

téxicos en mamiferos y en humanos, efectos que en general estdn asociados a
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citotoxicidad (dependiendo del mineral de arcilla) con diferentes mecanismos
asociados como necrosis/apoptosis, estrés oxidativo o genotoxicidad (Maisanaba y
col.,, 2015). En cuanto a su posible impacto durante el desarrollo, Patterson y
Staszak (1977) demostraron que la ingesta particularmente de arcillas del tipo
caolinita, en ratas durante la gestacion, resultd en reduccion significativa en
hemoglobina, hematocrito y niveles de globulos rojos, indicando anemia materna.
Asociado a esto, observaron reduccion del peso de neonatos de aquellas madres
que fueron alimentadas con dieta que contenia caolinita y presentaban anemia y
gue esto era revertido frente a una suplementacion de hierro en la dieta (Patterson
y Staszak 1977). Por otro lado, la inyeccion directa de caolinita en la cisterna
cerebelomedular de fetos de cordero resultd en la induccion de hidrocefalia,
denotando su posible impacto en el neurodesarrollo (Duru y col., 2019). Sumado a
esto, se ha observado que la ingesta de arcillas comestibles (arcillas NZU) en ratas
durante la gestacion resulto en la reduccion de la ganancia de peso corporal de las
madres, reduccién del crecimiento fetal, aumento en la reabsorcion y perdida del
embarazo, comparado con ratas control (Aprioku y Ogwo-Ude, 2018).

Efectos téxicos perjudiciales derivados de la exposicion a xenobibticos, incluyendo
a los plaguicidas, han sido vinculados con la induccién de desbalance oxidativo en
modelos humanos y animales (Asghari y col., 2017; Wang y col., 2017). Los
resultados obtenidos aqui claramente demuestran que Ace CF gatilla la produccién
de especies reactivas de oxigeno en ambos modelos de trofoblastos estudiados,
HTR-8/SVneo y JEG-3. La produccién de anion superdxido fue determinada por el
ensayo de reduccion de NBT, mientras que un rango mas amplio de especies
reactivas fue determinado por medio de la sonda fluorescente DCFH-DA (Niocel y
col., 2019; Rastogi y col., 2010). Aumentos en los niveles de anion superoxido
fueron observados luego de 4 y 24 h de exposicion a elevadas concentraciones de
Ace CF. Un resultado interesante es que la produccion de ERO fue determinada
luego de 24 h de exposicion con ambas presentaciones del insecticida estudiado: el
principio activo y la formulacion comercial, en las células HTR-8/SVneo. Se ha
establecido que el estrés oxidativo juega un importante rol dual en la placenta, ya

gue esta asociado a procesos regulatorios beneficiosos como angiogénesis,
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vasoactividad, inmunoregulacion, invasion celular; como asi también efectos
adversos tales como apoptosis y dafio oxidativo (Sharp y col., 2010; Wu y col.,
2016), asociandose a patologias durante el embarazo (Duhid y col., 2016). En este
sentido, altos niveles de especies reactivas de oxigeno en estadios tempranos del
embarazo contribuyen a la patogénesis de pre eclampsia (Matsubara y col., 2015),
restriccion del crecimiento intrauterino (Gurugubelli Krishna y VishnuBhat, 2018) y
nacimientos prematuros (Paules y col., 2019). En términos generales, la exposicidon
a factores ambientales tales como contaminantes o xenobidticos (ftalatos, bisfenol,
fenoles, anfetamina, metanfetamina) han sido vinculados a alteraciones
relacionadas a produccién de especies reactivas de oxigeno y a complicaciones en
el embarazo (Bodin y col., 2015; LaRocca 2016; Malmqvist 2017; Correia-Branco y
col., 2018; Philips 2019). Particularmente, se ha sugerido que los insecticidas Neo
pueden presentar efectos perjudiciales durante el embarazo. En un estudio
realizado por Babel'ova y col., (2017), los autores concluyen que los Neo y sus
productos comerciales en el ambiente de la preimplantacién embrionaria puede
influenciar negativamente a su desarrollo, ya que observaron disminucion en la
proliferacion celular e incremento en la incidencia de apoptosis en blastocitos. Los
autores resaltan que cambios inducidos por Neo durante el periodo de implantacion
podria ser considerado como un potencial factor de riesgo para la reproduccion de
mamiferos (Babel ova y col., 2017).

En embarazos a término, el estrés oxidativo ha sido asociado con rupturas de
membranas previo al parto y se considera que contribuye al normal desarrollo del
mismo (Agrawal y col., 2005). Sin embargo, se ha considerado que el estrés
oxidativo podria estar vinculado con ruptura prematura de membranas,
posiblemente asociado al estado oxidativo resultante de una infeccion (Duhib y col.,
2016). Sumado a esto, estudios in vitro de membranas amnidticas expuestas a
antioxidantes (vitamina C y E) resultaron resistentes a dafios inducidos por ERO
(Plessinger y col., 2000). Asimismo, estudios de los niveles de ERO vy la actividad
antioxidante total de la sangre de cordon de infantes prematuros demostré que los
nifios prematuros tienen potencial antioxidante significativamente menor cuando se

los compard con infantes de embarazos a término (Georgeson y col., 2002). Esta
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falta de capacidad antioxidante dejaria a los neonatos prematuros susceptibles a
dafio celular inducido por ERO, lo cual ha sido asociado con patologias como
displasia broncopulmonar y retinopatia (Auten y Dacis, 2009). En estudios in vitro
de sangre de cordon, Quintana (2017) demostrd que la exposicidon a Ace resulta en
aumento en los niveles de ERO y disminucion de la capacidad antioxidante
enzimatica. Claramente, las patologias mencionadas previamente, podrian verse
exacerbadas en escenarios de exposicion a xenobidticos que tengan la capacidad
de producir especies reactivas de oxigeno, como los plaguicidas (Asghari y col.,
2017; Wang y col., 2017) y en especial a insecticidas neonicotinoides. Este aspecto
es relevante ya que, durante estadios tempranos del embarazo, el ambiente
intrauterino (feto y placenta) se considera hipéxico. La placenta depende de
nutricion histotréfica por lo que recibe oxigeno de la circulacion materna, el cual
presenta un gradiente de concentracion entre la madre y el feto. A finales del primer
trimestre, la tension de oxigeno comienza a aumentar, por consiguiente, los niveles
de ERO también se elevan. No obstante, las funciones fisiol6gicas asociadas a este
aumento de prooxidantes, viene acompafiada de incremento en la transcripcién de
enzimas antioxidantes en pos de generar un balance oxidativo. Este cambio de la
tensidon de oxigeno es importante para la implantacion embrionaria y la angiogénesis

placentaria, que mas adelante determinara el crecimiento fetal (Mora y col., 2019).

Se demostré que tanto Ace como su formulacion comercial presentan efectos
citotéxicos, y que la exposicion a estos xenobidticos resulta en aumento en los
niveles de especies reactivas de oxigeno. Considerando que esto fue observado
tanto en modelos trofoblastos de primer como de tercer trimestre de gestacion
(células HTR-8/SVneo y JEG-3, respectivamente); teniendo en cuenta que el
periodo de gestacion en el cual ocurre la exposicion es determinante de los efectos
toxicos y resultados del embarazo; sumado a que el desarrollo embrionario y de la
placenta durante el primer trimestre de gestacidén constituyen una ventana critica de
vulnerabilidad, es que se decidi6 continuar evaluando la toxicidad de Neo en
trofoblastos HTR-8/SVneo representativos de esta primera instancia en el desarrollo
del embarazo. En este sentido, Blanco-Castafieda y col. (2020) presentan una

interesante revision sobre el metabolismo de xenobibticos durante el embarazo y la
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capacidad metabdlica por parte de la placenta, en la cual indican que la expresion
y actividad de enzimas metabolizantes CYP es significativamente mayor durante el
primer trimestre que en placentas a término. Los autores sugieren que el
metabolismo de xenobidticos es crucial durante la embriogénesis y organogénesis
(correspondientes al primer trimestre de embarazo), cuando el embrion o feto es
mas susceptible a efectos teratogénicos. Este aspecto es importante si
consideramos que el metabolismo de xenobidticos, como los plaguicidas, puede
resultar en la generacion de ERO.

Se bien se conoce relativamente poco sobre el efecto de Neo en humanos y
animales. Ciertamente estos insecticidas poseen capacidad de alterar la viabilidad
de distintos tipos celulares y que parte de su metabolismo resulta en la produccién
de especies reactivas (Cavas y col., 2012; Senyildiz y col., 2018). Reportes sobre
vias de muerte celular, alteraciones de la funcionalidad celular e incluso
mecanismos de toxicidad, entre otros aspectos relevantes son escasos. En este
sentido, la necrosis, apoptosis y autofagia, son mecanismos de muerte que pueden
ser gatillados por contaminantes ambientales (Narayanan y col., 2015). La familia
Bcl-2, tanto la proteina pro-apoptética Bax como la anti-apoptética Bcl-2, son
importantes en la via intrinseca de la apoptosis (ElImore, 2007). Ha sido reportado
que Bax y Bcl-2 puede ser regulado por insecticidas (Hsu y col.,, 2019).
Recientemente Abd-Elhakim y col. (2018) demostraron que en ratas la exposicion
al Neo imidacloprid aumento la expresién de Bax y disminuyo la expresiéon de Bcl-
2. Los resultados presentados en este trabajo demuestran que el tratamiento con la
formulacion Ace CF por 24 h incrementa la relacion Bax/Bcl-2, promoviendo
apoptosis. La via intrinseca de la apoptosis puede ser gatillada por una variedad de
inductores de estrés intracelular, incluyendo dafio en el ADN, estrés oxidativo,
radiacion gamma y UV, toxinas, deprivacion de factores de crecimiento y estrés de
reticulo endoplasmico (Cory y col., 2003; Guicciardiy col., 2013). El estrés oxidativo,
el dafio en ADN y proteinas fueron determinados luego de la exposicién a Ace en
este trabajo, y probablemente participen como inductores de la apoptosis en el
modelo empleado. Sin embargo, otras vias de muerte celular no estudiadas aqui

deberian ser tomadas en cuenta.
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Ha sido postulado que cualquier sustancia puede ser considerada como neurotéxica
si es capaz de alterar la sefializacion colinérgica normal, como la nicotina (Wang y
col., 2017). Los Neo son considerados neurotoxicos ya que actian como agonistas
de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nNAChR) en insectos y mamiferos
(Wang y col., 2017). Comparado con otras familias de insecticidas, como los OF, se
cree que los Neo presentan menor toxicidad debido a su presunta selectividad con
receptores nicotinicos en insectos comparado con los receptores de vertebrados
(Wangy col., 2017). Si bien la placenta no es un 6rgano inervado, se ha demostrado
que tanto el dérgano como las células trofoblasticas presentan todos los
componentes del sistema colinérgico, incluyendo tanto a los receptores nicotinicos
como a los muscarinicos (Sastry 1997). La activacion de receptores nAChR
producto de la uniébn a ACh en células no neuronales, como trofoblastos, esta
vinculada a distintos procesos, como la proliferacion, diferenciacion y migracion
celular, entre otros (Beckmann y Lips 2013). En este sentido, los trofoblastos
extravellosos tienen un fenotipo invasivo, por lo cual, luego de la diferenciacién,
migran e invaden la vasculatura materna para remodelar las arterias espirales y
garantizar un correcto flujo sanguineo, proceso de suma importancia para el
desarrollo del embrién. Se ha demostrado que la linea celular HTR-8/SVneo
expresa las subunidades a3, a5, a6, a7, a 9, a10, B1 y B2 de los receptores
nicotinicos de acetilcolina (Chen y col., 2020). Asimismo, se ha establecido que la
subunidad a7 de nAChR presenta un importante rol regulatorio en células no
neuronales (de Jonge y col., 2007; Schraufstatter y col., 2009). En este sentido, se
ha estudiado que el a7 nAChR media algunos de los efectos de acetamiprid en
cerebro (Kimura-Kuroda 2012) y que se expresa también en la placenta (Lips y col.,
2005) ademas de expresarse en células HTR-8/SVneo (Komine-Aizaway col., 2015;
Cheny col., 2020).

Considerando que se ha vinculado a a7 nAChR en la modulacién de la respuesta
inflamatoria en sistemas no neuronales (Hajiasgharzadeh y col., 2019; Bouzat y col.,
2018; Treinin y col.,, 2017) y el escenario inflamatorio observado luego de la
exposicion a Neo, se analizo el nivel de expresién de transcriptos a7 nAChR en

trofoblastos HTR-8/SVneo. Los resultados presentados en este trabajo indican que
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HTR-8/SVneo expresa a7 nAChR en concordancia con reportes previos, Ssin
embargo, los insecticidas empleados Ace y Ace CF no alteraron los niveles de

transcripto para a7 nAChR en las condiciones ensayadas.

Particularmente la migracidén celular ha sido asociada a la subunidad a7 nAChR
(Schraufstatter y col., 2009). En este trabajo, estudiamos el efecto de Ace y Ace CF
en la migracion celular de HTR-8/SVneo. No se observaron cambios en la capacidad
migratoria en las condiciones ensayadas. En trofoblastos HTR-8/SVneo, Cheny col.
(2020) observaron que la nicotina impactaba en la movilidad celular disminuyendo
la capacidad invasiva de esta linea celular y que este efecto esta mediado por la
senalizacion de la citoquina CXCL12 luego de la activacion de a7 nAChR. En
nuestros resultados, no observamos cambios en los niveles de expresion de esta
subunidad del receptor nicotinico, asi como tampoco alteracién en la movilidad
celular. No obstante, estudios sobre la capacidad invasiva y actividad proteinas
asociadas a este proceso (como metaloproteinasa 2y 9) deberian ser considerados.
Si bien estos resultados parecerian ser alentadores y en correlacion con la idea de
gue los Neo serian selectivos para nAChR de insectos y no impactarian en
receptores de mamiferos (Honda y col.,, 2006), estudios mas profundos son
necesarios para revelar si la activacion del receptor a7 nAChR modula los efectos
observados en la linea celular HTR-8/SVneo o si se encuentran alteradas otras
subunidades de nAChR. En este sentido, se conoce que la activaciéon de nAChR
resulta en el aumento del influjo de Ca?*, lo cual es subsecuentemente amplificado
por el almacenamiento intracelular de Ca?* (Tsuneki y col., 2000). Esto puede llevar
al aumento de la liberacion de especies reactivas de oxigeno. En relacion a esto,
Kimura-Kuroda y col. (2012) reportaron que concentraciones mayores a 1 uM de
acetamiprid resultaron en aumento del influjo de Ca?* en cultivos primarios de
células neuronales provenientes de neonatos de ratas que expresaban a7 nAChR
y que este efecto se inhibié frente a antagonistas de nAChR. Asimismo, se ha
sugerido que imidacloprid aumenta la sefializacién de nAChR en neonatos de raton
(Burke y col., 2018). Por otro lado, en cultivos de neuronas del hipocampo, en un

modelo de inhibicion de la glucdlisis, se estudié que el aumento de calcio intracelular
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modulado por el receptor N-metil-D-aspartato estimula la produccion de ERO,

resultando en muerte celular (Hernandez-Fonseca y col., 2008).

Cambios en el balance oxidativo, tales como el incremento de especies reactivas,
disminucién en el sistema antioxidante o ambos, puede alterar la integridad celular.
Los sistemas antioxidantes celulares consisten en componentes no enzimaticos,
como el glutation (GSH), y componentes enzimaticos como las enzimas SOD, CAT,
GST, entre otras, las cuales conjuntamente contribuyen a reducir el estado oxidativo
en la célula (Mehta y Gowder, 2015). Nuestros resultados indican que en
trofoblastos HTR-8/SVneo, Ace incremento la produccion de ERO y disminuyo la
actividad de la enzima CAT, principalmente a 24 h de exposicién a la concentracion
mas alta evaluada. La formulacion comercial estudiada en este trabajo también
indujo desbalance redox, mostrando una mayor y mas rapida respuesta en la
produccion de ERO incluso a concentraciones mas bajas comparado con el PA.
Asimismo, alterando otros componentes de la defensa antioxidante como la enzima
SOD. Chakrouny col. (2016) reportaron en un modelo murino de exposicion, que la
actividad de SOD y CAT disminuyé en higado de rata luego de exposiciones
subcrénicas a Ace. Otros autores han reportado que la administracion de Ace a
ratas Wistar redujo significativamente la actividad de CAT, pero aumenté la actividad
de SOD, en cerebro (Gasmi y col., 2017). En otros organismos, como el mejillén
mediterraneo (Mytillus galloprovincialis), expuestos al PA tiametoxam y a una
formulacion comercial, resultaron en la inhibicion de la actividad de CAT luego de la
exposicion aguda a tiametoxam y la inhibicion de CAT y SOD en tratamientos con
el formulado comercial, denotando diferencias en el impacto sobre las defensas
antioxidantes del PA y el formulado comercial (AlzbetaAstara y col., 2020).
Diferencias en el modelo experimental empleado para estudiar el efecto de Neo en
la respuesta antioxidante pueden ser la razon de las diferencias en las actividades
enzimaticas de CAT y SOD observadas en este trabajo de tesis, en comparacion a
reportes previos. Sin embargo, el incremento de ERO y el estrés oxidativo es un
aspecto compartido en cuanto a la toxicidad de Neo, en particular Ace, en la mayoria
de los modelos experimentales incluido los empleados en esta tesis (Chakroum y
col., 2016; Gasmi y col., 2017; Kong y col., 2017; Wang y col., 2017).
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La enzima glutation S-transferasa (GST), una familia de enzimas de detoxificacion
de fase Il, protege las macromoléculas celulares del ataque de reactivos
electrofilicos. Especificamente, GST cataliza la conjugacién de GSH a una amplia
variedad de componentes electrofilicos tanto enddgenos como exdgenos
(Townsend y Tew 2003). El sistema GST participa en la detoxificaciéon no solo de
drogas y agentes quimicos sino también de biomoléculas reactivas internas
(Deyashi y Chakraborty 2016), en este sentido ayuda a mantener el desarrollo de
las funciones normales de la célula. Se ha indicado la importancia de GST en la
regulacion de vias de sefializacidon (quinasa c-Jun, quinasa estimulante de la
apoptosis 1, factor 2 asociado a receptor de TNF), ademas de la regulacion de
canales ionicos teniendo un rol importante en la fisiologia celular (Board 2007). En
modelos murinos GST-deficientes se ha asociado el rol de GST en procesos de
carcinogénesis (en piel y pulmén) principalmente asociados a ausencia de su
funcién detoxificante (Henderson y Wolf, 2005). Nuestros resultados indican que la
actividad de GST mostré una disminucion significativa luego del tratamiento de
trofoblastos HTR-8/SVneo con Ace CF por 24 h. En contraste, el contenido total de
GSH no se vio alterado como resultado de la exposicion a Ace y Ace CF. Resultados
similares han sido reportados en estudios relacionados a la exposicion a agentes
toxicos y plaguicidas (Gunderson y col., 2018). Henderson y col. (2000) reportan
que la N-acetil-p-benzoquinoneimina (un metabolito del analgésico paracetamol)
puede ser detoxificado por medio de la conjugacion no enzimatica con GSH y por
conjugacion con GSH catalizada por GST. Frente a una sobredosis, rapida
deplecion de GSH y aumento de la N-acetil-p-benzoquinoneimina, resulta en estrés
oxidativo, dafo celular y muerte. Los autores estudian el rol de GST en la
hepatoxicidad del paracetamol en un modelo de ratén que expresa GST, comparado
con un modelo GST-deficiente. Si bien no observan diferencias en los efectos
hepatotoxicos en ambos modelos, si observan que luego de una rapida disminucién
de GSH, solo el modelo GST-deficiente recupera los niveles normales de GSH
(Henderson y col. 2000). La ausencia de GST en el modelo deficiente pareceria
demostrar una capacidad hepatica aumentada para mantener la homeostasis de

GSH frente al estrés oxidativo, quizds en parte debido a que no se observaron
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cambios en los niveles de glutamato cisteina ligasa y glutation sintetasa, enzimas
encargadas de la biosintesis de GSH y que favorecerian la homeostasis de GSH

(Denzoin Vulcano y col., 2013).

La alteracion de proteinas como resultado del estrés oxidativo, es un proceso
irreversible. En este sentido, los productos avanzados de oxidacién proteica (PAOP)
son un biomarcador de dafio oxidativo de proteinas ampliamente conocido
(Gryszczynska y col., 2017). Por otro lado, el ensayo de medicion de sustancias
reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), mide la concentracién de malondialdehido
que es producido debido a la degradacion de peroxidos lipidicos inestables
(Dasgupta y Klein 2014). Asimismo, el ensayo de cometa alcalino es un método
ampliamente elegido para la medicion de dafio en ADN en células humanas, y
constituye un ensayo sensible para la deteccion de genotoxicidad causado por
diversos plaguicidas incluyendo los Neo (Calderén-Segura y col., 2012; Kocaman y
Topaktas 2007; Quintana 2017). Los resultados presentados en este trabajo indican
que el principio activo Ace indujo la oxidacion de proteinas luego de 24 h de
exposicidon a la concentracion mas alta ensayada. En contraste, la exposicién de
trofoblastos HTR-8/SVneo al formulado comercial Ace CF resulté en una marcada
alteracién en la oxidacién de proteinas, en la peroxidacion de lipidos e incluso en el
dafio en el ADN. En este sentido, los insecticidas Neo han sido vinculados con el
dafio genotoxico (Costa y col., 2009), de hecho, la incubacién con 500 uM de Ace
por 24 h indujo dafio en ADN en células SH-SY5Y (Senyildiz y col., 2018). En este
trabajo, la concentracion méas alta empleada de Ace (100 pM) no indujo dafio
genotoxico, mientras que todas las concentraciones ensayadas del formulado
comercial resultaron en cambios en por lo menos dos marcadores de dafio

oxidativo.

La funcionalidad de las células que conforman la placenta, particularmente los
trofoblastos, es clave para el desarrollo de la misma. La regulacion de procesos
como la apoptosis de células trofoblasticas ha sido asociada a complicaciones
durante el embarazo como la pre eclampsia (Sharp y col., 2010). De hecho, se ha

sugerido que el estrés oxidativo durante la pre eclampsia y el impacto de ERO en
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macromoléculas incrementaria la apoptosis de trofoblastos (Murata y col., 2013). En
condiciones normales, la produccion de ERO es acompafiada de aumento de
actividad antioxidante para contrarrestar los efectos nocivos. Sin embargo, si la
capacidad de sintetizar nuevos antioxidantes no es suficiente para atacar el exceso
de ERO, el estrés oxidativo resulta en dafio en ADN, oxidacién de proteinas y
peroxidacion lipidica. El ADN es vulnerable al dafio oxidativo ya que puede producir
rupturas en las hebras e interferir en el plegamiento de la cromatina, en la
transcripcion e incluso alterar el proceso de reparacion del ADN. El dafio oxidativo
a proteinas puede resultar en el plegado anormal del reticulo endoplasmico o
pérdida de funciones de enzimas y receptores en las membranas. La peroxidacion
lipidica afecta a la funcion normal de la célula ya que se puede producir la pérdida
de la fluidez de la membrana. Estos efectos pueden llevar al dafio y muerte celular
(Schoots y col., 2018). Sumado a esto se ha asociado el aumento de ERO con la
disminucién de la diferenciacién, expresion proteica y capacidad invasiva de
trofoblastos extravellosos (Murata y col., 2013). La diferenciacion e invasion de
trofoblastos extravellosos durante estadios tempranos del embarazo, como la linea
celular empleada en esta tesis, son procesos esenciales para el establecimiento
normal de la circulacion materno-fetal (Red-Horse y col., 2004). Si bien nuestros
resultados indican que Ace y Ace CF no afectarian la capacidad migratoria de
trofoblastos HTR-8/SVneo, si se observd disminucién de la viabilidad e incluso
aumento en la relacién Bax/Bcl-2 indicando que, al menos en parte, la apoptosis
seria una via de muerte asociada a la exposicion a estos xenobioticos. Ademas,
estos efectos se observaron en un contexto de estrés oxidativo y dafio a
macromoléculas. En este sentido, distintas patologias del desarrollo pueden ser un
resultado de la formacién excesiva de ERO, tanto por mecanismos enddgenos o
bien por el metabolismo de xenobibticos, que dafian oxidativamente
macromoléculas e incluso alterar la transduccion de sefiales que traen como
consecuencia disfuncion celular, muerte intrauterina o teratogenicidad (Viada Pupo
y col., 2017). Se ha demostrado que la exposicién a oxidantes y el impacto de estos
en macromoléculas durante el primer trimestre de embarazo se asocia con un mayor

riesgo de anomalias congénitas graves, debido a que la mayoria de los 6rganos
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vitales del embrién estan en desarrollo y algunos comienzan a ser funcionales

durante este periodo (Imosemi 2013).

Con el objetivo de evaluar si efectivamente el estrés oxidativo es un mecanismo de
toxicidad en trofoblastos, previo al tratamiento con Neo la linea celular HTR-
8/SVneo fue preincubada con un reconocido antioxidante: N-acetil-I-cisteina (NAC).
La muerte celular y el dafio en biomoléculas observado previamente con Ace y Ace
CF fueron prevenidos en presencia de NAC, claramente indicando que el estrés
oxidativo es al menos un mecanismo involucrado en la toxicidad de acetamiprid en
trofoblastos HTR-8/SVneo. Estudios realizados en trofoblastos HTR-8/SVneo en un
modelo de hipdxia-reperfusion, Ebegboni (2018) observé que el estrés oxidativo
seria el responsable de los efectos observados en la pérdida de la viabilidad celular
e induccion de apoptosis, ya que el tratamiento con flavonoides (conocidos
antioxidantes) presentd un efecto protector evitando la pérdida de viabilidad y
reduciendo la activacién de caspasas. Por otro lado, NAC ha mostrado tener efectos
protectores frente a estrés oxidativo y dafio en otros modelos. En células epiteliales
de intestino de cerdo expuestas a la micotoxina zearalenona, el pretratamiento con
NAC previno parcialmente el dafio oxidativo y la induccion de apoptosis observada
con la micotoxina (Wang J. y col., 2018). Sumado a esto, en un modelo de ratas
resistentes a la insulina, donde el estrés oxidativo juega un rol importante en la
funcionalidad de las glandulas salivales, la incorporacion a la dieta de NAC ayudo a
aumentar la capacidad antioxidante total en las glandulas sublinguales y parétidas
en comparacion al grupo control y particularmente protegio a la glandula parétida
del dafio oxidativo observado en el grupo no tratado con NAC (Zukowski y col.,
2018).

La exposicibn humana a plaguicidas es un escenario complejo, sin embargo, es
reconocido que los seres humanos estan expuestos a formulaciones comerciales
MAas que a principios activos puros (Mesnage y col., 2014). Calderdn-Segura y col.,
(2012) reportaron que la exposicion a formulaciones comerciales de distintos
neonicotinoides como Jade (imidacloprid), Gaucho (imidacloprid), Calypso

(tiacloprid) y Poncho (clotianidina), disminuyeron significativamente la viabilidad
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celular e incrementaron el dafio en el ADN de linfocitos humanos. Acetamiprid es
un compuesto ampliamente utilizado en la agricultura, el cual fue inicialmente
comercializado en Japén por Nippon Soda en 1995. Este insecticida es
comercializado a nivel mundial bajo distintas formulaciones como Mospilan®,
Epik®, Assail® y Chipco™ (Renaud y col., 2018). Los resultados de esta tesis
doctoral, estan en relacion a los previamente reportados por Mesnage y col., (2014),
demostrando que las formulaciones comerciales de plaguicidas resultan ser mas
toxicas para células humanas que sus respectivos principios activos declarados.
Las formulaciones de plaguicidas son declaradas como un porcentaje de su
principio activo y un porcentaje de otros ingredientes. Para la formulacion comercial
utilizada en este trabajo, algunas marcas comerciales especifican que ademas de
acetamiprid, contienen silica gel (7,1-7,9%) y arcillas de la familia de las caolinitas
(5-15%). Estos ingredientes ayudarian a incrementar la solubilidad del insecticida,
aumentar su estabilidad, favorecer su penetracion en insectos y protegerlos de la
degradacion (Szekacs y Darvas 2012) y, como se demostré en el desarrollo de esta
tesis, también contribuirian a la toxicidad del PA.

En general, las personas estamos expuestas a mezclas (dos o mas) de sustancias
toxicas. Este contacto puede darse durante procesos de produccién, distribucion o
utilizacién de distintos productos como medicamentos, alimentos, productos de
limpieza, plaguicidas, formulaciones industriales y distintos articulos para el hogar,
incluso cuando alguna de estas sustancias es desechada en el ambiente e
indirectamente estar en contacto con las mismas. Por lo general, las sustancias
comercializadas son aprobadas previos ensayos de toxicidad en modelos animales.
Lamentablemente, los ensayos regulatorios estan abocados a evaluar los efectos
toxicos de los PA dejando muchas veces de lado que las formulaciones comerciales
contienen sustancias que acompafian al PA, lo que comiunmente se denomina
“‘inertes”. Usualmente para preservar las formulas de los productos, en las hojas de
seguridad de las formulaciones comerciales no se detalla exhaustivamente el
contenido y cantidad de sustancias que acomparfan al PA, de esta manera resulta
dificultoso evaluar las posibles interacciones entre PA e inertes y la toxicidad

resultante sobre los organismos. Ciertamente, en los ultimos afios ha aumentado la
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cantidad de datos que sustentan el hecho de que las formulaciones comerciales
resultan mas toxicas que el principio activo por si mismo. En este contexto
deberiamos apuntar a que los ensayos regulatorios también contemplaran esta

complejidad.

Los resultados expuestos demuestran el efecto de Neo en la induccién de estrés
oxidativo, aumentando la produccion de ERO y disminuyendo la capacidad
antioxidante, asi como su impacto en moléculas de importancia biolégica como las
proteinas, lipidos e incluso el ADN. Por lo expuesto en esta tesis, existe una relacion
entre el desbalance oxidativo y la modulacion de la respuesta innata de trofoblastos.
En este sentido, un escenario prooxidante podria verse vinculado a la liberacion de
citoquinas con un perfil proinflamatorio (como lo serian IL-6, TNF-a, entre otras) e
impactar sobre el desarrollo normal del embarazo. Si bien en esta seccion no
estudiamos el balance de citoquinas, resulta importante continuar estudiando la
respuesta inmune innata. Evaluar el balance de citoquinas y las vias de sefializacion
asociadas a receptores nicotinicos en trofoblastos expuestos a Neo, son un aspecto
sumamente importante para esclarecer el impacto de estos xenobibticos sobre la

placenta y el desarrollo del embarazo.
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7. Conclusion




La exposicion de trofoblastos a xenobidticos como plaguicidas OF y Neo, entre
otros, puede resultar en muerte celular, alteracion en los niveles de especies
reactivas, disminucién en la capacidad antioxidante. Incluso pueden impactar en la
capacidad de responder frente a dafios que pueden alterar la homeostasis y el
correcto funcionamiento de la placenta, como lo es el efecto sobre la respuesta

inmune innata. Los principales hallazgos de esta tesis se resumen en la Figura 44.

Los resultados hallados en este trabajo indican que el organofosforado clorpirifos
tiene la capacidad de impactar sobre la respuesta inmune innata de trofoblastos
humanos, ademas de impactar sobre el blanco clasico de accion (la enzima
acetilcolinesterasa). Se hallaron niveles basales de la actividad AChE en
trofoblastos HTR-8/SVneo, la cual fue inhibida en presencia de clorpirifos dando
cuenta la biotransformacion a su metabolito oxén. El impacto de clorpirifos, o bien
su metabolito oxdn, se vio reflejado en el aumento en los niéveles de transcripcion
de receptores vinculados a la inmunidad innata, como los TLR, en condiciones en
las que clorpirifos inhibi6 la enzima. Esto daria cuenta de que la modulacion de TLR
estaria en parte dada por la bioactivacion de clorpirifos. Asimismo, se demostro que
clorpirifos induce aumentos en citoquinas proinflamatorias como IL-6 y que esto fue
acompafiado de aumento de citoquinas antiinflamatorias como TGF-f3,
probablemente como respuesta para atenuar el posible escenario inflamatorio

resultante.

Por otro lado, este trabajo claramente demuestra que el neonicotinoide acetamiprid
y la formulacion comercial estudiada son téxicos para trofoblastos humanos del
primer y tercer trimestre de gestacion (HTR-8/SVneo y JEG-3). Ademas, la
formulacién comercial resultdé en ser mas toxica que el principio activo. Los efectos
dafinos generados por Neo en trofoblastos del primer trimestre son particularmente
importantes ya que el éxito de un embarazo dependera del correcto desarrollo de la

placenta y el feto en este periodo.

Es importante reconocer que este estudio aborda el estudio de toxicidad de OF y
Neo en modelos in vitro de trofoblastos humanos, por ello no deben dejarse de lado

las diferencias existentes entre los cultivos celulares y la complejidad de un érgano
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u organismo. En un escenario in vivo el compuesto parental coexiste con sus
metabolitos y que la toxicidad de clorpirifos o acetamiprid podria estar mediada por
estos, por el insecticida parental, o por ambos. Sumado a esto, seria relevante
estudiar los efectos in vitro inducidos por concentraciones mas bajas o incluso
durante exposiciones repetidas y prolongadas, ya que el patron de efectos podria

ser diferente.

TLR-2/TLR-1(6) ach

a7 nAChR

(Ace)
CF
—> Efecto de OF
—> Efecto de Neo

Figura 44: Efectos de los insecticidas organofosforados y neonicotinoides sobre trofoblastos
humanos. AChE: acetilcolinesterasa, ACh: acetilcolina, CP: clorpirifos (luego de su bioactivacion a
CP-ox6n, capaz de inhibir AChE), TLR: receptores tipo toll, nAChR: receptores nicotinicos de ACh,
ERO: especies reactivas de oxigeno; ERN: especies reactivas de nitrégeno, Ace: acetamiprid, Ace
CF: acetamiprid formulacion comercial, CAT: catalasa, GST: glutation S-transferasa, SOD:
superoxido dismutasa, NAC: N-acetil I-cisteina, ME: medio extracelular.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The neonicotinoid (Neo) insecticide family is a relatively new class of pesticides of growing use. There is an

Pesticide increasing concern that human exposure to environmental pollutants in utero may be associated with diseases in

Trophoblast adulthood. A functional placenta and trophoblasts are a requisite for a healthy pregnancy. The aim of this study

2":]‘32‘:’;5"”“‘ was to investigate whether the Neo Acetamiprid (Ace) and one of its commercial formulations (Ace CF) display
el le:

toxic features to a human first trimester trophoblast cell line. HTR-8/SVneo cells were cultured in the presence of
Ace or Ace CF (0.1-100 pM) for 4 and 24 h, and changes in cell viability, reactive oxygen species, antioxidant
system and macromolecule damage levels were eval; d

Ace and Ace CF are cytotoxic for HTR-8/SVneo trophoblasts. Cell viability loss and oxidative imbalance were
triggered by Ace and Ace CF treatments. Impact in the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and
gluthatione S-transferase activities were observed after 24 h exposure to Ace CF. Moreover, Ace CF caused
oxidative damage in proteins, lipids and DNA, whereas Ace only damaged proteins. To test oxidative stress as a
toxicity mechanism, cells were pre-incubated with the antioxidant N-acetyl-l-cysteine (NAC), prior Neo treat-
ment. NAC protected trophoblasts from cell death and prevented oxidative damage.

Results demonstrate that Ace (as active principle or CF) is cytotoxic for human trophoblasts, and oxidative
stress is a toxicity mechanism. Ace CF exhibited a more toxic effect than the active principle, in an identical
exposure scenario.

1. Introduction and Levin, 2017). Neo were thought to have limited toxicity for humans

due to their high specificity toward insect nicotinic acetylcholine re-

Pesticides are substances designed to kill, repel, or control plants,
insects and animals that are considered to be pests, and impact nega-
tively on agricultural productivity among other unwanted con-
sequences. The neonicotinoid (Neo) insecticide family is a relatively
new class of pesticide structurally similar to nicotine, developed to
replace organophosphate and carbamate insecticides (Abreu-Villaca

ceptors (nAChR). However, an in vitro study demonstrated that Neo
stimulate neurons through nAChR similarly to nicotine (Kimura-Kuroda
et al., 2012), and in vivo murine models reported Neo neurobehavioral
effects (Hirano et al., 2015; Sano et al., 2016; Tanaka, 2012).The Eur-
opean Food Safety Authority (EFSA) evaluated the potential develop-
mental and neurological toxicities of the Neo acetamiprid (Ace) and
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imidacloprid in December 2013 (European Food Safety Authority,
2013), and in 2018 restricted the use of some Neo (European Food
Safety Authority, 2018). In the period from 2005 to 2014 it has been
demonstrated an increased detection of Neo residues in fruits
(Lozowicka et al., 2016), which denoted the growing use of this in-
secticide family for agricultural purposes. The United States
Department of Agricuture, 2014 in the 2014 pesticide monitoring re-
port found Neo in 12 of 19 samples derived from different fruits and
vegetables (Cimino et al., 2017). Additionally, depending upon the
application approach and the crop type, approximately 1.6%-28% of
the applied Neo insecticide will be taken up by the amended crop (Sur
and Tork, 2003), while the rest will be found in other environmental
compartments, such as soil or water, or will have been dissipated
(Anderson et al., 2015). Neo have been tested in central Wisconsin
(USA) groundwater and 78% of all wells tested positive at least once
(Bradford et al., 2018). In addition, Neo have been found in non-target
plants and vertebrates prey, and foods common to the U.S. American
diet, including wild and aqua cultured marine species (Cimino et al.,
2017).

There is an increasing concern that human exposure to environ-
mental chemicals in early life (i.e., in utero development and/or in-
fancy) may be associated with chronic metabolic disease in adulthood
(De Long and Holloway, 2017). Taking into consideration that the
placenta barrier allows the transference to the fetus of several xeno-
biotics (Fisher etal., 2016; Wang et al., 2016), that Ace is found in brain
after intake (Ford and Casida, 2006), and its metabolites are found in
human neonate urine at postnatal day 2 (Ichikawa et al., 2009), it is
suspected that Neo can pass through the placental barrier (Taira, 2014).
Intrauterine environment is regarded as the first chemical exposure
scenario in life, since some chemicals can be absorbed from the pla-
centa to the fetus. One toxicity mechanism of growing attention among
pesticides is the induction of oxidative imbalance, which has also been
proposed as the underlying mechanism of several toxic alterations in-
duced by Neo. Oxidative imbalance was determined as a deleterious
effect of Ace leading to cytogenotoxicity in bacteria and plants (Ford
et al.,, 2011; Yao et al., 2006), and in rat neurotoxicity (Dhouib et al.,
2017). Abou-Donia et al. (2008) and Sano et al. (2016) reported that
murine exposure to the Neo imidacloprid and Ace in uterus induces
neurobehavioral and behavioural abnormalities, respectively. Recently,
Burke et al. (2018) have postulated that imidacloprid can be transferred
from the mother to the pups; and that exposure of mouse pups likely
occurred through the fetal blood circulation and via mother’s milk. In
order to reach fetal blood chemicals must go through the placenta. It
has been widely accepted that a healthy placenta is a prerequisite for a
healthy pregnancy. The placenta fulfills several physiological functions
such as fetal nutrition, gas exchange, protein and hormone synthesis,
among others (Gude et al., 2004), and placental trophoblasts are key
players throughout these processes. Human trophoblast cell lines have
been extensively used for investigating the in vitro effects of xenobiotics
in the placenta (Guifiazd et al., 2012; Dominguez.-Lépez et al., 2014;
Mannelli et al., 2015).

Taking into consideration that Ace is a Neo commonly used in a
wide range of crops against insect pests (Cavas et al., 2012; Jeschke
etal., 2011), and that little is known about its toxicity to mammalian in
vitro systems, the aim of this work was to evaluate Ace effects on the
HTR-8/SVneo human trophoblast cell line. In addition, since pesticides
are used throughout the world as mixtures called formulations
(Mesnage et al., 2014), cellular effects were also evaluated with one Ace
commercial formulation (Ace CF). Cell viability changes and reactive
oxygen and nitrogen species production as well as antioxidant cell
status were determined. Cell death mechanism and lipid, protein and
DNA damage were also analyzed in the presence of both insecticide
presentations.
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2. Material and methods
2.1. Reagents

Dimethyl sulfoxide (DMSO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide (MTT), N-acetyl-l-cysteine (NAC), phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA), nitrobluetetrazolium (NBT), 27,7 -dicl-
horofluorescein diacetate (DCFH-DA), Griess reagent, riboflavin, me-
thionine, 1,1,3,3, tetraethoxipropane (TEP), 1-chloro-2,4-dini-
trobenzene (CDNB), 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), sodium
dodecyl sulphate (SDS) and L-glutathione reduced (GSH) were pur-
chased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-Bax, anti-Bcl-2
and anti-B-actin rabbit polyclonal antibodies were purchased from
Santa Cruz Biotechnologies (Texas, USA). Horseradish peroxidase-con-
jugated anti-rabbit IgG antibody was from Sigma Aldrich.

The neonicotinoid acetamiprid (Ace) was of standard analytical
grade according to the supplier (AccuStandard InC, New Haven, USA).
The commercial formulation (Ace CF) used, Assail® (SUMMIT AGRO),
contained acetamiprid 70% as active principle, and 30% of other in-
gredients (gently donated by Dr. Liliana Cichén, Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, Argentina).

2.2. Cell culture and insecticide treatment

HTR-8/SVneo cell line was gently donated by Dr. Alicia Damiano
(Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires).
Cells were grown in RPMI-1640 medium (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), supplemented with 5% fetal calf serum (FCS) (NATOCOR,
Cérdoba, Argentina), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin
(GIBCO, Carlsbad, CA, USA), at 37 °C in 5% CO,. Cells were plated at 1
% 10° cells per 100 mm petri dish and incubated under standard cell
culture conditions until achieving an 80-90% confluence. Cells were
trypsinized with 0.1% trypsin/EDTA (GIBCO, Carlsbad, CA, USA) in
PBS pH 7.4, washed twice (PBS pH 7.4) and plated. For insecticide
treatments, the concentrations (Ace and Ace CF) assayed were 0.1, 1, 10
and 100 pM. The insecticides were dissolved in DMSO and freshly
prepared prior to use. Control cells contained equal quantities of DMSO
(0.02 %). The concentration range selected for the experimental design
was in accord with the field concentration used of Ace, 5 g/hl (ap-
proximately 157 uM) (Cichén et al., 2017), for both treatments. The
literature reported acute blood concentrations of Ace 10.7, 26.8 and
94.7 yM (Imamura et al., 2010; Todani et al., 2008). The concentrations
chosen were also in the range of other in vitro studies assaying Ace,
which ranged from 179 uM (Kocaman and Topaktas, 2007) to low dose
of 1 yM (Kimura-Kuroda et al., 2016).

2.3. Cell viability

Cells were treated with the insecticide alone, or pre-incubated with
2 mM N-acetyl-l-cysteine (NAC) for 2 h and then Ace or Ace CF were
added to the cell cultures for 4 and 24 h. Incubation times were chosen
in order to determine whether a short exposure time was able to induce
cell alterations, as soon as in 4 and 24 h. Cellular models to evaluate
pesticide and other xenobiotic toxicity usually perform studies in short
time periods as the utilized here (He et al., 2015; Hirano et al., 2019).
Cell viability was tested by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide (MTT) assay (Mosmann, 1983). Briefly, 1 x
10* cells/ml were cultured in 96-well plates and treated with Ace or
Ace CF 0.1, 1, 10 and 100 pM, for 4 and 24 h at 37 °C. After exposure to
insecticides, cells were incubated for 2 h at 37 °C with MTT 0.5 mg/ml.
Then 150 pl DMSO was added to the cells and gentle shaken for 30 min.
Absorbance was recorded at 570 nm (Thermo Max microplate reader)
and results were expressed as percentage of control values.
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2.4. Western blot analysis

HTR-8/SVneo cells 2 x 10° cells/ml were cultured in 6-well plate
and treated with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 pM) during 24 h. Then,
cell homogenates were obtained in RIPA buffer (1 % Triton X-100, 0.5
% sodium deoxycholate, 9 % SDS, 5 % 1,4-dithiothreitol ~-DTT-, 1 mM
sodium orthovanadate, 10 pug phenylmethanesulfonyl fluoride -PMSF-
and 30 pg aprotinin). Equal amount of protein (50 pg) was diluted in
SDS sample buffer (Tris—HCI 0.5 M pH 6.8, glycerol, 10 % SDS, bro-
mophenol blue), boiled at 100 °C for 1 min, and loaded onto a 12 %
SDS-PAGE gel and run at 150 V for 1 h. After migration, proteins were
electro-transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, USA) at 100 V for 1.5 h. The membrane was
blocked with Tris buffer (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, and pH
7.4) containing 0.05 % Tween 20 and 5 % non-fat dry milk. Then,
washed and incubated overnight with the following primary antibodies:
anti-Bax (1:1000), anti-Bcl-2 (1:1000), or anti-B-actin (1:5000), this
later was used as loading control. After washing, the blots were in-
cubated with the peroxidase-conjugated secondary anti-rabbit antibody
(1:10000) for 1 h at room temperature. Protein antibody complexes
were visualized by an enhanced chemiluminescence detection system.
The band density was evaluated using Gel-Pro Analyzer 3.2, and den-
sities were normalized to the values of 3-actin per sample. Results were
expressed as arbitrary units.

2.5. Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)

HTR-8/SVneo cells 2 x 10° cells/ml were cultured in 6-well plate
and treated with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 uM) during 24 h. Total
RNA was extracted from each sample using TRIzol® reagent (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). cDNA was synthesized using the Strascript
reverse transcriptase kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
according to manufacturer’s instructions.

Nicotinic acetylcholine receptor subunit o7 (a7 nAChR) mRNA
expression was measured using a qPCR assay conducted on the
Mastercycler® epRealplex (Eppendorf). Biefly, 5 ul ¢cDNA of a dilution
(1:25) from samples were amplified in 15 pl final volume containing
IQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA), forward and reverse primers and DEPC water.
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein zeta polypeptide (YWHAZ) gene was used as the internal con-
trol, in order to normalize a7 nAChR. The forward and reverse primer
sequences were as follows: a7 nAChR (5" to 3") F: GTACGCTGGTTTC
CCTTTGA, R: CCACTAGGTCCCATTCTC, amplification size 139 bp,
accession number NM 000746.4 (Machaalani et al., 2014); YWHAZ (5~
to 37) F: CCTGCATGAAGTCTGTAACTGAG, R: TTGAGACGACCCTCCA
AGATG, amplification size 120 bp, accession number EF094937.1
(Choudhury et al., 2017). Primers efficiencies reached 100 %. PCR
program consisted in an initial denaturation at 95 °C for 10 min; fol-
lowed by 40 cycles of amplification (95 °C for 15 s and 60 °C for 60 s).
Melting curve analysis was performed. All PCR reactions were run in
triplicates and non-template controls were included. PCR products were
confirmed by electrophoresis in 2 % agarose gel, stained with GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, CA, USA). Relative gene
expressions were calculated using the 2~ **“* method for relative
quantification.

2.6. Reactive oxygen and nitrogen species analysis

Reactive oxygen species (ROS) production, in HTR-8/SVneo cells,
was determined either by colorimetric nitroblue tetrazolium (NBT) re-
duction assay (Choi et al., 2007) and 27,7 "-dichlorofluoresceine diace-
tate (DCFH-DA) fluorescent assay (Yang et al., 2009). Briefly, 1 x 10*
cells/ml were cultured in 96-well plates and treated with Ace and Ace
CF 0.1, 1, 10 and 100 uM, for 4 and 24 h at 37 °C. Then, culture medium
was removed, and NBT solution (0.01 %) containing PMA (0.125 uM),
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was added and incubated for 45 min at 37 °C. Then, the cells were lysed
with 250 pl of lysis solution (115 pl KOH 2 N and 135 pl DMSO), and
formazan crystals were solubilized by 10 min incubation with gentle
shaking. Absorbance was recorded at 630 nm (Rayto TR 2100C mi-
croplate reader). The results were expressed as percentages compared
to control.

For DCFH-DA assay, 1 x 10* cells/ml were plated in opaque 96-
well plate and treated with Ace or Ace CF 0.1, 1, 10 and 100 uM, for 4
and 24 h at 37 °C. DCFH-DA (25 uM) was added to each well and in-
cubated for 30 min, prior Neo treatment. Fluorescence was measured at
A excitation 485 nm and A emission 535 nm (Hitachi H700). Results
were expressed as relative fluorescence units (RFU) percentages of
control values.

Nitric oxide concentration was evaluated indirectly by assaying
nitrite concentration in culture supernatants, with the Griess reaction
(Guinazi et al, 2012). Briefly, 1 x 10* cells/ml were cultured in 96-
well plates and treated with Ace and Ace CF 0.1, 1, 10 and 100 uM, for
4 and 24 hat 37 °C. Culture supernatant (100 pl) was mixed with 100 pl
Griess solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). After 30 min in-
cubation absorbance was measured at 540 nm (ThemoMax, Molecular
Devices), and nitrite concentration was calculated using a standard
curve of sodium nitrite (UM).

2.7. Evaluation of antioxidant cellular defenses

Superoxide dismutase (SOD) activity was indirectly determined
through NBT reduction according to Bustos et al. (2016). Superoxide
anion reduces NBT to blue formazan which can be spectro-
photometrically monitored. In this sense, a lower NBT reduction re-
presents higher SOD activity. Briefly, 1 x 10* cells/ml were cultured in
sterile 96-well plate and treated with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 uM)
for 4 and 24 h. After exposure, 175 pl of reaction mixture (riboflavin 2
uM, methionine 13 mM, ethylenedinitrilo tetraacetic acid ~-EDTA- 100
nM and NBT 75 pM) was added to each well. Plates were exposed to 20
W fluorescent lamp for 15 min; absorbance at 560 nm was then re-
corded. Results were expressed as SOD units. According to Beauchamp
and Fridovich (1971), a SOD unit is defined as the enzyme equivalent to
reduce 50 percent of NBT reduction.

Catalase (CAT) activity was determined by recording the continuous
decrease in absorbance at 240 nm, as described previously (Rivero
Osimani et al., 2016). Briefly, 2 X 10° cells/ml were cultured in 6-well
plates and treated with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 uM) for 4 and 24
h. Cells were then lysed in Na,HPO, 50 mM, 0.1 % Tritén X-100. Ac-
tivity reaction was performed in 500 pl Na,HPO, 50 mM, H,O, 81.5
mM, pH 7.0, after the addition of 10 pg protein per sample at 37 °C.
Baseline absorbance remained constant and controlled to be 1000 ab-
sorption units. CAT activity was expressed as units per ml, using a
molar extinction coefficient of 40 M~! ¢cm™'. Protein content was
quantified by the Bradford (1976) method.

Glutathione S-transferase (GST) activity was determined spectro-
photometrically at 340 nm according to Rivero Osimani et al., 2016. 2
X 10° cells/ml were cultured in 6-well plates and treated with Ace or
Ace CF (0.1, 1, 10, 100 uM) for 4 and 24 h. Cell lysates were obtained in
sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.5) containing CDNB 50 mM
dissolved in acetonitrile, and 50 mM glutathione in a final volume of 1
ml. The activity was expressed as unit of GST. A unit of GST was defined
as the enzyme equivalent to produce CDNB conjugate (nmol/min x mg
protein) using the extinction coefficient (e =9.6 mM ! cm™"). Protein
content was quantified by the Bradford (1976) method.

GSH content was determined by the colorimetric Ellman, 1959
method, based on color development after DTNB interaction with the
GSH sulfhydryl group. 2 X 10° cells/ml were cultured in 6-well plates
and treated with Ace or Ace CF (0.1, 1,10, 100 pM) for 4 and 24 h. Cells
lysates were obtained in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 6.5).
Protein content was quantified by the Bradford (1976) method. Then,
250 pl of lysates were treated with trichloroacetic acid (10 %) and
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centrifuged for 10 min at 10,000 x g at 4 °C. Reaction was initiated by
the addition of Ellman's reagent (potassium phosphate buffer 0.25 M,
1.5 mM DTNB). For quantification a calibration GSH standard curve
was performed. The measurements were carried out at 412 nm (UV/vis
16,030 Shimadzu Spectrophotometer). The results were expressed as
percentages of GSH content compared to control values.

2.8. Evaluation of biomarkers of oxidative damage

Protein oxidation was determined by the Advanced Protein
Oxidation Products (AOPP) technique, as previously described (Virginia
et al., 2013). 3 x 10° cells/ml were cultured in 12-well plates and
treated with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 pM) for 4 and 24 h at 37 °C
or pre-incubated with NAC (2 mM) for 2 h before the Neo treatments.
Cell homogenates were obtained in PBS. Homogenates (150 pl) were
mixed with acetic acid 10 % (Cicarelli, San Lorenzo, Santa Fe, Argen-
tina) and 1.16 M potassium iodide. Absorbance was recorded at 340
nm. For chloramine quantification a chloramine T (Cicarelli, San Lor-
enzo, Santa Fe, Argentina) standard curve was used. Results were ex-
pressed as pmol chloramine/mg protein. Protein content was de-
termined by the Bradford (1976) method.

Lipid peroxidation was determined with the thiobarbituric acid re-
active substances (TBARS) assay, according to Bustos et al. (2016).
Briefly, 3 x 10° cells/ml were cultured in 12-well plates and treated
with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 uM) for 4 and 24 h or pre-incubated
with NAC (2 mM) for 2 h prior Neo treatment. Cells homogenates were
obtained in 250 pl PBS pH 7.4. 200 pl cell homogenate were mixed with
tiobarbituric acid (TBA) - chlorhydric acid (HCI) - trichloroacetic acid
(TCA) reaction mixture (0.5 %, 0.25 N, 15 %, respectively) and heated
at 95 °C for 45 min. Then, in order to extract lipid peroxidation pro-
ducts n-butanol:pyridine (350 pl, 15:1 respectively) was incorporated.
Samples were centrifuged at 1,000 x g for 5 min. Organic phase ab-
sorbance was measured at 540 nm. Calibration curve was performed
with 1,1,3,3, tetraethoxipropane (TEP) (0.1-100 nM). Protein content
was quantified by the Bradford (1976) method. Results were expressed
as nmol MDA/ mg protein. MDA is proportionally formed from TEP, as a
result of lipid peroxidation.

DNA damage was determined by the alkaline comet assay as pre-
viously described by Simoniello et al. (2010). 2 X 10° cells were cul-
tured in 12-well plate and treated with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100
uM) for 4 and 24 h. Cell samples were obtained in PBS pH 7.4. Then
samples were embedded in 1 % low melting point agarose and putted
on a slide. Slides were placed in cold lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM
NaEDTA, 10 mM Tris, pH 10.0-10.5) containing freshly added 1 % (v/
v) Triton X-100 and 10 % (v/v) DMSO. The slides were incubated in
alkaline buffer solution (10 N NaOH and 200 mM Na,EDTA; pH > 10)
in darkness for 20 min. DNA electrophoresis was performed for 20 min
at 25 V (0.90 V/cm) and 300 mA. After electrophoresis, the alkaline
solution was neutralized with 0.4 M Tris (pH 7.5) at room temperature,

and the slides were fixed with ethanol and stained with ethidium bro-
mide (20 pg/ml). For microscopic analysis, slides were randomized,
coded, and blind scored. Then, 100 cell images of three replicate slides
were randomly selected and observed at X 20, using the epifluorescence
Nikon® Eclipse 80i microscope with an excitation filter of 515-560 nm
and a barrier filter of 590 nm coupled with a digital camera. Comets
were analyzed visually on a scale of I-IV (categories depending on the
DNA damage level). The four categories were established according to
the total comet length: I (< 20 pm), II (20-40 pm), I1I (40-80 um), and
IV (> 80 pum). Results were expressed as Genotoxic Damage Index and
calculated by means of the following formula: Genotoxic Damage Index
= cell number category I + 2 X cell number category II + 3 X cell
number category III + 4 X cell number category IV. Results were ex-
pressed as mean values of Genotoxic Damage Index.

2.9. Statistical analysis

All data were obtained from at least two biological replicates and
results were shown as the mean + standard deviation (SD). Statistical
analysis was conducted with GraphPad Prism v5. Analysis of variance
and Dunnet’s post-hoc test was carried out, and a p < 0.05 value was
considered for statistical significances.

3. Results
3.1. Effect of neonicotinoid on cell viability

Changes in HTR-8/SVneo cell viability were analyzed after the ex-
posure to 0.1, 1,10 and 100 pM acetamiprid (Ace) or to the commercial
formulation (Ace CF), which contained Ace at the same concentration
range. Cell viability was differentially modulated by Ace and Ace CF .
After 4 h exposure to Ace non-significant changes were observed in cell
viability, while Ace CF significantly decreased cell viability at 10 and
100 puM (Fig. 1A). A similar trend was observed after 24 h exposure. The
highest Ace concentration significantly decreased cell viability, while
Ace CF significantly decreased cell viability at all concentrations as-
sayed (Fig. 1B).

3.2. Cell death pathway triggered by neonicotinoid

In order to determine whether apoptosis related proteins Bax and
Bcl-2 were modified by Neo treatments, protein expression levels were
analyzed by western blot in HTR-8/SVneo trophoblast after treatment
with Ace or Ace CF (0.1, 1, 10, 100 pM). Ace and Ace CF significantly
altered Bax/Bcl-2 ratio. Ace increased Bax/Bcl-2 ratio at 1, 10 and 100
uM (Fig. 2A), whereas a Bax/Bcl-2 augmented ratio was observed at all
Ace CF concentrations assayed (Fig. 2B).
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3.3. Effect of neonicotinoid on a nicotinic acetylcholine receptor

Nicotinic acetylcholine receptor subunit a7 transcript expression
was assayed after the exposure of HTR-8/SVneo to Ace or Ace CF (0.1,
1, 10 and 100 puM), for 24 h. Non-significant differences were detected
(Fig. 3).

3.4. Effect of neonicotinoid on reactive species levels

Superoxide anion levels were analyzed by NBT reduction technique.
Cell incubation for 4 or 24 h with Ace induced non-significant changes,
while 10 and 100 uM Ace CF significantly increased superoxide anion
production (Fig. 4A and 4B).

A higher range of ROS were also determined with DCFH-DA re-
agent. After 4 h exposure with Neo treatments, only 10 and 100 pM Ace
CF increased ROS production whereas a prolonged incubation of 24 h
significantly augmented ROS levels in Ace 10 and 100 puM conditions
and all concentrations of Ace CF assayed (Table 1). No changes in nitric
oxide levels in culture supernatants were observed in HTR-8/SVneo

3-

a7 nAChR
(relative expression level)

10 100 01 1 10 100

' Ace (uM) " Ace CF(uM)

Fig. 3. Relative expression of a7 nAChR in HTR-8/SVneo trophoblast cells.
The effect of the neonicotinoid acetamiprid (Ace) and its commercial for-
mulation (Ace CF) (0.1-100 uM) in a7 nAChR transcript level was determined
by real time RT-PCR after 24 h exposure to the insecticide. mRNA expression
was expressed as fold change compared to control (mean + SD) of two in-
dependent experiments.

Control 0.1 1
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Fig. 2. Bax and Bcl-2 protein expression.
The expression of Bax and Bcl-2 were assessed
in HTR-8/SVneotrophoblast after 24 h in-
cubation with the neonicotinoida cetamiprid
(Ace) and its commercial formulation (Ace CF)
(0.1-100 uM), by western blot (A and B, re-
spectively). Band relative intensity was esti-
mated by standardization with PB-actin, by
densitometry analysis with Gel Pro3 Analyzer,
3.2 program. Results are expressed as

mean *+ SD. *p < 0.05, “*p < 0.01,
**%p < 0.001 statistical differences compared
0.1 1 10 100 to controls.
|
Ace CF (uM)

Control
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cells after Ace or Ace CF exposure for 4 and 24 h (data not shown).

3.5. Effect of neonicotinoid on endogenous antioxidant defenses

Oxidative imbalance can result as a consequence of an increase in
reactive species, a decrease in scavenger molecules and antioxidant
enzymes, or a combination of both. The redox homeostasis was eval-
uated by the determination of the antioxidant molecule glutathione
(GSH) content and the activities of glutathione S-tranferase (GST),
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), enzymes relevant for
redox defense.

The levels of GSH showed non-significant changes at all the condi-
tions studied (Fig. 5A and 5B). GST activity analysis indicated that Ace
was not able to modify GST activity after 4 h and 24 h incubation. In
contrast, after 24 h incubation Ace CF 1, 10, 100 pM significantly di-
minished GST activity (Fig. 5C and 5D).

CAT enzyme analysis indicated that activity decreased after 4 h
incubation with the highest Ace concentration, and after 24 h incuba-
tion with 10 and 100 uM Ace. In contrast, Ace CF significantly de-
creased CAT activity at 10 and 100 puM after 4 h incubation and at 1, 10
and 100 pM after 24 h incubation (Fig. 5E and 5 F).

SOD activity analysis indicated that Ace did not significantly modify
SOD activity after 4 h and 24 h exposure. In contrast 10 and 100 uM Ace
CF decreased SOD activity after 4 h and 24 h exposure (Fig. 5G and 5
H).

3.6. Biomacromolecule damage induced by neonicotinoid

In order to determine whether oxidative imbalance induced by Ace
and Ace CF impacted in cellular macromolecules, advanced oxidation
protein products (AOPP), lipid peroxidation (TBARS), and DNA damage
(comet assay) were determined in the cells treated with the Neo in-
secticide.

Cell incubation for 4 h with Ace induced non-significant changes in
AOPP, while 10 and 100 pM of Ace CF significantly increased protein
oxidation in trophoblast cells (Fig. 6A). A prolonged incubation of 24 h,
significantly augmented AOPP levels in 100 uM Ace, and in all the Ace
CF concentrations assayed (Fig. 6B).

Similarly, cell exposure to Ace for 4 and 24 h induced non-sig-
nificant increases in MDA levels cells, while cell exposure to Ace CF for
4 hsignificantly increased MDA levels at 10 and 100 pM. After 24 h cell
exposure to Ace CF, 1, 10 and 100 pM significantly increased MDA
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A B Fig. 4. Reactive oxygen species levels in
HTR-8/SVneo trophoblst cells. The effect of
200 200 the neonicotinoid acetamiprid (Ace) and its
= commercial formulation (Ace CF) (0.1-100
S 150 R 1504 UM) in reactive oxygen species production was
g e determined by the nitroblue tetrazolium (NBT)
‘ﬁ % assay after 4 (A) and 24 (B) h exposure to the
% 100+ S 1004 insecticide. NBT reduction was expressed as
o E percentages (mean *+ SD) of three independent
E 504 E 504 e)_(periments. “p < 0.05, “*p < 0.01, statistical
= =z differences compared to control.
0- 0-
Control 01 1 10 100 01 1 10 100 Control 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
Ace Ace CF Ace Ace CF
levels (Fig. 6C and 6D). 2018), SH-SY5Y (Senyildiz et al., 2018), Caco-2 (Cavas et al., 2012),

To investigate possible DNA damage, cells from all exposure con- and in primary cell culture of peripheral blood lymphocytes (Kocaman
ditions were processed by the alkaline comet assay. Genotoxic damage and Topaktas, 2007). Recently, it has been demonstrated that em-
index was significantly higher in Ace CF 0.1, 1, 10, and 100 uM con- bryonic cells are sensitive to Neo toxicity, being in higher deleterious
centrations after 4 and 24 h exposure. Treatment with Ace induced non- order of thiacloprid > acetamiprid, thiomethoxam > clothianidin
significant DNA damage (Fig. 7A and 7B). Representative pictures of (Babel’ova et al., 2017). Moreover, a transient exposure to a Neo over
cells after 24 h exposition showed an increased in comets category IV the early developmental period induced long-lasting changes in beha-

(Fig. 7C). viour and brain function in mice (Burke et al., 2018). Results obtained
in the present research demonstrate that Ace (10 and 100 uM), is cy-
3.7. Effect of N-acetyl-l-cysteine on neonicotinoid induced cell damage totoxic to a human trophoblast cell line after 24 h incubation. In con-

trast, the commercial formulation Ace CF produced higher detrimental

To study whether oxidative imbalance was associated with cell effects on cell viability at all the times and with most concentrations
damage induced by Neo treatments, cells where pre-treated with the ~ analyzed. Necrosis, apoptosis and autophagy, are death mechanisms
antioxidant N-acetyl-l-cysteine -NAC- (2 mM). Results demonstrated that can be triggered by environmental pollutants. The Bcl-2 family, as
that NAC pre-treatment for 2 h, significantly prevented cell viability ~ the pro-apoptotic protein Bax and the anti-apoptotic protein Bcl-2, is
decrease and protein oxidation (AOPP) compared to cells treated with ~ important in the mitochondrial apoptotic pathway (Elmore, 2007). Bax
100 uM Ace alone (Table 2). TBARS and genetic damage were not de- and Bcl-2 have been shown to be regulated by insecticides (FHsu et al.,
termined in the NAC condition, since Ace alone induced non-significant ~ 2019)- Recently Abd-Elhakim et al. (2018) demonstrated that exposure
changes in these both cellular parameters. to the Neo imidacloprid augments Bax positive cells and low Bcl-2 ex-
On the other hand, NAC pre-treatment avoided cell viability loss ~ Pression, in rats. Results presented here demonstrate that Ace CF
and DNA damage compared to cells treated with Ace CF alone, at all the treatment for 24 h increased Bax/Bcl-2 ratio, promoting cell apoptosis.
concentrations tested. For protein (AOPP) and lipid (TBARS) oxidation The intrinsic pathway of apoptosis can be triggered by a variety of in-
levels, NAC pre-treatment was not able to reverse pesticide damage to tracellular stress inducers, including DNA damage, oxidative stress, UV
the control values (Table 2). A partial significant reduction in TBARS ~ and y-irradiation, toxins, growth factor deprivation, and endoplasmic

levels was observed in the condition Ace CF 100 u M + NAC vs Ace CF reticulum (ER) stress (Cory et al., 2003; Guicciardi et al., 2013). Oxi-
100 u M. dative stress and DNA and protein damage were determined after cell

exposure to Ace CF, and probably participate as apoptosis inducers in
this model. Nonetheless other cell death pathway not studied here
cannot be ruled out.

It has been demonstrated a7 nAChR mediates some of acetamiprid
effects in brain (Kimura-kuroda 2012), and it is expressed in the pla-
centa (Lips et al., 2005) and in HTR-8/SVneo (Komine-Aizawa et al.,
2015). a7 nAChR has been postulated to be involved in the modulation
of the inflammatory response in non-neuronal  systems
(Hajiasgharzadeh et al., 2019; Bouzat et al., 2018; Treinin et al., 2017),

4. Discussion

The Neo insecticides display low environmental persistence and low
toxicity to mammals, however studies discuss animal and human det-
rimental effects (Calder6n-Segura et al., 2012; Cimino et al., 2017;
Green et al.,, 2005; Kocaman and Topaktas, 2007; Maienfisch et al.,
2001; Wang et al., 2017). In this sense, it have been reported the toxic
effects of Ace in different cell lines such as HepG2 (Senyildiz et al.,

Table 1
Reactive oxygen species production in HTR-8/SVneo trophoblasts after exposure to the neonicotinoid acetamiprid (Ace) and its commercial formulation (Ace CF) for
4 and 24 h.

4h 24h

Ace Ace CF Ace Ace CF
Control 100.00 + 16.08 100.00 + 5.43
0.1 uM 102.09 + 6.14 118.61 + 13.96 95.34 + 0.98 131.71 + 5.36"**
1uM 104.88 + 7.72 125.98 + 16.41 109.23 + 10.66 14593 + 5.76***
10 uM 106. 87 + 4.43 130.28 + 15.50* 115.06 + 7.64* 170.46 + 1.89***
100 pM 110.52 + 4.37 141.66 + 28.78** 115.45 + 2.45* 180.82 + 6.81***

Data is expressed as relative fluorescence units percentages (mean * SD) of three independent experiments.* p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 statistical
differences compared to control group.
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and considering the inflammatory scenario observed after exposure to whether a7 nAChR triggering mediates the effects observed in HTR-8/

Neo, a7 nAChR mRNA expression levels were analyzed, Results pre- SVneo cells. Moreover other nicotinic receptor not analyzed here can’t

sented here indicate that neither Ace nor Ace CF altered a7 nAChR be ruled out, and mores studies are needed.

mRNA expression levels; however more studies are needed to unravel Toxic detrimental effects derived from xenobiotic exposure,
7
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Fig. 6. Oxidative damage of biomolecules in
HTR-8/SVneo trophoblast. Protein oxidation
products and thiobarbituric acid reactive sub-
stances were determined after cell exposure to
acetamiprid (Ace) and its commercial for-
mulation (Ace CF). Advanced protein oxidation
products expressed as pmol chloramine/mg
protein, were determined after 4 (A) and 24 h
(B) insecticide incubations. Thiobarbituric acid
reactive substances expressed as nmol MDA/
mg protein, were determined after 4 (C) and 24
h (D) insecticide incubations. Graphs show
mean values * SD of three independent ex-
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including pesticides, have been linked to oxidative imbalance induction
in human and animal models (Asghari et al., 2017; Wang et al., 2017).
The results obtained here clearly show that both Ace and Ace CF trig-
gered ROS production in trophoblasts. Superoxide anion production
was determined by NBT reduction, and a wider range of reactive species
were determined by DCFH-DA (Niocel et al., 2019; Rastogi et al., 2010).
Increase in superoxide anion was observed after 4 and 24 h incubation
with 10 and 100 uM Ace CF. Interestingly, an increase in reactive
species was determined after 24 h incubation with acetamiprid pre-
sentations: the active principle and the commercial formulation. This is
the first report in the literature indicating that Ace and Ace CF increase
ROS production in HTR-8/SVneo trophoblasts. It has been stated that
oxidative stress plays an important role in placental function and reg-
ulation (Sharp et al., 2010). High levels of reactive oxygen species in
early pregnancy contributes to preeclampsia pathogenesis (Matsubara
et al., 2015), intrauterine growth restriction (Gurugubelli Krishna and
Vishnu Bhat, 2018) and preterm birth (Paules et al., 2019). Exposure to
environmental factors such as pollutants and xenobiotics, among
others, have been linked to increased ROS-related effects and preg-
nancy complications (Bodin et al., 2015; Philips et al., 2019; LaRocca
et al.,, 2016; Malmgqvist et al.,, 2017; Correia-Branco et al., 2018.).
Furthermore, it is suggested that neonicotinoids may have detrimental
effects during pregnancy, Babel'ova et al., 2017, concluded that neo-
nicotinoids and their commercial products in the environment of pre-
implantation embryos can negatively influence their development and
quality, as shown by decreased cell proliferation and increased apop-
tosis incidence in the blastocysts obtained. Neonicotinoid-induced
changes during the preimplantation period of development could be
considered as a potential risk factor in mammalian reproduction
(Babel’ova et al., 2017).

Changes in the oxidative balance, such as an increase in reactive
species, a decrease in the radical scavenging systems or both, may alter
cellular integrity. Antioxidant cellular systems consist of non-enzymatic
antioxidants such as GSH and enzymatic antioxidants such as SOD,
CAT, GST, among others, which collectively reduce the oxidative state

(Mehta and Gowder, 2015). Our report indicates that Ace significantly
increases ROS and decreases the antioxidant enzyme CAT activity,
mainly after 24 h exposure to the higher concentrations. The com-
mercial formulation tested also induced redox imbalance, showing a
higher and earlier response at lower concentrations than the active
principle alone and also altered another antioxidant defense component
as SOD. Chakroun et al. (2016), reported that rat liver SOD and CAT
activities decreased after sub chronic exposure to Ace. Other authors
have reported that Ace administration to Wistar rats decreased CAT and
increased SOD activities in the brain (Gasmi et al., 2017). Differences in
the experimental models may be the reason for the differences in en-
zyme activity found in this work. Nonetheless, ROS increase and oxi-
dative stress is a hallmark of Ace toxic alteration in most experimental
models, included the one presented here (Chakroun et al., 2016; Gasmi
et al., 2017; Kong et al., 2017; Wang et al., 2017).

Glutathione S-transferase (GST), a family of phase II detoxification
enzymes, protects cellular macromolecules from the attack of reactive
electrophiles. Specifically, GSTs catalyze the conjugation of GSH to a
wide variety of endogenous and exogenous electrophilic compounds
(Townsend and Tew, 2003). GST system performs the detoxificationnot
only of drugs and chemical agents but also some reactive internal
biomolecules (Deyashi and Chakraborty, 2016). Our results indicate
that GST activity displayed a significant decrease after Ace CF treat-
ment for 24 h. In contrast, neither Ace nor Ace CF changed GSH con-
tent. Similar results have been reported instudies about exposure to
toxic agents and pesticides (Gunderson et al., 2018).

The oxidative modification of proteins, as a result of oxidative
stress, is an irreversible process, advanced oxidation protein products
(AOPP) are well-known biomarkers of the oxidative modification of
proteins (Gryszczynska et al., 2017). The thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay, measures the concentration of mal-
ondialdehyde that is produced due to degradation of unstable lipid
peroxides (Dasgupta and Klein, 2014). The comet assay is the method of
choice for measuring DNA damage in human cells, and is a sensitive
assay for genotoxicity detection caused by insecticides, including Neo
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Fig. 7. DNA damage in HTR-8/SVneo trophoblasts. Cells were incubated with acetamiprid (Ace) and its commercial furmulduon (Ace CF) and genotoxic damage
index was determined by comet alkaline assay after 4 (A) and 24 h (B) insecticide incubations. Graphs show mean + SD. ***p < 0.001 statistical differences
compared to control. (C) Representative fluorescence microscopy images of comets in HTR-8/SVneo trophoblast cells after insecticide incubation for 24 h.

(Calder6n-Segura et al., 2012; Kocaman and Topaktas, 2007; Quintana
2017). Results presented here, indicate that Ace only induced
protein oxidation after 24 h exposure to the highest concentration as-
sayed. In contrast, Ace CF markedly altered protein oxidation, lipid
peroxidation and DNA damage. Neo have been linked to genotoxic
damage (Costa et al., 2009), indeed 500 M Ace incubation for 24 h
induced DNA damage in SH-SYS5Y cells (Senyildiz et al., 2018). Here the
highest Ace concentration assayed (100 pM) did not 1nduLe genotoxic

et al.,

Table 2

damage, whilst all concentrations assayed of the commercial formula-
tion induced a significant change in at least two markers of oxidative
cellular damage.

To test whether oxidative stress was involved in trophoblast toxi-
city, cells were pre-incubated with the recognized antioxidant NAC.
Cell death, and biomolecule damage was prevented by antioxidant pre-
treatment, clearly indicating that oxidative stress is as least one me-
chanism involved in Ace toxicity in HTR-8/SVneotrophoblasts.

Pre-treatment with the antioxidant N-acetyl 1-cysteine prevents cellular damage induced by exposure to acetamiprid (Ace) and acetamiprid commercial formulation

(Ace CF) for 24 h.

Cell viability AOPP TBARS DNA damage
(%) (umol chloramine/mg protein) (nmol MDA/mg protein) (Genotoxic damage index)
NAC (2 mM) NAC (2 mM) NAC (2 mM) NAC (2 mM)
Control 100.00 = 9.47 100.00 + 6.05 197.59 + 36.13 205.61 + 39.03 35.74 + 0.95 38.35 +7.84 253.00 223.00 = 1.41
Ace 0.1 94.66 + 13.55 107.20 +13.37 180.30 * 29.77 174.63 = 11.39 34.77 + 0.29 ND 216.00 ND
(M) 1 92.82 + 11.68 94.66 * 8.67 209.78 193.48 + 28.34 40.14 = 7.17 ND 221.67 ND
10  81.46 * 6.32** 102.00 +7.57* 195.09 4 218.47 + 10.43 44.28 + 0.58 ND 230.67 ND
100 79.26 + 5.04 98.66 + 6.15" 265.19 171.06 + 6.68" 50.48 + 8.27 ND 226.33 ND
Ace CF 0.1 6242+ 10.14** 99.36 + 10.42" 315.83 262.80 + 40.33 49.27 + 2.68 332.67 227.50 + 2.12"
M) 1 70.53 * 5,78+ 98.20 + 7.29" 340.71 + 48 264.60 * 26.56 67.52 + 13.47 343.00 218.00 + 2.82"
10 67.60 + 16.48*** 9955 + 7.21" 304.57 28290 *+ 22.56 77.15 * 11.. 28 61.62 +0.29 351.33 + 222,50 + 4.95"
100 56.92 + 15.84*** 9812 + 5.31" 339.04 + 29440 = 16.10 9335+ 5.1 62.27 + 4.61° 348.50 + 38.89** 217.00 + 1.41"

Results are expressed as mean #+ SD.* p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001 statistical differences compared to control treatment. °p < 0.05 and "p < 0.01 statistical

differences between pesticide vs pesticide + NAC. ND: not determined.
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Human exposure to pesticides is a complex scenario, though it is
recognized that human beings are exposed to the commercial for-
mulation rather than the active principle alone (Mesnage et al., 2014).
Calderén-Segura et al., 2012, reported that exposure to the Neo com-
mercial formulations Jade (imidaloprid), Gaucho (imidaloprid), Ca-
lypso (thiacloprid), and Poncho (clothianidin) significantly decreased
cell viability and increased DNA damage in human lymphocytes. Ace is
a Neo compound widely used in agriculture, which was initially com-
mercialized in Japan by Nippon Sodain 1995. Ace is marketed under
several commercial formulations such as Mospilan®, Epik®, Assail® and
Chipco™ (Renaud et al., 2018). Results presented here, are in line with a
previous report of Mesnage et al.(2014), demonstrating that the com-
mercial formulation of pesticides are more toxic to human cells than
their declared active principles. Insecticide formulations are declared as
a percentage of active principle and a percentage of other ingredients.
For the commercial formulation utilized in this work some trademarks
specify silica gel 7.1-7.9 % and 5-15 % kaolin clay. The other in-
gredients may help to increase the insecticide solubility, stability, insect
penetration, and to protect it from degradation (Szé and Darvas,
2012).

The limitations of this study were the possible differences between
cell culture and the complexity of a whole organism. In an in vivo
scenario the parent compound coexists with the metabolites and acet-
amiprid toxicity may be mediated by the metabolites, by the parent
compound, or by both. In addition, it would be relevant to study the in
vitro effects induced by lower concentrations after repeated/prolonged
exposure as the effect pattern may be different.

5. Conclusions

This work clearly demonstrates for the first time that the Neo
acetamiprid and the commercial formulation studied are toxic to the
HTR-8/SVneo trophoblasts, and that the commercial formulation is
more toxic than the active principle. The harmful effects generated by
Neo in first-trimester placenta cells are particularly important, since the
first trimester of pregnancy is crucial for placental and fetal develop-
ments.
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