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Resumen 

El uso de plaguicidas es una reconocida estrategia principalmente en la industria 

agrícola, para el control de plagas. Dos familias ampliamente utilizadas en el 

mundo son los insecticidas neurotóxicos organofosforados (OF) y 

neonicotinoides (Neo). La exposición ambiental a plaguicidas es un hecho bien 

documentado, sobre todo en poblaciones que residen en cercanías de sitios de 

aplicación. Considerando que la exposición a tóxicos ambientales durante el 

embarazo puede repercutir en la salud de la madre y el embrión, y que esto 

puede estar relacionado con mecanismos toxicológicos clásicos y no clásicos, 

se estudió el efecto de OF y Neo sobre la respuesta innata en trofoblastos 

humanos.  

Se estudió en un modelo in vitro con trofoblastos HTR-8/SVneo el efecto del OF 

clorpirifos (CP), 0,01-100 µM, en la actividad enzimática de la acetilcolinesterasa 

(AChE) a 4 y 24 h de exposición; cómo así también la modulación de la expresión 

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 µM) a 24 h de exposición, no observándose cambios a tiempos más cortos 

(4 h). En las condiciones en las que se observó reducción de actividad AChE, 

CP aumento significativamente los niveles de transcriptos para TLR-2 y TLR-4 

(10 y 100 µM), acompañado de aumentó de los niveles de proteína del receptor 

TLR-4. CP incrementó significativamente los niveles de la citoquina pro-

inflamatoria IL-6 y la citoquina inmunomoduladora TGF-β a altas 

concentraciones (100 µM) Estos resultados demuestran el impacto del OF CP 

en su blanco clásico (AChE) en trofoblastos HTR-8/SVneo y ponen de manifiesto 

el impacto sobre componentes de la respuesta inmune innata, modulando la 

expresión de receptores propios de esta respuesta y resultando en cambios en 

la expresión de citoquinas vinculadas al proceso de inflamación/reparación de 

tejidos.  

En consideración del amplio uso de Neo a nivel mundial y local, y que los 

formulados comerciales son mezclas que contienen otros compuestos además 

del principio activo, se realizó un estudio comparativo entre el Neo acetamiprid 

(Ace) y una formulación 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 gestación, respectivamente). Se evaluó 

citotoxicidad y producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) a 

concentraciones de 0,1–100 µM durante 4 y 24 h de exposición. A 4 h de 

exposición, solamente en trofoblastos HTR-8/SVneo y altas concentraciones de 

Ace CF (10–100 µM) se observó reducción de viabilidad celular acompañado de 

aumento de ERO. En cambio, a tiempos más prolongados, Ace y Ace CF 

alteraron la viabilidad celular e indujeron la producción de ERO en trofoblastos 

HTR-8/SVneo; mientras que sólo Ace CF resultó citotóxico en trofoblastos JEG-

3. En este contexto, se estudió la modulación de receptores nicotínicos de 

acetilcolina (nAChR) como mecanismo clásico de toxicidad de Neo y el estrés 

oxidativo como posible mecanismo asociado a los efectos observados 

previamente. En trofoblastos HTR-8/SVneo se evaluó el efecto de Ace y Ace CF 

en la inducción de apoptosis, expresión de nAChR, migración celular y 

biomarcadores de estrés oxidativo. Ambas formulaciones resultaron en aumento 

significativo de la relación Bax/Bcl-2, con un aumento más notorio en trofoblastos 

expuestos a Ace CF. No se observaron cambios en los transcriptos de la 

subunidad α7 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 disminuyó la 

actividad de catalasa, superóxido dismutasa y glutatión S-transferasa. En este 

escenario pro-oxidante, se observó oxidación de proteínas luego de la 

exposición a Ace y Ace CF, sumado a oxidación de lípidos (TBARS) y daño 

genotóxico (ensayo cometa) en exposiciones a Ace CF. Estos efectos fueron 

prevenidos parcialmente cuando la línea celular fue tratada con el antioxidante 

N-acetil l-cisteína (2 mM) previo al tratamiento con Neo, demostrando que el 

estrés oxidativo sería 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 podría alterar la funcionalidad de la placenta como órgano regulador 

del desarrollo intrauterino. Asimismo, ponen de manifiesto la mayor toxicidad que 

presentan las formulaciones comerciales frente a sus principios activos.  

 



17 
 

 

 

 

Abstract 

 

Abstract 
 

 

  



18 
 

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 µM, 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 µM) 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 µM), 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-β at high 

concentrations (100 µM). 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 µM during 4 and 24 h of exposure. At 4 h of exposure, only in HTR-
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8/SVneo trophoblasts and high concentrations of Ace CF (10 - 100 µM) 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 α7 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 l-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 Definición y clasificación 

La organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO) define a los plaguicidas como cualquier sustancia o 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 o 

interfieren de cualquier otra forma en la producción, elaboración, 

almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos 

agrícolas, 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 caída 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 

características principales. Una de las principales formas para clasificarlos es de 

acuerdo a la plaga o tipo de organismo para el cual están destinados a actuar, 

como se muestra en la Tabla 1. Otra de las formas usuales para su clasificación 

es en relación a la familia de sustancias a la que pertenecen, la cual está 

caracterizada de acuerdo similitudes en la estructura química (Tabla 2).  
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Tabla 1: Clasificación de plaguicidas según organismo blanco. 

Clasificación Organismo blanco 

Insecticida Insectos 

Acaricida Ácaros 

Nematicida Nemátodos 

Fungicida Hongos 

Molusquicida Caracoles, babosas 

Herbicida Malezas (plantas) 

Rodenticida Roedores 

Fuente: adaptado de INTA (2014) 

 

Tabla 2: Clasificación de plaguicidas según estructura química 

Clasificación Ejemplos 

Organofosforados Malatión, clorpirifos, metilazinfos 

Organoclorados DDT, aldrin, endosulfan 

Carbamatos Carbaril, carbofuran, pirimicarb 

Tiocarbamatos Maneb, zineb 

Piretroides Cypermetrina, fenvalerato 

Derivados bipiridilos Paraquat, diquat 

Derivados de ácido fenoxiacético Silvex, picloram 

Derivados cloronitrofenólicos Dinoterb, dinocap 

Derivados de triazinas Atrazina, simazina 

Neonicotinoides Acetamiprid, imidacloprid, tiacloprid 

Compuestos inorgánicos Arsénico, mercurio, talio, cloruro de 

mercurio 

Compuestos de origen botánico Rotenona, nicotina, piretrinas, 

azadiractina 

Fuente: adaptado de Ramírez y Lacasaña (2001)  
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En este trabajo de tesis se referirá 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 Río Negro 

y Neuquén y a sus potenciales efectos tóxicos sobre la salud. Es por ello que 

resulta importante considerar dos criterios más de clasificación 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 o 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) (Ramírez y Lacasaña, 2001). 

 

Tabla 3: Clasificación de plaguicidas según su persistencia 

Clasificación Vida media Ejemplos 

No persistentes De días hasta 12 

semanas 

Malatión, diazinón, 

acetamiprid, clorpirifos* 

Moderadamente 

persistentes 

De 1 a 8 meses Paratión, lannate 

Persistentes De meses a 20 años 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 

orgánica o suelos pobres en materia orgánica), es clasificado como no persistente a 

moderadamente persistente.  

Fuente: adaptado de Ramírez y Lacasaña (2001) 

 

Otro aspecto importante para clasificar a los plaguicidas es de acuerdo a su 

toxicidad. En este sentido la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica a 

los plaguicidas en distintas clases de toxicidad (Tabla 4). Para esta clasificación, 
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la toxicidad se mide según la dosis letal media (DL50) o concentración letal 

media (CL50). Ambos parámetros varían conforme a múltiples factores como la 

presentación del producto (sólido, gel, líquido, gas, polvo, etc.), la vía de entrada 

al organismo (oral, dérmica, respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad, el 

sexo, etc. Al basarse en observaciones en animales no proporciona información 

sobre los efectos crónicos, ni sobre la citotoxicidad de algún compuesto (Ramírez 

y Lacasaña 2001).  

 

Tabla 4: Clasificación de plaguicidas según toxicidad 

Clase Toxicidad DL501 para ratas 

(mg/Kg de peso 

corporal) 

Ejemplos 

  Oral Dérmica  

Ia Extremadamente 

peligroso 

<5 <50 Paratión, dieldrin 

Ib Altamente peligroso 5-50 50-200 Eldrin, diclorvos 

II Moderadamente 

peligroso 

50-2000 200-2000 DDT, clorpirifos, 

acetamiprid 

III Ligeramente 

peligroso 

>2000 Malatión, 

piretroides, 

glifosato 

U Poco probable de 

representar un 

peligro agudo 

5000 o mayor 

 

1 DL50: dosis de una sustancia que resulta mortal para la mitad de un conjunto de animales de 

prueba en determinadas condiciones de exposición. Los valores de DL50 son usados como un 

indicador general de la toxicidad aguda de una sustancia. Fuente: modificado de Clasificación 

según OMS (2019)  

 

1.1.2 Composición y formulación 

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 más de un PA a fin de combinar los efectos de todos ellos, pero muy 

raramente se incluyen más 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 sería imposible aplicarla pura, logrando una 

distribución aceptablemente correcta. Por otra parte, muchas veces se trata de 

sustancias pesadas y altamente viscosas difíciles de aplicar directamente. Por 

ello, los PA se aplican en formulaciones que contienen otros ingredientes (INTA, 

2014). Estos compuestos, según la Agencia de Protección Ambiental de Estados 

Unidos (US EPA), pueden ser denominados inertes y otros ingredientes. Estos 

no poseen acción biocida específica, 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. Actúan como solventes para ayudar 

al PA a penetrar en la superficie foliar de las plantas, facilitar la aplicación a 

campo, extender la vida postcosecha, evitar la degradación debido a la 

exposición a radiación solar, entre otros (US EPA 2012). Entre los distintos 

compuestos inertes podemos encontrar:  

• Solventes (puede ser agua o algún solvente derivado del petróleo o de 

otro tipo) 

• Humectantes (a fin de permitir su dilución en agua) 

• Espesantes 

• Tensioactivos (permiten un mejor contacto de la gota pulverizada con el 

objetivo) 

• Adherentes 

• Conservantes 

• Esparcidores 

• Estabilizadores 

• Antiespumantes 

• Agentes de aviso: colorantes, sustancias de olor, etc.  
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La combinación de estas sustancias en el producto comercial, es lo que se 

denomina composición o formulación. Un mismo PA puede ser comercializado 

bajo diferentes formulaciones, por lo que es preciso conocer sus características 

y composición. En nuestro país, todo producto fitosanitario comercializado está 

regulado y debe indicar en su información básica el PA que contiene y el 

contenido del mismo en relación al contenido neto del producto comercial 

(SAGPYA-SENASA, 1999). 

El Alto Valle de Río Negro y Neuquén es una de las regiones históricamente más 

importantes en cuanto a producción agrícola 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 más 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 año 2000 

(Cichón y col., 2013). Las características principales de estas familias se 

describirán a continuación.  

 

1.1.3 Plaguicidas organofosforados 

Los plaguicidas organofosforados (OF) han sido el grupo de insecticidas más 

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 

químicas: ésteres, amidas o tioles derivados del ácido fosfórico (Ramírez y 

Lacasaña 2001). Su uso se relaciona fundamentalmente con el control de las 

plagas que afectan la producción, elaboración, almacenamiento, transporte y/o 

comercialización de alimentos y productos agrícolas (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 químicos de guerra (Anguiano y col., 2011). 

La estructura química de un OF comprende un átomo central de fósforo y el 

característico enlace fosfórico (P=O) o tiofosfórico (P=S), como puede 

observarse en la Figura 1. El símbolo X representa el grupo saliente que es 



27 
 

desplazado (por sustitución nucleofílica) cuando el OF fosforila la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE), principal blanco de acción de estos insecticidas 

(Costa 2006, Elersek y Filipic 2011).  

 

 

Figura 1: Estructura química general de los plaguicidas organofosforados 

 

En los gases de guerra muy tóxicos, el grupo saliente consiste en fluoruro (F-), 

el cual se hidroliza fácilmente produciendo la inhibición de la enzima AChE. 

Mientras que en OF menos tóxicos, 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 (H3CO o H5C2O), 

aunque otros sustituyentes son posibles. Mayoritariamente los OF tienen 

estructura de fosforotionato, como el paratión, clorpirifos (Tabla 5) y diazinón, y 

de fosforotioato, como el malatión, dimetoato y metilazinfos. 

Dentro de sus características fisicoquímicas, los OF son sustancias poco 

solubles en agua y solubles en disolventes orgánicos, con lipofilicidad variable 

según su estructura química. Son estables a pH neutro, pero casi todos son 

hidrolizados a pH alcalino. Se degradan principalmente por oxidación e hidrólisis, 

dando origen a productos más hidrosolubles (Ramírez y Lacasaña 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 neurotóxicos, los cuales se deben principalmente a la 

inhibición de la enzima AChE. La AChE es una proteína que hidroliza al 

neurotransmisor acetilcolina (ACh), produciendo ácido acético y colina 

(Ballantyne y col., 1992). ACh interactúa con dos tipos de receptores 
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postsinápticos (nicotínicos y muscarínicos), y es responsable de la trasmisión del 

impulso nervioso de: las fibras colinérgicas postganglionares simpáticas y 

parasimpáticas de las células efectoras (receptores muscarínicos); las neuronas 

preganglionares a las postganglionares en los sistemas parasimpáticos y 

simpáticos (receptores nicotínicos); los nervios motores al musculo esquelético 

(receptores nicotínicos); y algunas terminaciones nerviosas del Sistema 

Nervioso Central (SNC) (Lotti y col., 1995). En cuanto a la interacción 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 estimulación constante de los receptores de ACh. De esta manera se 

produce una hiperestimulación nerviosa responsable de los síntomas 

colinérgicos de la intoxicación aguda con OF. 

Los efectos tóxicos agudos de los plaguicidas OF son potencialmente mortales 

y están 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 

neuropsiquiátricas vinculadas al déficit de atención, memoria, abstracción y 

depresión 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 síntesis de macromoléculas como ADN, ARN y 

proteínas; interacción con distintos receptores; interacción en la diferenciación 

neuronal; entre otros (Eaton 2008). En modelos in vivo murinos el 

dietiltiofosfoato, un metabolito común de la mayoría de los OF, ha mostrado 

efectos genotóxicos en eritrocitos de sangre periférica a dosis de 0,05 g/Kg, 

además de mostrar efectos inmunotóxicos impactando sobre células T y células 

Natural Killer, así como efectos inmunomodulatorios sobre macrófagos a dosis 

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

Más allá de los conocidos efectos neurotóxicos ampliamente estudiados, 

producto de la inhibición 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 cáncer 

(Lee y col., 2004; Mostafalou y col., 2013), alteraciones en la reproducción y 
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alteración del sistema nervioso (US EPA 2015b), dentro de otros problemas 

dependientes principalmente del OF al que se esté expuesto (Sharp y col., 1984; 

Maroni y col., 1993). En este sentido la exposición crónica a OF ha sido asociada 

con anomalías a nivel neuroconductual, con enfermedades como Parkinson y 

Alzheimer como así también con enfermedades metabólicas como diabetes y 

obesidad (Chakraborty y col., 2009; Hancock y col., 2008; Hayden y col., 2010; 

Jokanovic 2018).  

Uno de los insecticidas OF más comúnmente utilizados a nivel mundial es el 

clorpirifos (CP), principalmente para fines agrícolas, 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 domésticos y ganadería; también se lo utiliza para combatir moscas y 

mosquitos en espacios públicos. En Argentina, el uso de CP para control de 

plagas en domicilios actualmente está prohibido por la Administración Nacional 

de Medicamentos (ANMAT) según disposición del año 2008 (ANMAT 2008). 

Sumado a esto, el ministerio de Salud de la Nación prohibió la importación, 

producción, comercialización y uso de formulaciones de productos para el control 

sanitario domiciliario a excepción de cebos con cierre a prueba de niños, con un 

contenido de hasta 0,5% de PA (Res. 456 Ministerio de Salud 2009). Sin 

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

Por lo expuesto, para la realización de este trabajo de tesis se seleccionó el 

organofosforado CP. CP es un sólido blanco cristalino, clasificado dentro del 

grupo de toxicidad clase II, o moderadamente tóxico. En la Tabla 5 se resumen 

sus características principales. Si bien presenta baja solubilidad en agua, este 

compuesto es relativamente estable en soluciones acuosas de pH neutro o ácido 

y su estabilidad decrece a medida que el medio que lo contiene se alcaliniza 

(OMS 2009). Estas características, junto con su baja volatilidad y elevada 

constante de partición en solventes orgánicos (Kow), traen como consecuencia 

la concentración del plaguicida en sedimentos y partículas orgánicas en 

ambientes naturales, lo cual incrementa la persistencia de CP en el medio, 

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

Familia Organofosforado 

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

fosforotiato 

Número CAS 2921-88-2 

Fórmula química C9H11Cl3NO3PS 

Estructura química 

 

Peso molecular  350,59 g/mol 

Productos de comercialización Lorsban, Dursban, Suscon Green, 

Empire, Equity 

Volatilidad Media 

Punto de fusión  44-45 °C 

Densidad  1,4 g/cm3 

Solubilidad en agua a 25 °C 2 mg/L 

Coeficiente de partición Kow 5,27 

Coeficiente de adsorción Koc 6,07 

Tiempo de vida media en agua 20 días aproximadamente 

Factor de bioconcentración 1,374 

Bioacumulación Potencial 

Toxicidad aguda en mamíferos Clase II – moderadamente tóxico 

DL50 oral en rata 82 mg/kg 

CL50 inhalación en rata >200mg/m3 

DL50 cutáneo en rata >2000 mg/kg 

DL50 interperitoneal en ratón 192 

mg/kg 

Fuente: Extraído 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 más ampliamente utilizada en el 

mundo, empleándose para una variedad de usos tanto agrícolas como urbanos 

(Thompson y col., 2020). Los Neo comprenden un grupo diverso de compuestos 

que son análogos 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 últimos 

años debido a su perfil de seguridad favorable, las restricciones mundiales 

impuestas a otros tipos de insecticidas y su utilidad para la gestión 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 caracterizarían posteriormente a 

esta familia, como así 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 función a la fecha de lanzamiento al mercado.  

Los Neo actúan como agonistas de los receptores nicotínicos de acetilcolina 

(nAChR), donde su potencia y efectividad están determinadas principalmente por 

las características estructurales de la molécula (Casida 2011). En su estructura 

general poseen dos farmacóforos, es decir, dos partes de la molécula que 

producen los efectos fisiológicos específicos del insecticida. Uno de ellos es una 

molécula olefínica compuesta por el grupo =NNO2, =CHNO2 o =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 índole 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 más 

destacados agrupados de acuerdo a su componente estructural y los 

sustituyentes.  
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Grupo Neonicotinoide Componentes 

estructurales 

Cloropiridinilo Imidacloprid A1B1C1 

 Nitenpiram A1B2C2 

 Tiacloprid A1B3C3 

 Acetamiprid A1B4C3 

Clorotiazolilo Clotianidina A2B5C1 

 Tiametoxam A2B6C1 

Tetrahidrofurilo Dinotefuran A3B5C1 

 

Figura 2: Estructura química de siete neonicotinoides de relevancia comercial. Se detalla el 

componente estructural (A, B y C) y los sustituyentes. A: enlace heterociclilmetilo, B: espaciador 

heterocíclico o acíclico y C: extremo =NNO2, =CHNO2 o =NCN. Extraído de Casida (2011) 

 

En cuanto a las propiedades físico-químicas 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 

volátiles y exhiben una larga vida media dependiendo del Neo en cuestión. Son 

resistentes a la hidrólisis a pH neutro y ácido, son moderadas a altamente 

solubles en agua generando su uso idóneo como insecticida sistémico. En 

general, como consecuencia de su alta solubilidad y persistencia en suelos, 

estos compuestos poseen un riesgo de contaminación acuífera, 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 acuíferos de poca 

profundidad (Salazar García y col., 2018; Thompson y col., 2020).  

Como se menciono anteriormente, el principal blanco de acción de los Neo son 

los receptores nicotínicos de ACh de los insectos (Taira 2014). Estos refieren a 

un complejo receptor que incluye un canal iónico regulado por agonistas y 

responsable de la neurotransmisión rápida. Los Neo causan sus efectos 

toxicológicos en insectos mediante la estimulación de nAChR, interfiriendo así 

con la transmisión del impulso nervioso. Su acción prolongada interfiere con el 

funcionamiento normal del sistema nervioso y este desorden repercute, en la 

mayoría de los casos, en consecuencias letales. Asimismo, también posee 

efectos subletales vinculados al rechazo, reducción o cese de la alimentación, 

reducción e interrupción de actividades reproductivas, reducción de movimiento, 

entre otros (Matsuda y col., 2005). A pesar de tener alta selectividad y eficacia 

para actuar sobre el sistema colinérgico de insectos (Calderón Segura y col., 

2012), se han informado efectos adversos en otros organismos no blancos, como 

mamíferos y se los ha clasificado como moderadamente tóxicos (clase II). En 

este sentido, Chao y Casida (1997) y Sheets (2014) informaron que algunos Neo 

producen signos transitorios de actividad nicotínica (como temblores) en ratas y 

ratones después de la administración 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-sinápticos (Ping Li y col., 2013; Taira 

2014; Eddleston 2016). Si bien el tipo de receptor nAChR de humanos y 

mamíferos en general difiere del presente en insectos, existe una creciente 

preocupación por los posibles efectos de Neo en humanos y animales de 

experimentación sobre el desarrollo del sistema nervioso. 

En relación a esto, la preocupación sobre los efectos dañinos potenciales del uso 

de Neo ha crecido en años recientes, debido principalmente a los efectos 

negativos sobre los polinizadores (Henry y col., 2012). La Autoridad Europea de 

Seguridad Alimenticia (EFSA) postuló que los Neo presentan un inaceptable y 

alto riesgo para abejas (EFSA 2013a). En 2013, la Unión Europea (UE) detuvo 

el uso de imidacloprid, clotianidina y tiametoxam en cultivos en momentos de 

floración, como maíz, debido a la evidencia de que estos pesticidas dañaban 

abejas domesticas asociadas a apicultura (EFSA 2013b) y determinó su 



34 
 

completa prohibición en 2018 (UE, 2018a). Esta prohibición fue permanente y 

extendida a todo cultivo realizado a campo abierto (UE, 2018b). La Agencia 

Regulatoria para el Manejo de Plagas de Canadá (PMRA) planifica la prohibición 

del uso de algunos Neo en periodos de 3 a 5 años, mientras que la Agencia de 

Protección Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) canceló el uso de 12 

productos que contenían clotianidina y tiametoxam en 2019 (US EPA, 2019). En 

2018, la UE renovó la aprobación del uso de acetamiprid debido principalmente 

a que no presentaría alto riesgo para polinizadores (UE, 2018b). En nuestro país 

las regulaciones aún permiten el uso de varios de los neonicotinoides que 

actualmente están siendo discutidos y restringidos por los organismos 

mencionados. En el país y en particular en Patagonia Norte se utiliza 

principalmente acetamiprid para el control de distintas plagas como la 

carpocapsa, insecto que afecta la producción de peras y manzanas (INTA, 2019).  

En este contexto, para el desarrollo de este trabajo de tesis se seleccionó al Neo 

acetamiprid (Ace) para estudiar su toxicidad en organismos no blancos. 

Particularmente Ace es un sólido cristalino blanco, inodoro, y forma parte del 

grupo de los cloropiridinilo, sus características principales están descriptas en la 

Tabla 6. Debido a sus propiedades, Ace en suelo y agua prácticamente no se 

volatiliza, sin embargo, puede sufrir una relativamente rápida degradación 

biológica en condiciones aerobias (vida media entre 1 y 8 días), por lo cual se 

considera relativamente menos persistente en comparación a otros 

neonicotinoides. Su movilidad en suelos y sedimentos varía de moderada a alta, 

no obstante, su lixiviación parecería no ser significativa ya que sería rápidamente 

biodegradado. La hidrólisis y la fotolisis en agua, y la acumulación en 

sedimentos, no constituirían destinos ambientales importantes. 
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Tabla 6: Características principales de acetamiprid 

Familia Neonicotinoide 

Nombre IUPAC (E)-N1-[(6-cloro-3-piridil) metil]-N2-

ciano-N1-metilacetamidina 

Número CAS 135410-20-7 

Fórmula química C10H11ClN4 

Estructura química 

 

Peso molecular   222,48 g/mol 

Productos de comercialización Assail, Epik, Mospilan, Prize, etc 

Volatilidad Muy baja 

Punto de fusión  98,9 °C 

Densidad  1,330 

Solubilidad en agua a 25 °C 4250 mg/L 

Coeficiente de partición Kow 0,80 

Coeficiente de adsorción Koc 132-267 

Tiempo de vida media en agua 1-8 días 

Factor de bioconcentración 2 

Bioacumulación No observada 

Toxicidad aguda en mamíferos Clase II – moderadamente tóxico 

DL50 oral en rata macho 217 mg/kg, en 

rata hembra 146 mg/kg 

CL50 inhalación en rata (macho y 

hembra) >0,29 mg/L 

DL50 cutáneo en rata (macho y 

hembra) >2000 mg/kg  

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

compuesto de Pubchem, NCBI. Disponible: 

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

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acetamiprid#section=LC-MS
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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 explicó anteriormente. Sin embargo, ambas familias están diseñadas 

para actuar sobre el sistema nervioso de insectos, y poseen un mecanismo de 

toxicidad de base neurotóxica. Ambas actúan sobre distintos componentes del 

sistema colinérgico. Por ello, a continuación, se desarrollará 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 mamíferos. Participa en la regulación de diversas funciones como fenómenos 

de activación cortical, el paso de sueño a vigilia y procesos de memoria y 

asociación, entre otros. La ACh se sintetiza a partir de la colina y del acetil CoA, 

en una reacción catalizada por la colina acetiltransferasa (ChAT) y existen 

mecanismos que regulan de manera precisa su síntesis y liberación (Sánchez 

Chavez y Salceda 2008).  

La ACh puede interaccionar con distintas clases de receptores. Las técnicas de 

clonación molecular han permitido la identificación de dos clases, los receptores 

muscarínicos de acetilcolina (mAChR) y los receptores nicotínicos 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 proteínas G. Por el contrario, las respuestas 

nicotínicas suelen ser más rápidas y breves, ya que, el complejo 

neurotransmisor-receptor provoca cambios en su estructura que conducen a la 

apertura de un canal iónico, selectivo para cationes (Sanabria-Castro y col., 

2017). 
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1.2.1.1 Receptores muscarínicos de acetilcolina (mAChR) 

Los mAChR pertenecen al grupo de receptores acoplados a proteínas G, 

estructuralmente son glicoproteínas con siete segmentos helicoidales 

constituidos por aproximadamente 24 aminoácidos que atraviesan la membrana 

(Figura 3). Los segmentos transmembrana se organizan formando un anillo en 

cuya parte interna se agrupan diferentes aminoácidos hidrofílicos. La unión entre 

segmentos se da por medio de secuencias de aminoácidos que forman distintos 

bucles intracelulares (i1-i4) o extracelulares. A su vez, en la cara citoplasmática 

de la membrana se orienta el extremo carboxílico terminal, estando el extremo 

amino terminal orientado al ambiente extracelular (González 2013).  

 

 

Figura 3: Representación de la secuencia y estructura del receptor muscarínico. Presencia de 

los segmentos transmembrana (TM1-TM7) bucles extracelulares e intracelulares (i1-i4). El bucle 

i3 puede tener secuencias de aminoácidos de longitud variables según la proteína G en cuestión, 

sección que se representa como una serie de líneas en zigzag. LEC: Líquido extracelular, LIC 

Líquido intracelular. Extraído de Sanabria-Castro y col. (2017). 

 

Los mAChR se localizan principalmente en la membrana plasmática de células 

de musculo liso, musculo cardíaco, a nivel cerebral y de algunas glándulas. Estos 

receptores se activan por muscarina y son antagonizados por atropina (Spalding 

y Burstein 2006). Se han descripto cinco tipos distintos de receptores 



38 
 

muscarínicos (M1-M5), que median la mayoría de las acciones de la ACh tanto 

a nivel central como periférico (Heinrich y col., 2009, Sanabria-Castro y col., 

2017).  

La activación de los mAChR M1, M2 y M5, conduce a la activación de proteínas 

G con la consecuente producción del segundo mensajero adenosín monofosfato 

cíclico (AMPc) a partir del ATP por adenil ciclasas unidas a la membrana celular. 

Los efectos funcionales de AMPc incluyen: activación de proteína quinasa C 

(PKC) y fosforilación de proteínas; inhibición de fosfatasas que removerían los 

grupos fosfato de proteínas previamente fosforiladas; regulación directa de 

canales iónicos (por ejemplo, canales catiónicos no selectivos que muestran alta 

permeabilidad a Ca2+); regulación de expresión de genes por medio de la 

traslocación al núcleo de subunidades catalíticas de la proteína quinasa A (PKA)  

que fosforilan a proteínas nucleares que estimulan la transcripción de un número 

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 activación de M1, M2 y M3 induce la 

producción de otros segundos mensajeros como el inositol trifosfato (IP3) y el 

diacilglicerol, por estimulación de fosfolipasas C que catalizan la hidrólisis del 

4,5-difosfato de fosfatidilinositol (PIP2), un fosfolípido presente en la membrana 

celular (Chung 1989; Taylor 1990; Chen y col., 2003; Soto Flores y Segura 

Torres, 2005). 

 

1.2.1.2 Receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR) 

Los nAChR son receptores ionotrópicos, es decir canales iónicos activados por 

ligandos. Estos receptores constituyen por si mismos un canal iónico donde su 

activación permite un flujo selectivo de iones al interior celular, modificando así 

el potencial de reposo de la célula. El grado de despolarización o 

hiperpolarización de la membrana celular determina la generación o no de la 

señal propagada y, por tanto, de la transmisión de la información.  

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

estructuralmente presentan dos cisteínas altamente conservadas en el dominio 
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amino terminal importantes para la unión al ligando y, además, están constituidos 

por cinco subunidades dispuestas de forma asimétrica formando un poro por 

donde se da el flujo iónico, como puede observarse en la Figura 4 

(Mnatsakanyan y col., 2015). Cada subunidad posee cuatro segmentos 

transmembrana en forma de α-hélice, un dominio amino y otro carboxilo terminal 

localizados en la región extracelular, así como un dominio citoplasmático con 

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

 

 

Figura 4: Estructura de receptores nicotínicos de acetilcolina. Conformación y acoplamiento de 

los segmentos transmembrana y las subunidades del receptor nicotínico de acetilcolina. α, β, γ, 

δ: subunidades que componen el receptor. Cada subunidad está formada por cuatro segmentos 

transmembrana: M1, M2, M3 y M4. NH3: extremo amino terminal, COO- extremo carboxilo 

terminal; LEC: líquido extracelular. Extraído de Sanabria-Castro y col.  (2017). 

 

Las distintas combinaciones de las subunidades favorecen un número elevado 

de nAChR con propiedades farmacológicas y localizaciones muy variadas 

(Velázquez-Flores y Salceda 2011), pudiendo localizarse en neuronas, unión 

neuromuscular o en ganglios autónomos (Yakel 2010; Gotti y col 2006). Como 

se mencionó, estos receptores son pentámeros compuestos por distintas 

unidades. En los vertebrados existen diecisiete subunidades homólogas que 

componen los nAChR: α1 a α10, β1 a β4, γ, δ y ε (Nashmi y Lester 2006; 
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Albuquerque y col., 2009; Sanabria-Castro y col., 2017). A nivel neuronal, los 

pentámeros de los nAChR están constituidos únicamente por subunidades α y 

β. El ensamblaje de dichos receptores da lugar a heteropentámeros u 

homopentámeros. En el caso de los heteropentámeros, las conformaciones se 

basan en las posibles combinaciones de las subunidades α2-α6, α10 y β2-β4. 

En el caso de los homopentámeros están principalmente constituidos por las 

subunidades α7, α8, α9 y α10. A nivel neuronal, los receptores más abundantes 

están constituidos por heteropentámeros α43β22 y homopentámeros α7 (α75) 

(Schliebs y Arendt 2011; Ren y col., 2005; Flores-Soto y Segura Torres 2005; 

Sanabria-Castro y col., 2017).  

Ya que los receptores nicotínicos forman canales permeables a los cationes, la 

unión de ACh a estos receptores origina un flujo de iones positivos Na+, K+ y 

Ca2+. Donde principalmente se produce la entrada de iones sodio y una salida 

de iones potasio específicamente para los receptores α42β23, también se ha 

descrito la entrada a la célula de iones calcio en el caso de los receptores α43β22 

y principalmente α75(Hernández 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, α75 tiene amplia distribución y sumado 

a que su permeabilidad a Ca2+ es la mayor de todos los receptores nicotínicos, 

se le atribuyen sus efectos en relación al incremento de la liberación de ACh en 

los ganglios simpáticos y parasimpáticos; el incremento de la liberación de 

glutamato; control a nivel presináptico de la liberación de noradrenalina en 

muchas áreas del cerebro medio. En cuanto a receptores heteroméricos 

conteniendo subunidades α y β, se los ha relacionado con el control de la 

secreción de dopamina; incremento de la liberación de ácido γ-aminobutírico 

(GABA) de las inter neuronas, así como a la liberación 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 sináptico actúa sobre sus receptores y 

consecuentemente es hidrolizada por acción de la enzima AChE (Flores Soto y 

Segura Torres 2005) (Figura 5). La AChE es una B-esterasas que al hidrolizar 

ACh termina la transmisión sináptica. Además, la AChE pertenece al grupo de 

las glicoproteínas y puede estar unida a membranas o ser liberada al espacio 

extracelular, localizándose en uniones neuromusculares principalmente en la 

hendidura sináptica. Las moléculas de ACh que no se unen inmediatamente con 

un receptor, o las liberadas después de la unión a receptor, son hidrolizadas casi 

instantáneamente por AChE (Sánchez-Chávez y Salceda 2008). Finalmente, la 

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

Existen grandes diferencias en los efectos que desencadena la ACh en 

diferentes sitios de transmisión colinérgica. En las terminaciones autónomas la 

ACh puede actuar como excitador o inhibidor según el órgano implicado, 

mientras que a nivel cerebral constituye uno de los principales 

neurotransmisores excitadores; regula de manera central la función motora extra 

piramidal y posee un efecto excitador de los ganglios basales que contrarresta 

la acción inhibidora de la dopamina (Velázquez-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 sináptico por exocitosis a 

través de las vesículas sinápticas (2) o bien, liberada directamente (3), para luego unirse a 

receptores nicotínicos o muscarínicos (4). Las moléculas de ACh que no se unen inmediatamente 

con un receptor o las liberadas después de la unión a receptor, son hidrolizadas casi 

instantáneamente 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 

síntesis de ACh. Extraído 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 clásico 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 (Martínez 

Pulido 2015). En la actualidad, se conoce que además de ser sintetizada en 



43 
 

neuronas, la ACh se encuentra ampliamente en células no neuronales 

reforzando su importancia en la regulación de funciones celulares básicas como 

la proliferación celular, diferenciación, migración, adhesión, organización del 

citoesqueleto, contacto célula-célula, funciones inmunes, secreción y 

reabsorción de fluidos. Se ha sugerido que la ACh tiene un rol como intermediario 

en la interacción de las células no neuronales con el ambiente externo, 

hormonas, factores de crecimiento y citoquinas. Por otra parte, un aumento de 

la producción de ACh ha sido vinculado con la etiología de distintas 

enfermedades inflamatorias e incluso con el cáncer (Wessler y Kirkpatrick 2008). 

Por ello, a finales de los ‘90 se definió la existencia del sistema colinérgico no 

neuronal (Wessler y col 1998), incluyéndose dentro de este a la propia ACh; la 

enzima encargada de su síntesis: 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 indicó anteriormente, el mecanismo de acción de los insecticidas 

organofosforados y neonicotinoides está vinculado al sistema colinérgico. No 

obstante, actúan sobre distintos componentes de este sistema. 

Particularmente para los insecticidas OF, el blanco primario de acción es la 

enzima AChE. Los OF, previamente bioactivados a su forma oxón fosforilan el 

grupo -OH, en el sitio activo de AChE, inhibiendo su actividad (Costa 2006; Li 

2007; Elersek y Filipic 2011). La inhibición de AChE por insecticidas OF es 

análoga al proceso de hidrólisis de su sustrato natural ACh (Figura 6). Teniendo 

en cuenta la estructura básica de OF, el sitio aniónico polariza el enlace P=O y 

activa el átomo de fósforo lo que favorece el ataque nucleofílico del átomo de 

oxígeno del –OH de una serina en el sitio esterásico. La serina es fosforilada y 

el grupo saliente del insecticida se disocia de la enzima. A pesar de que la enzima 

acetilada es rápidamente hidrolizada cuando reacciona con su sustrato ACh, 

cuando se fosforila como resultado de la acción de OF, la unión es muy estable 

y el proceso de regeneración es muy lento. Esto lleva al envejecimiento de la 



44 
 

enzima, por lo que AChE permanece inhibida irreversiblemente. La recuperación 

de los niveles de actividad de AChE tiene lugar cuando se produce la síntesis de 

novo, proceso que lleva días (Costa 2006).  

 

Figura 6: Interacción de OF con acetilcolinesterasa. Esquema de la interacción de acetilcolina 

(ACh) (A) y del organofosforado clorpirifos oxón (CP-oxón) (B) con el sitio activo de la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE). TCPy: 3, 5,6 tricloro-2-piridinol, metabolito de CP. Extraído de Barry 

y col (2009). 

 

La inhibición de AChE por OF provoca la acumulación de ACh y la consecuente 

activación de receptores muscarínicos y nicotínicos, produciendo una 

hiperestimulación nerviosa (Ranjbar y col., 2005). Se han reportado diversos 

síntomas que aparecen rápidamente luego de la exposición aguda, entre los 

cuales se puede mencionar: visión borrosa, náuseas, vómitos, secreciones 

bronquiales, bronco constricción, 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 neurotóxica (ENT) es otro blanco primario de 

acción de OF (Costa, 2006). Dependiendo de su estructura química, varios OF 
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pueden inhibir esta enzima. La fosforilación de ENT es similar a la observada 

para AChE, pero produce otro tipo de manifestación toxicológica conocida como 

polineuropatía retardada, cuyos efectos no se observan sino hasta después de 

varios días ocurrida la intoxicación aguda con OF (Fernández 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 inhibición parece no producir síntomas adversos de intoxicación, 

no obstante, es inhibida a concentraciones mucho más bajas que AChE. La 

familia de las carboxilesterasas (CE), enzimas de fase I, catalizan la hidrólisis de 

esteres carboxílicos actuando como enzimas detoxificantes. Estas también son 

inhibidas por OF. Al detoxificar OF, las CE forman una unión covalente análoga 

a la de AChE-OF. No obstante, esta inhibición tampoco ha sido relacionada con 

algún efecto fisiológico agudo particular (Casida y Quistad 2005; Espinoza y col., 

2016). 

En el caso de los plaguicidas Neo, también actúan sobre el sistema colinérgico 

pero sus efectos se explican a través de su interacción con los receptores de 

ACh. Su mecanismo de acción esta dado por unión con los receptores nAChR 

en las neuronas postsinápticas del sistema nervioso central, tanto en 

vertebrados como en invertebrados (Estrada y col., 2016). Es importante resaltar 

que por su afinidad por nAChR de invertebrados y su alta hidrosolubilidad, se ha 

hipotetizado que no cruzarían bien la barrera hematoencefálica en humanos 

(Phua y col., 2009). No obstante, ha sido demostrado que el Neo acetamiprid es 

rápidamente 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, hígado, plasma y orina. Dado su mecanismo de acción, 

interfieren con la transmisión de impulsos en el sistema nervioso central. Cuando 

estos compuestos se unen a los receptores, se genera una acción no controlada 

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

Debido a su incorporación más reciente al mercado mundial en comparación con 

otras familias de plaguicidas como los OF, los estudios de blancos neurotóxicos 

tanto para mamíferos como para humanos son más limitados. Aunque en la 

bibliografía se encuentran reportados casos fatales por intoxicación aguda (Pei-



46 
 

Chen y col., 2013), los estudios referidos a la toxicidad de Neo en la exposición 

humana y en modelos celulares humanos son escasos (Mesnage y col., 2014). 

No obstante, en estudios realizados en neuronas de ratón se ha reportado que 

el Neo imidacloprid es capaz de alterar el potencial de membrana, sugiriendo 

que exposiciones crónicas a bajas concentraciones de este insecticida pueden 

alterar funciones neuronales (Bal y col., 2010). Análogamente, Sheets y col. 

(2016) señalan que el Neo Ace tiene mayor afinidad por nAChR de mamíferos 

que otros insecticidas de la misma familia, sugiriendo que puede provocar 

efectos a nivel del hipotálamo 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 neurotóxicos en mamíferos. 

 

1.2.2.2 Blancos alternativos 

Históricamente, el análisis de los efectos de sustancias tóxicas como los 

plaguicidas ha sido enfocado en el estudio de los principales blancos de acción 

de cada familia. Sin embargo, la aplicación en grandes volúmenes de 

agroquímicos causa una grave contaminación 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 podrían 

estar asociados a exposiciones crónicas a bajas dosis o incluso impacto sobre 

nuevos blancos de acción.   

Ha sido estudiado en animales de laboratorio que formulaciones comerciales de 

plaguicidas OF, carbamatos, triazinas, entre otros, pueden alterar la homeostasis 

del sistema neuroendócrino, explicando la acción de estos plaguicidas como 

disruptores endócrinos incluso a bajas concentraciones (Morales Ovalles y col., 

2014, Cocca y col., 2015; Ventura y col., 2016). También ha sido postulado que 

podrían presentar efectos inmunotóxicos como resultado de exposiciones a 

grandes dosis o bien exposiciones crónicas a bajas dosis (García y col., 2016). 

Sumado a esto, se han destacado mecanismos moleculares de toxicidad que 

relacionan a la exposición a plaguicidas con efectos como la peroxidación de 

lípidos o daño oxidativo en el ADN, como resultado de estrés oxidativo (Cortés-
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Iza y Rodríguez 2018). En este escenario las especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno pueden incrementar procesos oxidativos intracelulares produciendo 

daño celular y tisular. Sin embargo, los mecanismos por los cuales los 

plaguicidas inducen estos efectos toxicológicos todavía 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 exposición a plaguicidas. Por ello, los blancos alternativos 

abordados en esta tesis se describen a continuación.  

 

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 biológico 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 físicas y químicas, como los epitelios y las 

enzimas, que impiden el ingreso de patógenos ya sea constituyendo una barrera 

física o química; el sistema de complemento, que incluye proteínas que circulan 

inactivas en el plasma capaces de dirigir la lisis y la opsonización (marcado de 

un patógeno para su ingestión); polimorfonucleares o neutrófilos, células que 

constituyen la primera línea 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 expresión de moléculas de 

histocompatibilidad clase I (HLA I); macrófagos que se encuentran como 

monocitos circulantes o macrófagos tisulares y están encargados de la 

fagocitosis, lisis bacteriana y degradación de antígeno 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 antígeno, estimulando el crecimiento y 

diferenciación de los linfocitos y monocitos hacia células efectoras involucradas 

en la eliminación los microorganismos y en la inflamación.  

La inmunidad innata (natural o inespecífica) 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 macrófagos, neutrófilos y células 

dendríticas, entre otras, son las células efectoras más importantes de la 

inmunidad innata (Chie y col., 2009). La respuesta innata carece de especificidad 

y de memoria, sin embargo, constituye la primera línea de defensa del 

organismo, ya que sus componentes están 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 extrañas, como por ejemplo componentes 

bacterianos, por su unión y activación de determinados receptores que a su vez 

regulan la activación de otras células mediante la producción y liberación de 

citoquinas. Además, las células pertenecientes a la inmunidad innata pueden 

fagocitar los cuerpos extraños 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 producción de especies 

reactivas de oxígeno y de nitrógeno (Matsuzawa y col., 2005). 

Sumado a los componentes antes descriptos, es importante mencionar que los 

microorganismos expresan distintos patrones moleculares que son específicos y 

diferenciables de los del hospedador. Estos patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) incluyen: virus de ARN bicatenario; dinucleótidos de citosina 

y guanina metilados comunes en el ADN bacteriano pero escasos en el ADN de 

vertebrados; manoproteínas de hongos; glicopéptidos de las micobacterias; 

lipoproteínas de bacterias y parásitos; ácidos lipoteicoicos de bacterias gram 

positivas y lipopolisacárido (LPS) de gram negativas. Los seres humanos a lo 

largo de la evolución han desarrollado receptores de reconocimiento de patrones 

específicos (RRP) para detectar PAMPs. Funcionalmente, dichos receptores 

pueden dividirse en receptores secretados, endocíticos y de señalización. Estos 

últimos son capaces de inducir la expresión 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 función es la misma independientemente de su localización 

celular. Además, un solo receptor genera una respuesta celular mediante su 

interacción 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; Juárez Carvajal y col., 2009). Una vez activados los RRP, disparan 

eventos de señalización intracelular que llevan a la producción de mediadores 

de la inflamación (Bérubé y col., 2009). Las dos familias de RRP más 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 participación en la respuesta a 

la infección 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 exposición 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 

señalización de TLR. En este trabajo de tesis se indagará el efecto de plaguicidas 

OF sobre TLR, es por ello que los aspectos más importantes de este tipo de 

receptores se detallan a continuación.  

 

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 características en 

los patógenos o compuestos liberados por tejido necrótico (Durán y col., 2014). 

Son receptores transmembrana de tipo 1 que presentan homología con la 

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

una minoría se encuentran presentes en compartimientos endosomales (Figura 

7a). Los TLR son homodímeros o heterodímeros que comparten un elemento 

común en su región extracelular, segmentos de 24-29 aminoácidos que 

contienen repeticiones ricas en leucina (LRR). El 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 unión 

para proteínas intracelulares que participan en las vías de señalización mediadas 

por TLR (Herrero 2010) 

 

Figura 7: Esquema y localización de TLR. Localización celular de receptores tipo toll (TLR) sobre 

la membrana celular o en compartimentos endosomales (a) y estructura general de TLR (b). 

Extraído de Herrero (2010) 
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En la actualidad se conocen 11 TLR en humanos (TLR-1-11) que tienen un 

patrón de expresión variable en tejidos linfoides y no linfoides. De modo 

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

de bacterias, hongos, levaduras y parásitos (Tabla 7) como así también de 

componentes derivados del propio organismo (Tabla 8). 

 

Tabla 7: Expresión y ligandos de TLR-2 y 4 en mamíferos 

Receptor Expresión 

(ARNm) 

Ligando Origen del ligando 

TLR-1  

(con TLR-2) 

M, N, LB, NK, 

CDi, CDpl 

Lipopolipéptidos triacilados 

(Pam3Cys) 

Factores solubles 

Bacterias y micobacterias 

 

Neiseria meningitidis 

TLR-2 PMN, M, CD, 

CDi 

Lipoproteínas y lipopéptidos 

Peptidoglicano 

Ácido lipoteicoico 

Lipoarabinomanano 

Modulina soluble en fenol 

Glicoinositol fosfolípidos 

Glicolípidos 

Porinas 

Lipopolisacárido atípico 

 

Zymosan 

Varios patógenos 

Gram+ 

Gram+ 

Mycobacteria 

S. epidermidis 

T. cruzi 

T. maltophilum 

Neiseria 

Leptospirainterrogans, 

Porphyromonoa gigivialis 

Hongos 

TLR-4 Cend, M, N, 

CD 

Lipopolisacárido (LPS) 

Proteína de fusión 

Proteína de la envoltura 

HSP60 

Gram – 

Virus sincitial respiratorio 

Virus tumor mamario 

Chlamydia pneumaniae 

TLR-6  

(con TLR-2) 

M, CDi, CDpl Lipopéptidos diacilados 

(Pam2Cys) 

LTA 

Zymosan 

Mycoplasma 

 

Gram+ 

Hongos 

M: monocito; N: neutrófilos, CD: célula dendrítica; CDi: CD inmadura; CDpl: CD plasmocitoide; 

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

B. Extraído de Mesa-Villanueva y Patiño (2006)  
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Tabla 8: Ligandos endógenos y sus respuestas 

Estímulo 

endógeno 

TLR involucrado Respuesta celular activada 

Proteína de 

choque térmico 

(HSP) 

TLR-4 (HSP60) 

TLR-2/TLR-4 (HSP70, GP96) 

Activación de NFkB, 

maduración de CD, síntesis de 

citoquinas 

Hialuronano TLR-4 Activación de NFkB, 

maduración de CD, síntesis de 

citoquinas 

Proteína 

surfactante A 

TLR-4 Activación de NFkB, síntesis 

de citoquinas 

Células 

necróticas 

TLR-2 Activación de NFkB, 

maduración de CD, inducción 

de genes de reparación tisular 

Fibronectina, 

fibrinógeno, 

heparan 

TLR-4 Inducción de genes 

inflamatorios, maduración de 

CD 

Extraído de Mesa-Villanueva y Patiño (2006) 

 

La unión de TLR con su ligando causa la dimerización del receptor. Después de 

la dimerización, la porción citoplasmática del TLR se une a diferentes moléculas 

adaptadoras a través de su dominio TIR. El adaptador mejor caracterizado en la 

señalización de la mayoría 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-β (TAK1) (Figura 8). Luego del reclutamiento de estas 

proteínas, se pueden activar cuatro vías principales de señalización: la vía del 

factor de nuclear de transcripción κB (NFκB) y tres vías de protein-quinasa 

activadas por mitógeno (MAP) como ERK1/ERK2, p38 y JNK (Juárez Carvajal y 

col., 2009). También se ha descripto para TLR-3 y TLR-4 una vía de señalización 

independiente de MyD88 y dependiente del activador de interferón asociado al 

receptor Toll (TRIF) y la molécula asociada al receptor Toll (TRAM) (Sabroe y 

col., 2008). La activación de estas vías de señalización gatilla la transcripción de 

genes asociados a la producción de citoquinas pro-inflamatorias, péptidos 
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antimicrobianos, quimiocinas, proteínas para la remodelación tisular, 

intermediarios reactivos de oxígeno, interferones antivirales e incluso la 

apoptosis (Juárez Carvajal y col., 2009). 

 

 

Figura 8: TLR en el reconocimiento de algunos patógenos. Los TLR reconocen una variedad de 

PAMPs conservados en microorganismos. La activación de TLR resulta en cascadas de 

señalización que culminan en la traslocación al núcleo de NFkB con la posterior activación de 

genes correspondientes a los programas inmunológicos disponibles para cada tipo celular. 

Extraído de Juárez Carvajal y col. (2009). 
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1.2.3.2 Citoquinas 

Las citoquinas son un grupo de proteínas y glicoproteínas producidas por 

diversos tipos celulares que actúan 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 biológicos de otras 

citoquinas. Una característica común, es su efecto redundante, es decir que 

varias citoquinas pueden cumplir el mismo rol biológico, de aquí la importancia 

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

Existen distintas clases de citoquinas, con múltiples funciones biológicas. 

Algunas tienen funciones similares y otras antagónicas. El efecto biológico de 

cada citoquina va a depender de la citoquina en cuestión y del tipo celular con el 

cual interaccione. Las citoquinas se pueden dividir en varios grupos, según su 

contexto de activación, la clase de células que las producen, etc. Por lo general, 

se encuentran los siguientes: 

• Interleuquinas (IL): se encargan principalmente de regular la activación 

de las células del sistema inmune y de controlar la diferenciación y 

proliferación de algunas subpoblaciones celulares. Algunas tienen 

funciones pro-inflamatorias y otras anti-inflamatorias. También activan el 

endotelio y aumentan la permeabilidad vascular, facilitando la migración 

de células del sistema inmune desde el torrente sanguíneo hacia los 

distintos tejidos, promueven la secreción de anticuerpos y controlan la 

respuesta de los linfocitos T. 

• 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, así como en la proliferación y muerte celular (apoptosis).  

• Interferones (IFN): los interferones α, β y γ tienen un papel importante en 

la respuesta innata ante virus u otros microorganismos patógenos. Son, 

por tanto, secretados como señales de peligro: promueven la actividad 

antiviral y la activación de las células NK. 
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• Factores estimuladores de colonias (CSF): son factores de 

crecimiento. Estimulan la proliferación y diferenciación de células madre 

a células especializadas del sistema inmune. Sus funciones están 

asociadas a la inflamación y la producción de otras citoquinas. 

• Quimiocinas o quimioquinas: estimulan la motilidad de las células del 

sistema inmune, como los neutrófilos, y las dirigen por ejemplo hacia el 

lugar de inflamación, mediante un fenómeno denominado quimiotaxis. 

La función de las células inmunocompetentes está fuertemente influenciada por 

el balance o equilibrio entre las sustancias antioxidantes y prooxidantes, de 

forma que una alta proporción de agentes antioxidantes ejerce un papel 

fundamental en la protección de las células inmunocompetentes (De la Fuente 

2002). Además, se conoce que la exposición 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 

liberación de especies reactivas (Calderón-Segura y col., 2012). Por ello, los 

aspectos más relevantes del balance oxidativo se detallan a continuación.  

 

1.2.4 Balance oxidativo 

1.2.4.1 Especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

La producción de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrógeno (ERN) forman 

parte del mecanismo de defensa innato de las células y también son producto 

del metabolismo fisiológico de los procesos celulares. Las ERO consisten en 

pequeñas moléculas de diversa naturaleza derivadas del O2 que poseen un 

electrón desapareado en su último orbital (Figura 9) (Turrens y col., 1985, Kehrer 

2015). Las ERO incluyen a radicales libres derivados del oxígeno, como el anión 

superóxido (O2
-.), el radical hidroxilo (HO.), el radical peroxilo (RO2

.) y el radical 

alcoxilo (RO.); como así también a especies no radicalarias derivadas de la 

reducción molecular del oxígeno, y que además son muy reactivos, como el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y el ácido hipocloroso (HClO), entre otras 

sustancias que fácilmente pueden ser convertidos en radicales (Cárdenas-

Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2005). 
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Figura 9: Principales especies reactivas, fuentes y vías de detoxiificación. Extraído y modificado 
de Graham y col (2011). 

 

El O2
-. no es un oxidante fuerte, pero es el precursor de la mayoría de las ERO, 

y además está involucrado en la propagación de las reacciones oxidativas en 

cadena. Por dismutación espontanea o reacción catalizada por la enzima 

superóxido dismutasa (Kono y Fridovich, 1982) se produce H2O2, el cual puede 

ser totalmente reducido a H2O o parcialmente reducido a radical HO.. La 

generación de HO. ocurre in vivo en una reacción conocida como reacción de 

Fenton–Haber Weiss (Halliwell y Gutteridge, 2015). 

Bajo condiciones fisiológicas, O2
-. es generado a través de la activación de 

NADPH oxidasa y hacia el espacio extracelular dismuta en H2O2. Debido a su 

capacidad de difusión a través de membranas y su afinidad para oxidar cisteínas, 

H2O2 puede actuar como una molécula señalizadora en procesos de 

transducción de señales y como mensajero secundario en cascadas 

intracelulares. En este contexto, regula la actividad de fosfatasas y quinasas, y 

a nivel de expresión genética modula factores de transcripción relacionados a la 

proliferación, diferenciación y apoptosis (Bevilacqua y col., 2012). Por otro lado, 

las ERO funcionan como mediadores inflamatorios y están implicadas en 

mecanismos de la defensa antimicrobiana (Choi y col., 2006; Bevilacqua y col., 

2012). 
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Además de las ERO, existen especies reactivas del nitrógeno (ERN) que pueden 

ser o no radicales libres y se producen en forma constitutiva principalmente a 

través de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS). Entre las ERN se encuentran el 

radical óxido nítrico (NO.) y dióxido de nitrógeno (NO2) y los no radicales como 

el catión 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 

señalización que está involucrada en numerosos procesos biológicos y participa 

en el control de la presión sanguínea, la inhibición de la agregación plaquetaria 

y en procesos de neurotransmisión (Cárdenas-Rodríguez y col., 2006). 

Otra fuente de ERO es el metabolismo de plaguicidas, ya que la 

biotransformación de los mismos puede generar metabolitos reactivos entre los 

que 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 

xenobióticos, como la familia citocromo P450, favorece la producción de ERO y 

altera la homeostasis de óxido-reducción o redox (Chambers y col., 2001). 

Asimismo, se ha vinculado como posible mecanismo de toxicidad de Neo, la 

producción de especies reactivas y su impacto en biomoléculas como el ADN, 

proteínas y lípidos (Duzguner y Erdogan 2010; Calderón-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 oxidación 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 enzimático y otro enzimático.  

En el sistema antioxidante no enzimático, cumplen un rol crucial agentes o 

sustancias de bajo peso molecular que son de origen endógeno o exógeno 

(principalmente de la dieta como el ácido ascórbico) y aquellas proteínas 
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secuestradoras de metales. Entre uno de los antioxidantes no enzimáticos de 

gran relevancia se encuentra el glutatión (GSH), que representa el principal 

“tampón redox” de las células. El GSH tiene una elevada capacidad antioxidante, 

ya que en condiciones fisiológicas solo el 1 % del GSH celular se encuentra en 

su forma oxidada (GSSG). Es sustrato en reacciones catalizadas por las enzimas 

glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión S-transferasa (GST). Además, de tener la 

capacidad de neutralizar ERO, está involucrado en otros procesos metabólicos 

como el mantenimiento de los niveles de ascorbato, la comunicación intracelular 

y la prevención de oxidación de grupos –SH de las proteínas (Forman y col., 

2009).  

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

detallan a continuación: 

• La enzima superóxido dismutasa (SOD). Se han descripto tres isoformas de 

la enzima superóxido dismutasa: Cu, Zn-SOD o SOD citosólica, Mn-SOD o SOD 

mitrocondrial y la Cu, Zn-SOD extracelular. Las tres isoformas son producto de 

distintos genes, pero todas catalizan la dismutación de anión superóxido en 

peróxido de hidrógeno. El descubrimiento de las SOD dio sustento a la idea del 

anión superóxido como principal responsable de la toxicidad del oxígeno, 

planteando así 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 citosólica se encuentra como homodímero 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 proteína de shock térmico, el aumento de peróxido de hidrogeno 

y el óxido nítrico aumentan su expresión (Yoo y col., 1999; Frank y col., 2000). 

Por otro lado, la SOD mitocondrial es un homotetrámero con un átomo de 

manganeso en su sitio activo y se localiza en mitocondria de la mayoría 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 expresión 

de esa isoforma (Thongphasuk y col., 1999). En cuanto a la SOD extracelular, 

es una glicoproteína hidrofóbica de aproximadamente 135 KDa, que contiene un 

átomo de cobre y otro de zinc en cada subunidad. Se encuentra en forma de 
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tetrámero generalmente, aunque en ocasiones se lo ha encontrado en forma de 

dímero (Fattman y col., 2000). Esta isoforma se localiza fundamentalmente en 

corazón, pulmón, vasos sanguíneos, placenta y riñón. Se ha visto que factores 

como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), factores vasoactivos como la 

serotonina, angiotensina y oxitocina (Brady y col., 1997; Stralin y Marklund, 2001) 

pueden aumentar su expresión. Asimismo, se ha visto disminuida su expresión 

frente a factores de crecimiento fibroblástico (PDGF) o factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β) (Marklund 1992).  

• La enzima catalasa (CAT). La CAT es un homotetrámero 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 

función de la catalasa es doble: en primer lugar, catalizar la degradación de 

peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno molecular. En segundo lugar, 

indirectamente, detoxifica a las células de anión superóxido ya que promueve la 

dismutación de este anión a peróxido por parte de la SOD, por la diminución de 

los niveles intracelulares de peróxido de hidrógeno. La CAT tiene un rol 

importante en condiciones de niveles bajos de glutatión o de baja actividad 

enzimática de glutatión peroxidasa, otra enzima cuya función es degradar 

peróxido de hidrógeno. 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 H2O2 (Garrido 2007). En la mayor parte de los tejidos, 

se encuentra en los peroxisomas, debido a que en estas organelas se ubican la 

mayoría de las enzimas productoras de H2O2 (Halliwell y Gutteridge 2015). 

• Glutatión S-transferasa (GST). GST es una enzima que está vinculada al 

proceso de detoxificación de xenobióticos, pero también se la vincula dentro de 

las defensas antioxidantes. Se han encontrado las isoformas GST citosólicas y 

GST microsomales. Las GST citosólicas están divididas en cuatro familias 

principales: α, µ, π y θ, y en cuatro familias minoritarias. Están constituidas por 

dos subunidades proteínicas idénticas, mientras que las GST microsomales son 

trímeros (Sharma y col., 2004). Su función primaria es catalizar la conjugación 

de GSH con una gran cantidad de xenobióticos, incluidos los plaguicidas. Sin 

embargo, se ha demostrado que las GST pueden reducir hidroperóxidos de 

lípidos por medio de una actividad de glutatión peroxidasa independiente de 
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selenio. Además, pueden detoxificar al 4-hidroxinonenal, que es un producto de 

la peroxidación de lípidos (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri 2005). 

Frente a un escenario en el cual aumenta la producción de especies reactivas 

de oxígeno, ya sea por condiciones fisiológicas normales o por el metabolismo 

de xenobióticos como los plaguicidas, el sistema de defensa antioxidante actúa 

en concierto para evitar posibles daños 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, 

dañando distintos componentes celulares e incluso tejidos. 

 

1.2.4.3 Estrés oxidativo y daño a macromoléculas. 

Por diversas causas puede perderse el balance entre condiciones oxidantes y 

defensas antioxidantes. Esto puede deberse a un aumento en la producción de 

ERO/ERN o bien una diminución en los sistemas antioxidantes y de reparación, 

o incluso a una combinación de estos factores. A esta condición se la denomina 

estrés oxidativo (EO). En esta situación se presentan daños 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 exposición a sustancias que pueden favorecer el desbalance 

oxidativo, como puede ser la exposición a plaguicidas.  

En este contexto, las células pueden tolerar un EO moderado y a menudo 

pueden sobreponerse a este estado por medio de la síntesis de componentes 

del sistema antioxidante. No obstante, en condiciones de excesivo EO las 

ERO/ERN pueden reaccionar con distintas macromoléculas orgánicas por sus 

dominios no catalíticos, y producir el aumento de reactivos secundarios. De esta 

manera pueden dañar moléculas biológicamente importantes como el ADN, 

proteínas y producir peroxidación lipídica, llevando a la disfunción, muerte 

celular, daño tisular y al posible desarrollo de enfermedades (Orrenius 2004; 

Zamudio y col., 2007). 
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En este sentido los insecticidas OF, además de su capacidad de inhibir la AChE 

y generar efectos colinérgicos, han sido vinculados con la generación de EO en 

distintos modelos experimentales (Lukaszewicz-Hussain 2010; Ortega y col., 

2016, Quintana 2017). En cuanto a plaguicidas Neo, se conoce que la exposición 

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 citotóxicos en linfocitos humanos, pudiendo estar 

relacionados a la formación de radicales libres y especies reactivas de oxígeno 

debido al metabolismo de los mismos (Calderón-Segura y col., 2012).   

1.2.4.3.1 Efecto sobre ácidos nucleícos 

Las especies reactivas dañan al ADN al reaccionar con las bases nitrogenadas 

y con la desoxirribosa. El daño oxidativo al ADN es de extrema importancia 

debido a que las bases nitrogenadas dañadas 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 fragmentación. Aparecen fragmentos 

internucleosomales, formados por la ruptura de ADN entre los nucleosomas, 

ocasionando con ello problemas en la compactación y enrollamiento del ADN 

dentro de la cromatina (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2005). Como 

resultado de esto, surgen alteraciones en las propiedades funcionales de la 

misma cromatina, la cual tiene un rol más que importante en la regulación de la 

transcripción génica.  

Cabe destacar que no todas las especies reactivas dañan de igual manera al 

ADN. El HO. produce una multitud de productos de oxidación ya que reacciona 

con los azucares, las purinas y las pirimidinas. La 8-OH-guanina es uno de los 

productos de oxidación más 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 metilación del ADN, impactando en la regulación de la 

expresión génica. Los radicales formados en la peroxidación lipídica (RO2
., RO.) 

son también capaces de dañar el ADN. En el caso de las ERN como NO2
., 

ONOO-, entre otras, se ha vinculado su efecto con la nitración, nitrosilación y 

desaminación de distintas bases del ADN. En resumen, el daño en ADN 

producido por los radicales libres y especies reactivas en general, es debido a 



62 
 

su capacidad de producir rupturas en la doble cadena y degradar la desoxirribosa 

(Hartwig 2000). Sin embargo, existen mecanismos como escisión de bases o 

escisión de nucleótidos, que funcionan como mecanismos de reparación del 

ADN y se activan en momentos en que éste sufre modificaciones oxidativas. 

Para ello, deben funcionar de manera óptima una batería de enzimas 

encargadas de este proceso de reparación. Sin embargo, este requisito no 

siempre se cumple y entonces sobrevienen cambios permanentes que provocan 

distintas mutaciones (Paredes Salido y Fernández, 2002). 

 

1.2.4.3.2 Efectos sobre las proteínas 

Uno de los aspectos más críticos del estrés oxidativo es el daño causado a las 

proteínas, debido a que pueden causar la perdida de la actividad catalítica de 

enzimas, daños en la integridad estructural de las proteínas o interrumpir la 

regulación de las vías metabólicas. A diferencia de los ácidos nucleícos, los 

sistemas de reparación de las proteínas solo se limitan a los residuos de 

metionina, por lo que las proteínas oxidadas deben ser hidrolizadas para evitar 

su disfunción en la red metabólica o su interacción con otras proteínas. Es por 

ello que el daño oxidativo a proteínas es de gran importancia in vivo por que 

suele involucrar la interferencia de la función biológica a las que están asociadas 

a dichas proteínas. En este sentido, puede provocar daño a receptores, enzimas, 

vías de traducción de señales, sistemas de transporte, mecanismos de 

mantenimiento de la homeostasis intracelular de iones, mecanismos enzimáticos 

de reparación de ADN, entre muchas otras.  

Los efectos de ERO sobre proteínas están vinculados a la oxidación de residuos 

de los aminoácidos, el rompimiento de los enlaces peptídicos y la agregación de 

proteínas. El ataque de HO. puede generar múltiples productos de oxidación 

(Dalle-Donne y col., 2006). La reacción de ERN con la tirosina lleva a la 

producción de 3-nitrotirosina, sin embargo, también puede ocurrir la nitración de 

fenilalanina y triptófano. El ataque directo de ERO/ERN o por daño secundario 

por medio de la peroxidación lipídica, llevan a la producción de derivados 

carbonilos y productos avanzados de oxidación proteica. Estos productos, como 

los derivados carbonilos, pueden ser empleados como marcadores para 



63 
 

establecer daño oxidativo ya que son más estables, se forman tempranamente 

y se mantienen por más tiempo en circulación en comparación con los peróxidos 

lipídicos (Dalle-Donne y col 2003a y b). Como resultado de estos procesos, se 

ha vinculado una diversidad de enfermedades con la presencia de las proteínas 

oxidadas, entre las que se mencionan la enfermedad de Alzheimer y la artritis 

reumatoide (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2005).  

 

1.2.4.3.3 Efecto sobre los lípidos 

El efecto principal de las especies reactivas sobre los lípidos es la 

lipoperoxidación o peroxidación lipídica, que se produce al contacto con los 

lípidos de las membranas con un agente oxidante, como cualquiera de las ERO 

dependiendo de su reactividad. En esta reacción el radical libre formado oxida 

una cadena insaturada de lípido, dando lugar a la formación de un lípido 

hidroperoxidado y un radical alquilo. El alquilo reacciona con una molécula de 

oxígeno y regenera la especie inicial, constituyendo así una reacción que se 

repite, es decir una reacción en cadena. Esta formación de hidroperóxido lipídico 

(LOOH) comprende un simple evento de iniciación, pero puede llevar a la 

formación de múltiples moléculas de peróxido como resultado de esta reacción 

en cadena.  

Este proceso de lipoperoxidación trae como consecuencia alteraciones en la 

membrana, afectando su fluidez e integridad. Este proceso genera especies 

como el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal, los cuales son 

considerados citotóxicos. Esto debido a que pueden funcionar como agentes 

electrofílicos capaces de interactuar con otros componentes celulares, 

principalmente proteínas y ADN. El MDA es uno de los productos mayoritarios 

de esta reacción en cadena y es capaz de reaccionar con ácido tiobarbitúrico 

(TBA), dando lugar a un aducto coloreado que puede medirse 

espectrofotométricamente (Bustos y col., 2016). Este proceso de peroxidación 

lipídica que trae aparejado la perdida de fluidez de membranas, puede repercutir 

también en aumentos en la permeabilidad de H+ y otros iones, caídas en el 

potencial de membrana y pérdida de la funcionalidad de muchos componentes 

proteicos que están embebidos en las membranas (Halliwell y Gutteridge 2015). 
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Cabe destacar también que la lipoperoxidación es un proceso identificado con 

enfermedades cardiovasculares. Uno de los procesos importantes es la 

oxidación de las lipoproteínas de baja densidad, efecto que se ha correlacionado 

con la aterosclerosis.  

 

1.3 Exposición ambiental a organofosforados y neonicotinoides 

El objetivo de la industria moderna de plaguicidas es producir sustancias que 

sean efectivas en cantidades cada vez más pequeñas, que posean mayor 

especificidad con los organismos blanco y que presenten menor persistencia en 

el ambiente. Por ello, actualmente más 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 pequeña 

proporción 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 transformación o degradación (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 degradación significativa de la sustancia, o bien en un 

mismo compartimiento puede existir degradación del plaguicida por parte de 

microorganismos o por incidencia de la radiación solar. El destino del mismo será 

determinado por las propiedades fisicoquímicas de cada sustancia, pero también 

por las características del medio con el que interactúa (Calamari y Barg 1993) 

(Figura 10). Algunos plaguicidas son solubles en agua, lo cual implica que se 

podrán mover hacia cualquier sitio donde el agua se mueva. Algunos plaguicidas 

se volatilizan rápidamente, por lo que pasarán a su fase vapor y podrán así 

diseminarse en el aire y ser trasladados por vientos. Una vez que alcancen 

determinado compartimiento ambiental, estas sustancias pueden sufrir procesos 

de degradación o cambios estructurales, rápida o lentamente de acuerdo a sus 

tiempos de vida media. Durante los procesos de transformación, 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 más tóxicas que el plaguicida parental u original. Estos 

metabolitos o productos de degradación pueden ser tóxicos incluso para parte 

de la biota a la cual no estaban destinados a controlar. Sumado a esto, el cambio 

de la estructura química debido a procesos degradativos puede ocurrir en 

cualquier compartimiento ambiental y puede favorecer su pasaje entre 

compartimientos (Gavrilescu, 2005; Bonmatin y col., 2015). 

 

Figura 10: Dinámica de plaguicidas en el ambiente. Extraído de Rodríguez y col (2014) 

La OMS (2003) ha señalado que más de 2 millones de personas pueden estar 

expuestas a la acción de los plaguicidas de forma directa o indirecta de diferentes 

maneras. La posibilidad de escenarios de exposición aumenta en un contexto 

mundial donde la necesidad de producción 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 exposición a plaguicidas en residentes en zonas rurales o en sus 

cercanías (Magnarelli 2015). Se ha señalado que las mujeres en edad 
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reproductiva son el sector de la población en mayor riesgo a los efectos adversos 

de los contaminantes, siendo la pobreza y la marginación factores que favorecen 

la exposición a estos contaminantes pudiendo incluso exacerbar sus efectos 

tóxicos (Carrizales y col., 1999). 

En nuestro país, no existe suficiente información epidemiológica 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 Nación, señala distintos 

aspectos alarmantes en los que destacan que la información existente no 

evidencia la magnitud real del problema en salud y ambiente; que no hay 

políticas sanitarias acordes a la gravedad del problema y que los sistemas de 

vigilancia que hoy existen, tienen importantes fallas. Esto último ya sea por 

desconocimiento en la población o por déficit en los sistemas de salud para la 

detección, manejo y prevención (Quintana 2017). 

Los efectos tóxicos agudos de los OF son potencialmente mortales y están 

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 exposición crónica, como se mencionó anteriormente, está asociada con 

anomalías a nivel neuroconductual conocidas como Trastornos Crónicos 

Neuropsiquiátricos inducidos por OF, como ansiedad, depresión, síntomas 

psicóticos, déficit en la memoria a corto plazo, el aprendizaje, coordinación ojo-

mano y tiempo de reacción (Terry 2012). Sumado a esto, se los vincula con 

riesgo de enfermedades como diabetes y obesidad (desordenes metabólicos), 

como así 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 

clínicas variadas que difieren en los distintos sistemas: desde síntomas 

gastrointestinales como náuseas, vómitos, dolor abdominal y lesiones 

corrosivas; agitación, confusión, fasciculaciones musculares, convulsiones en 

cuanto al sistema nervioso central; taquicardia, bradicardia, híper e hipotensión 

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 incorporación, estudios de efectos 

tóxicos de exposiciones crónicas son escasos (Chen y col., 2020), no obstante, 

se han reportado estudios en los que remarcan una asociación entre exposición 

crónica a Neo y efectos adversos en el desarrollo y neurológicos, entre los que 

se mencionan la tetralogía de Fallot, anencefalia, trastornos del espectro autista, 

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

El Alto Valle de las provincias de Río Negro y Neuquén se ha destacado 

históricamente dentro de aquellas regiones del país con importante actividad 

agrícola, íntimamente relacionada a esta actividad está el uso de agroquímicos 

para evitar pérdidas de la producción. En este sentido, múltiples plaguicidas se 

aplican durante un periodo que se extiende desde septiembre hasta febrero, 

pudiendo así entrar en contacto con la población en general y particularmente 

con grupos vulnerables entre ellos las mujeres embarazadas y niños, como se 

mencionó previamente. En este contexto, Cecchi y col., (2012) demostraron que 

embarazadas residentes rurales del Alto Valle mostraron aumentos significativos 

en los niveles de cortisol plasmático 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 aplicación. 

Asimismo, estos autores remarcan que hallaron valores individuales de cortisol 

y progesterona por encima de rangos de referencia tanto en aplicación 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 lipídico de la 

fracción nuclear y mitocondrial del sincitiotrofoblasto. Estos cambios resultan 

compatibles con eventos de proliferación celular (Vera y col., 2012). 

Adicionalmente, las placentas colectadas en periodos de pulverización en esta 

misma zona rural, presentaron incremento de la frecuencia de expresión de la 

citoquina antiinflamatoria IL-13, asociado al aumento de las enzimas implicadas 

en la reparación de tejidos tales como ornitina decarboxilasa y arginasa, 

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

Por otro lado, Quintana (2017) reportó que CP aumento los niveles de ERO en 

eritrocitos de sangre de cordón umbilical, viéndose afectada la actividad de la 

enzima antioxidante CAT, vinculando al desbalance redox provocado por la 
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exposición ambiental a CP y su afectación en el desarrollo intrauterino. 

Asimismo, estudios en modelos in vitro de trofoblastos humanos expuestos a 

CP, se vio incrementada la expresión del transcripto y proteína para TLR-4, y del 

transcripto para TLR-2 (Zappa 2014). En condiciones similares de exposición in 

vitro a OF se observó un incremento en la expresión de citoquinas 

proinflamatorias TNF-α e IL-6 (Guiñazú y col., 2012). Estos reportes ponen de 

manifiesto mecanismos de toxicidad de OF alternativos a la inhibición de AChE, 

particularmente en mujeres embarazadas. 

Debido a la reciente utilización de los Neo, se dispone de escasos datos respecto 

a su toxicidad en mujeres embarazadas y en la placenta, así como de sus efectos 

tóxicos in vitro en modelos de células humanas, como los trofoblastos. No 

obstante, en modelos murinos, se hallaron trazas de imidacloprid en las crías de 

madres expuestas durante la gestación, comprobando el pasaje del Neo hacia 

las crías además de observar cambios duraderos en el comportamiento y la 

función cerebral de los mismos (Burke y col., 2018). Ha sido demostrado que 

imidacloprid produce cambios pato-morfológicos y desbalance inmune en ratas 

hembra (Kapoor y col., 2011) y es inmunotóxico en modelo de exposición 

prenatal en ratas (Gawade y col., 2013). Por otro lado, se ha observado que la 

exposición prenatal a Ace en fetos de ratón cuyas madres fueron expuestas 

desde el día embrionario 4 al 13, resultó en hipoplasia de la lámina cortical y 

disminución de la neurogénesis (Kagawa y Nagao 2018). 

En cuanto a la exposición prenatal de Neo en humanos, se considera que la 

barrera placentaria permite la transferencia hacia el feto de diversos xenobióticos 

(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 día posnatal 2 (Ichikawa 

y col., 2009). Esto sugiere que la capacidad que tienen los Neo de atravesar la 

barrera placentaria y llegar al embrión o al feto. Por otro lado, se ha reportado 

también que formulaciones comerciales de distintos Neo, incluido Ace, producen 

efectos genotóxicos y citotóxicos en linfocitos humanos, pudiendo estar 

relacionados a la formación de radicales libres y especies reactivas de oxígeno 

debido al metabolismo de los mismos (Calderón-Segura y col., 2012). 
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En general, se ha estudiado que plaguicidas neurotóxicos (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, así como otras enfermedades crónicas, son evidentes 

cuando la exposición ocurre durante el periodo sensible de formación del tubo 

neural, que comienza aproximadamente tres semanas después de la concepción 

en seres humanos. Esto pone de manifiesto que un aspecto importante a 

considerar en la exposición prenatal a plaguicidas es el momento en el cual se 

produjo la exposición y los efectos que pueden desencadenarse en ese estadio 

del embarazo. Por ello, a continuación, se abordan algunos aspectos 

relacionados al desarrollo del embarazo, la placenta como órgano transitorio y 

fundamental para el mantenimiento del mismo, y modelos in vitro asociados a 

alteraciones durante el embarazo. 

 

1.4 Placenta 

1.4.1 Características y funcionamiento 

La placenta es un órgano fundamental para el desarrollo embrionario y fetal, y el 

éxito de la gestación humana es el resultado de una sucesión de procesos que 

se dan en forma coordinada en tiempo y espacio en la interfase materno, 

placentario, embrionario y fetal. (Carlson 2014; Rodríguez 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 invasión a la decidua. Macroscópicamente, la 

placenta a termino es discoidal con un diámetro 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 coriónica 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 µm y consiste en el epitelio 

trofoblástico que cubre las vellosidades, el tejido conectivo coriónico, y el 
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endotelio capilar fetal. El área promedio de intercambio es aproximadamente 15 

m2, y la tasa de flujo sanguíneo es aproximadamente 450 ml/min (Carlson 2014). 

 

Figura 11: Representación esquemática de la placenta humana. La placenta humana está 

compuesta por vellosidades coriónicas que se proyectan hacia el espacio intervelloso, que es 

bañado por sangre materna. Los vasos sanguíneos fetales pasan a través del cordón umbilical 

hacia la placenta y se sumergen en las vellosidades coriónicas, en donde se lleva a cabos el 

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

1.4.2 Desarrollo placentario, diferenciación e invasión trofoblástica 

El desarrollo de la placenta ocurre en paralelo al desarrollo embrionario, luego 

de que el óvulo es fecundado por un espermatozoide, y puede dividirse en tres 

fases: prelagunar, lagunar y vellosa. En la fase prelagunar (a partir del cuarto día 

luego de la fecundación) las células embrionarias indiferenciadas comienzan a 

dividirse y dan origen al blastocito. El blastocito está formado por la masa celular 

interna (MCI) y el trofoectodermo. La MCI está formada por células que luego 

darán lugar a la formación del embrioblasto, del cordón 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 días 6-7 
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después de la fecundación, el trofoectodermo establecerá contacto con la 

mucosa uterina, comenzando el proceso de implantación del embrión en el útero 

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

Durante estas etapas de formación de la placenta, el desarrollo y mantenimiento 

de las funciones placentarias involucra procesos de diferenciación e invasión 

celular sumamente importantes. Una vez implantado el blastocito, la capa de 

trofoblastos se diferencia en dos capas distintas: el sincitiotrofoblasto (ST), que 

es la más externa y está formada por células multinucleares alineadas que hacen 

contacto directo con la sangre materna; y el citotrofoblasto (CT), que es la capa 

más 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 sincialización. 

 

Figura 12: Diferenciación y migración de trofoblastos. Representación esquemática de la lámina 

basal de la placenta humana, resaltándose la composición celular de una vellosidad de anclaje 

y su relación 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 coriónica 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. Extraído y modificado de Maltepe y Fisher (2015). 
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La fase lagunar comienza hacia el octavo día cuando aparecen pequeñas 

vacuolas en el sitio de implantación. De manera progresiva, las vacuolas crecen 

y confluyen formando lagunas entre las trabéculas sincitiales. Las lagunas crean 

un espacio que se convertirá en la cámara intravellosa. Una vez ocurrido esto 

comienza la fase vellosa, a partir del día 13-14 luego de la fecundación, los 

citotrofoblastos invaden las trabéculas del sincitio para formar las vellosidades 

primarias. Alrededor del día 14 después de la implantación, el CT da lugar a un 

grupo celular denominado trofoblastos extravellosos (EVT). La diferenciación de 

CT a ST o EVT es controlado por diferentes agentes tales como factores de 

transcripción, genes específicos, hormonas, factores de crecimiento, citoquinas 

y niveles de oxígeno. Las células EVT tienen un fenotipo invasivo e infiltran el 

tejido uterino materno por dos vías: por migración endovascular, formando 

columnas de células trofoblástica que ocluyen las arterias espirales maternas; y 

por invasión intersticial, la que requiere un proceso bioquímico de adhesión al 

citotrofoblasto y migración a través de la decidua y miometrio asociado a 

degradación proteolítica de componentes de la matriz extracelular (Lash y col 

2015). La invasión de EVT es un proceso coordinado en tiempo y espacio y la 

alteración de este ajustado control está asociada con perdida gestacional 

temprana y tardía, pre eclampsia y restricción del crecimiento intrauterino (Apaza 

Valencia 2014) 

Dos semanas más tarde, las vellosidades primarias son invadidas por el 

mesénquima embrionario y constituyen las vellosidades secundarias. Por último, 

en el eje mesenquimatoso aparecen capilares fetales y se constituye una red 

vascular que caracteriza la formación de la vellosidad terciaria. De forma 

paralela, la red vascular fetal alcanza la placa coriónica y se conecta con los 

vasos de los troncos vellositarios. La vellosidad coriónica aparece con su forma 

definitiva hacia la tercera semana luego de la fecundación. A término, entre las 

placas coriónicas, las vellosidades coriónicas flotan en la cámara 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 inmunológico privilegiado, cuyo éxito dependerá en 

parte del reconocimiento del embrión (semialogénico) por parte de la madre del 

embrión y la generación de tolerancia inmunológica. La placenta si bien participa 

activamente en la generación de tolerancia, conserva la capacidad de reaccionar 

frente a la posible invasión de patógenos (Mor y Cárdenas 2010). Los 

trofoblastos pueden comportarse como células inmunes innatas, de hecho, 

reconocen y responden a microorganismos mediante la expresión de diversos 

receptores de la inmunidad innata (Mulla y col., 2013). En este sentido, se ha 

indicado que los trofoblastos expresan TLR (Fest y col., 2007; Koga y Mor 2014). 

Como se ha descrito previamente, los TLR son una parte importante del sistema 

de respuesta frente a señales de peligro ya que participan en el inicio de la 

respuesta inflamatoria inducida por microorganismos, estrés celular y/o daño a 

los tejidos (Tangerås y col., 2014). La activación de los TLR principalmente 

resulta en la rápida liberación de citoquinas inflamatorias tales como IL-6, IL-8 y 

TNF-α (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 gestación es un estado caracterizado por un aumento, estrictamente 

regulado, de los procesos oxidativos en la madre y el embrión-feto, determinado 

por un aumento en el consumo de oxígeno 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 daño a biomoléculas, pérdida de funciones y muerte celular, lo que 

puede afectar la evolución normal de la gestación (Corría Ozorio y Cruz-

Manzano 2009).  

La influencia de las especies reactivas sobre la circulación útero-placentaria es 

esencial para garantizar la morfogénesis adecuada (Biondi y col., 2005), lo que 

implica una estricta regulación de la expresión espacial y temporal de las 

enzimas antioxidantes. Por ejemplo, un adecuado flujo sanguíneo entre útero-
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placenta-feto es esencial para un buen crecimiento fetal. El oxido nítrico liberado 

por las células endoteliales de la placenta, arterias uterinas y vasculatura 

umbilical, inhibe la activación plaquetaria y promueve la dilatación 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 peroxidación lipídica y altos niveles de marcadores de estrés 

oxidativo, tales como aumento de concentración de anión superóxido, 

hidroperóxidos, malondialdehído y otras sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico, que alcanzan sus concentraciones máximas durante el segundo 

trimestre de embarazo. Luego los niveles de estos marcadores, declinan hacia 

el final de la gestación (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 Exposición a plaguicidas OF y Neo durante el embarazo 

Los efectos potenciales sobre la salud asociados con la exposición a plaguicidas 

durante el embarazo se han convertido en un importante problema de salud 

pública debido a la alta sensibilidad fetal a xenobióticos. La exposición comienza 

desde la vida intrauterina, en la que los mecanismos de detoxificación y el 

sistema inmunológico no están completamente desarrollados (Vizcaino y col., 

2014) y en la que existen periodos de mayor susceptibilidad definidos por 

diferencias en los procesos dinámicos a nivel molecular, celular y fisiológico. Se 

sabe además que la barrera hematoencefálica del feto es inmadura y por lo tanto 

más permeable a agentes neurotóxicos como los plaguicidas OF y Neo. Si bien 

la llegada de los plaguicidas al embrión o al feto depende de las propiedades 

fisicoquímicas del xenobiótico, así como su unión a proteínas, la mayoría 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 exposición intrauterina humana a OF han 

sido abordados con variedad de diseños 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 exposición prenatal a los plaguicidas se asocia con el índice 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 niños en edad escolar (Ezquenazi y col., 

2014). En cuanto a CP, se ha observado un adelgazamiento cortical frontal y 

parietal y una relación dosis respuesta inversa entre CP y el grosor cortical del 

encéfalo en niños con alta exposición a este plaguicida. Este estudio reporta una 

asociación importante entre la exposición prenatal a neurotóxicos ambientales 

con cambios estructurales en el desarrollo del cerebro humano (Rauh y col., 

2012). Por otro lado, Quintana (2017) reportó que CP aumentó los niveles de 

ERO en eritrocitos de sangre de cordón umbilical, viéndose afectada la actividad 

de la enzima antioxidante CAT, vinculando al desbalance redox provocado por 

la exposición ambiental a CP y su afectación en el desarrollo intrauterino. 

Asimismo, estudios en modelos in vitro de trofoblastos humanos expuestos a 

CP, se vio incrementada la expresión del transcripto y proteína para TLR-4, y del 

transcripto para TLR-2 (Zappa 2014). En condiciones similares de exposición in 

vitro a OF se observó un incremento en la expresión de citoquinas 

proinflamatorias TNF-α e IL-6 (Guiñazú y col., 2012). Estos reportes ponen de 

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

Como se mencionó 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, está 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); así como el potencial efecto de Ace en alterar 

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

embrión o al feto y producir efectos tóxicos durante el embarazo.  

 

1.5.1 Modelos para estudios de efectos tóxicos sobre la placenta humana 

El estudio de efectos tóxicos de xenobióticos, incluidos los plaguicidas, sobre el 

desarrollo del embarazo representa un aspecto crítico, sobre todo por las 

implicancias éticas involucradas de estudios en humanos. En este sentido, la 

placenta es un órgano 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 toxicológicos empleando 

este órgano, 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 Göhner y col. (2014), el estudio de efectos 

tóxicos de xenobióticos sobre la placenta puede realizarse en diferentes niveles, 

los cuales influyen en la calidad y cantidad de la información obtenida, así 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, producción de hormonas y otros 

factores, identificación inmunohistoquímica, procesos de apoptosis y necrosis, 

etc.  
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Tabla 9: Comparación de las características de distintos sistemas de 

estudio para la evaluación toxicológica en la placenta humana. 

Sistema Tiempo de 

exposición 

Disponi-

bilidad 

Reproduci-

bilidad 

Carga de trabajo 

(replicas 

experimentales) 

Funciones  

Líneas  

celulares 

Ilimitada Ilimitada Alta Baja Apoptosis/necrosis, 

producción de 

hormonas y 

moléculas 

intracelulares, 

expresión de 

receptores, etc 

Explantos 

de 

placenta 

Pocos días Alta Dependiente 

de la 

paciente 

Baja Apoptosis/necrosis, 

producción de 

hormonas, expresión 

de receptores, 

inmunohistoquímica 

Cultivos 

primarios 

Pocos días Limitada Dependiente 

de la 

paciente 

Media Estudios concretos de 

los tipos celulares 

presentes  

Extraído y modificado de Göhner y col (2014). 

 

Ciertamente la obtención de muestras de placenta a término o en los primeros 

estadios de gestación representa generalmente una gran dificultad. Por ello, 

muchos grupos de investigación centran sus estudios en modelos celulares que 

permitan abordar aspectos particulares de la toxicidad de xenobióticos, 

contemplando las limitaciones de dichos modelos y extrapolando los resultados 

al funcionamiento a nivel órgano de la placenta y su rol durante el proceso de 

gestación.  

Distintas líneas celulares han sido establecidas para enfocar estudios 

toxicológicos en la placenta. Las más destacadas son las líneas 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 trofoblásticas no cancerosas inmortalizadas a partir 
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de transfección de cultivos primarios con distintos genes, como por ejemplo la 

línea celular HTR-8/SVneo derivada de células de trofoblastos extravellosos del 

primer trimestre de gestación inmortalizadas a partir de la transfección con un 

plásmido conteniendo el antígeno T grande del virus de simio 40 (SV40) (Graham 

y col., 1993), entre otras líneas celulares.  
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2. Hipo tesis 
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Hipótesis 

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

siguiente hipótesis  

“La exposición de trofoblastos a plaguicidas organofosforados y 

neonicotinoides puede modular procesos celulares tales como: la 

respuesta a receptores tipo toll, la producción de citoquinas y la inducción 

de estrés oxidativo”  
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3. Objetivos 
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Objetivos 

3.1 Objetivo general 

Investigar las alteraciones en la respuesta innata de trofoblastos inducida por 

plaguicidas organofosforados y neonicotinoides. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Indagar si la exposición al organofosforado clorpirifos induce cambios en 

la respuesta de receptores tipo toll a sus ligandos específicos y la 

producción de citoquinas, esclareciendo la participación del mismo y sus 

metabolitos en la modulación de la respuesta inmune innata en 

trofoblastos. 

2. Examinar si el estrés oxidativo es un mecanismo toxicológico de daño 

producido por la exposición a insecticidas neonicotinoides. 

3. Realizar un estudio comparativo entre la toxicidad del neonicotinoide 

acetamiprid en relación a un formulado comercial. 

4. Indagar la toxicidad de acetamiprid y su formulación comercial en 

trofoblastos del primer y tercer trimestre de gestación. 

5. Evaluar el efecto de acetamiprid y su formulación comercial en distintos 

parámetros celulares como la migración celular y daño a macromoléculas. 
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4. Materiales y 

métodos 
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4.1 Reactivos 

Dimetilsulfóxido (DMSO), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT), N-acetil l-cisteína (NAC), forbol-12-miristato-13-acetato 

(PMA), azul de nitrotetrazolio (NBT), 2´,7´-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-

DA), reactivo de Griess, riboflavina, metionina, 1,,1,3,3 tetraetoxipropano (MDA), 

1-cloro,2,4-dinitrobenzeno (CDNB), ácido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB), 

ioduro de acetiltiocolina y L-glutatión reducido (GSH) fueron adquiridos de Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los anticuerpos policlonales de conejo anti-Bax, 

anti-Bcl-2 y anti-β-actina fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnologies 

(Texas, USA). El anticuerpo secundario anti-IgG 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), estándar grado 

analítico fue provisto por AccuStandard Inc (New Heaven, USA) de pureza 

99,5%. La formulación comercial de acetamiprid (Ace CF), Assail® (SUMMIT 

AGRO), contiene 70% principio activo y 30% otros ingredientes (gentilmente 

donado por la Dra. Liliana Cichón, Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria, Argentina). 

 

4.2 Condiciones generales de cultivo celular 

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

La línea celular de trofoblastos de primer trimestre HTR-8/SVneo fue gentilmente 

donada por la Dra. Alicia Damiano (Facultad de Farmacia y Bioquímica, 

Universidad de Buenos Aires). Esta línea celular deriva de explantos de 

vellosidades coriónicas de placenta humana del primer trimestre de gestación, 

las cuales fueron inmortalizadas en cultivo celular por medio de la transfección 

con el antígeno T grande del virus SV40 (simian virus 40) (Graham y col., 1993). 

Para la realización 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, Córdoba, Argentina), 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina 

(Gibco, Carlsbad, CA, USA), a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de dióxido 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: línea celular JEG-3 

Se utilizó la línea celular JEG-3 (ATCC, HTB-36) derivada de coriocarcinoma 

humano, provistas por la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, 

USA). Esta línea celular fue establecida en cultivo en 1966, a partir de 

coriocarcinoma posparto trasplantado en forma seriada en hámster, la cual 

presenta varias de las características del trofoblasto normal (Pelkonen, y col., 

2006). Para la realización 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 µg/ml estreptomicina 

(Gibco, Carlsbad, CA, USA), mantenidas a 37°C en una atmósfera 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 Criopreservación y descongelamiento de células 

La criopreservación se realizó a partir placas de petri estériles de 100 mm 

conteniendo la línea celular HTR-8/SVneo o JEG-3, incubadas bajo condiciones 

de cultivo estándares hasta alcanzar el 80-90% de confluencia, se procedió 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 procedió 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 

isopropílico 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 nitrógeno líquido hasta su utilización. 
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Para descongelar las células se preparó 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 rápidamente descongeladas a 37°C, lavadas 

con medio de cultivo y cultivadas en condiciones estándar 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 línea celular empleada.  

 

4.2.4 Mantenimiento celular 

El mantenimiento celular fue realizado mediante la renovación del medio de 

cultivo cada 48 hs hasta el momento del repique. Para la realización de los 

repiques 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 agregó 0,5 ml de tripsina/EDTA 0,1% (P/V) 

e incubó a 37°C durante 3-5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de 

incubación las células fueron recuperadas con 10 ml de medio de cultivo, y 

centrifugadas durante 3 minutos a 1000 x g. El pellet celular se suspendió 

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 realización de cada experimento, se plaquearon 1x106 células (HTR-

8/SVneo o JEG-3) en placas de petri estériles de 100 mm. Las mismas fueron 

incubadas bajo condiciones de cultivo estándares hasta alcanzar el 80-90% de 

confluencia. Posteriormente se despegó 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 número y condiciones descriptas para cada 

ensayo. En cada experimento las células fueron contadas en cámara de 
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Neubauer y se agregó el volumen pertinente a cada placa en cuanto al número 

de células requeridas (ver apartado de cada técnica). 

Para el tratamiento con el insecticida CP, las concentraciones utilizadas (0,01 – 

100 µM) se seleccionaron en función a reportes previos en los que se observó 

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; Guiñazú 

y col., 2012). La concentración más baja utilizada (0,01 μM), 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 

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

En cuanto al tratamiento con el Neo Ace o su formulación comercial (Ace CF) se 

emplearon las concentraciones desde 0,1 a 100 μM. Los insecticidas fueron 

disueltos en DMSO y preparados en el momento de uso. Como control de los 

tratamientos se empleó DMSO al 0,02% en medio de cultivo. El rango de 

concentraciones empleado para los tratamientos con Neo se seleccionó en 

relación a la concentración de insecticida aplicada a campo, ya que al momento 

de realizar esta tesis no se disponía de valores ambientales. La concentración 

sugerida a campo es 5 g/hl, la cual se corresponde con 157 µM de principio 

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

En la Figura 13 se muestra un resumen de las líneas de trabajo estudiadas en 

esta tesis doctoral, con la especificación de las técnicas empleadas para cada 

caso. Dichas técnicas serán explicadas en detalle en este apartado de la tesis.  
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Figura 13: Diagrama de flujo de las líneas 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 determinó 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 degradación, se detectó 

colorimétricamente por reacción con acido DTNB. Para el ensayo, 2x105 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 μl 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 μl de sobrenadante en 

buffer fosfato de sodio 100 mM pH 8 conteniendo 10 mM de DTNB y 0,75 mM 

de ioduro de acetiltiocolina. El cambio en la absorbancia se registró a 412 nm de 

manera continua durante 100 segundos a una temperatura constante de 30°C 

(Espectrómetro UV/vis 16030 Shimadzu). Los cálculos se realizaron empleando 

el coeficiente de extinción molar del TNB (producto de reacción entre el DTNB y 

los ésteres de la colina) 13,6 mM-1 cm-1, previa corrección de la absorbancia 

debido a hidrólisis espontánea no enzimática del sustrato. Las condiciones de 

linealidad fueron previamente ajustadas. La actividad de AChE fue expresada 

como nmol de sustrato hidrolizado/minuto x mg de proteína. El contenido de 

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

 

4.3.2 Niveles de expresión de transcriptos para TLR y citoquinas 

4.3.2.1 Extracción de ARN y transcripción reversa 

Para estudiar la expresión de distintos genes de interés, se realizó la extracción 

de ARN de cultivos celulares y luego se procedió a hacer la retrotranscripción de 

ARN en ADN copia (ADNc). Para ello, se cultivaron 2x105 células/ml en placas 

de 6 pocillos y una vez alcanzada la confluencia se expusieron al insecticida, CP, 

Ace o Ace CF según 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 retiró y descartó el medio de cultivo con estímulos de 
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cada pocillo, posteriormente se adicionó 700 µl de TRIzol®, enjuagando varias 

veces para asegurar el lisado de las células. Una vez realizado el lisado, se 

trasvasó el contenido de cada pocillo a tubos debidamente rotulados y se dejó 

reposar 5 minutos. Luego 140 µl de cloroformo fueron incorporados a cada tubo 

para la separación de fases, se agitó vigorosamente durante 15 segundos y se 

centrifugó durante 15 minutos, a 4°C y 12.000 rpm. Se retiró la fase que contiene 

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

 

Figura 14: Extracción de ARN. Separación de fases luego de extracción con TRIzol® seguido 

de adición de cloroformo y centrifugación. La fase superior incolora es la que contiene el ARN 

deseado. 

Posteriormente se adicionaron 350 µl de isopropanol en la fase acuosa para 

precipitar el ARN, se mezcló por inversión y dejó reposar 10 minutos a 

temperatura ambiente. Luego se centrifugó durante 8 minutos a 4°C y 12.000 

rpm y se verificó la presencia del pellet para confirmar que el ARN haya 

precipitado y se retiró el sobrenadante. Se adicionaron 700 µl de etanol al 75% 

para lavar y luego se agitó en vortex. Se centrifugó nuevamente 8 minutos a 4°C 

y 12.000 rpm y se descartó el sobrenadante y dejó secar a temperatura 

ambiente. Finalmente se adicionó 40 µl de agua DEPC y se almacenó hasta su 

utilización a -80°C. 

Del ARN extraído se determino la pureza midiendo la relación entre las 

absorbancias a 260 y 280 nm (Espectrómetro UV/vis 16030 Shimadzu), además 

se determinó la concentración de ARN en los extractos previo a la 

retrotranscripción en ADN copia (ADNc). Para ello, 5 µl de muestra fueron 

adicionados a 495 µl de agua destilada, obteniéndose la concentración de ARN 

a partir de la siguiente fórmula: 
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𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎260 𝑛𝑚 × 40 ×
100

1000
 

 

El ADNc se sintetizó a partir del ARN extraído, usando el kit de transcriptasa 

reversa Starscript (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), de acuerdo a 

las instrucciones del proveedor. Para ello se retro-transcribió 1 μg de ARN en un 

volumen final de 20 μl. Se utilizaron 3 μl del cebador Oligo-DT (0,08 μg/μl) y se 

llevó a baño seco por 5 min a 65°C. Las muestras fueron incubadas a 42°C 

durante 60 minutos con 1 μl de dNTPs, 0,1 μl de inhibidor de ARNasa, 0,3 μl de 

la enzima transcriptasa reversa (Thermo Fisher Scientific), 4 μl de buffer 

transcriptasa reversa y 2,1 μl de agua DEPC. Luego se continuó el baño seco a 

70°C por 10 minutos. El ADNc sintetizado fue conservado a -20°C, debidamente 

rotulado, hasta su utilización. Todas las muestras de ADNc empleadas para los 

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

 

4.3.2.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La expresión de los genes de interés fue determinada empleando el ensayo de 

reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR). Para ello, previamente 

se seleccionaron cebadores específicos, los cuales fueron obtenidos de la 

bibliografía o diseñados 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 

amplificación fueron evaluados en cuanto a su especificidad, presencia de 

dimeros o productos inespecíficos, mediante en ensayo de reacción en cadena 

de la polimerasa convencional (PCR).  

Para la amplificación se empleo el kit comercial Taq DNA Polymerase (Thermo 

Fisher Scientific), y el protocolo de amplificaciponse realizó de acuerdo a las 

intrucciónes del proveedor. Brevemente, para cada gen de interés se prepararon 

en tubos de PCR estériles debidamente rotulados, 4,2 µl de mezcla de reacción 

de acuerdo a Tabla 11, luego se adicionaron 3 µl de ADNc obtenido de acuerdo 

a la sección 4.3.2.1. A cada tubo se le adicionó 12,80 µl de enzima polimerasa 
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(0,15 µl de enzima en 12,65 µl de agua DEPC) para alcanzar un volumen final 

de 20 µl. Los tubos fueron llevados a termociclador Progene (Tecnne, 

Cambridge, UK), las condiciones de amplificación 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 finalizó 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%, 

empleándose GelRed® Nucleic Acid Gel Stain para la tinción. Para ello se 

sembraron 10 µl de muestra a las cuales previamente se le adicionaron 3 µl 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 específicos y sus características 

Gen Secuencia 5´→3´ 
Tamaño 

cebador 

Largo 

producto 

(pb) 

Accession 

number 
Proveedor 

TLR-2a 
F: GGAAGAATCCTCCAATCAGGC 

21 
 101 NM_001318787.2 SigmaAldrich 

R: CTTCTGTGAGCCCTGAGGGA 20 

TLR-4b 
F: GGTCACCTTTTCTTGATTCCA 21 

118 NM_003266.4 SigmaAldrich 

R: TCAGAGGTCCATCAAACATCAC 22 

IL-6c 
F: GTGTGAAAGCAGCAAAGAGG 20 

166 NM_001318095.1 Macrogen 
R: TCTGTTCTGGAGGTACTCTAGG 22 

IL-10c 
F: TCCGAGATGCCTTCAGCAGAG 21 

117 NM_000572.3 Macrogen 
R: AGGCTTGGCAACCCAGGTAAC 21 

TGF-βc 
F: CTGGACACGCAGTACAGCAAG 21 

166 KJ897662.1 Macrogen 

R: AGGAGCGCACGATCATGTTGG 21 

RNA 18sd 
F: GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA 21 

129 NR_003286.4 SigmaAldrich 

R: ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT 21 

YWHAZe 
F: CCTGCATGAAGTCTGTAACTGAG 23 

120 EF094937.1 SigmaAldrich 

R: TTGAGACGACCCTCCAAGATG 21 

Ciclofilinaf 
F: GTCAACCCCACCGTGTTCTT 20 

97 AK290085.1 SigmaAldrich 
R: CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT 21 

a Gutiérrez-Ceñas y col. (2006); bMargaritopoulos y col. (2010); c Secuencias propias diseñadas 
con software Clone Manager 7.1; d Moura y col. (2017); eChoudhury y col. (2017); fPidoux y col. 
(2015) 
 
 
 

Tabla 11: Reactivos para PCR 

Reactivo Volumen (µl) 

Buffer TAQ 10 X 2 µl 

dNTPs (2 mM) 0,2 µl 

MgCl2 1 µl 

Cebador F 0,5 µl 

Cebador R 0, 5 µl 

Volumen total por tubo 4,2 µl 
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4.3.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) 

La expresión de los genes de interés fue determinada empleando el ensayo de 

qPCR en el Mastercycler® ep Realplex (Eppendorf). Para ello, 5 μl de una 

dilución 1:25 o 1:12,5 de cada muestra fue amplificada en un volumen final de 

reacción de 15 μl, conteniendo el reactivo IQTM SYBR® Green Supermix (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), cebadores específicos y agua DEPC.  El 

gen del polipeptido zeta de la proteína de activación de tirosina 3-

monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa (YWHAZ) o el gen de ARN 18s 

fueron empleados como controles internos para normalizar la expresión 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 consistió en una desnaturalización inicial a 95 °C durante 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de amplificación los cuales consistieron en 95 °C 

por 15 segundos seguido de 60 °C por 60 segundos. Se realizó también el 

análisis de las curvas de disociación. 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% teñidos 

con GelRed ® Nucleic Acid Gel Stain. La expresión relativa de los genes fue 

calculada mediante el método para cuantificación relativa 2-ΔΔCt. 

 

4.3.4 Expresión proteica de TLR por western blot 

4.3.4.1 Obtención y preparación de muestras 

La expresión de proteínas de interés se estudio mediante el ensayo de western 

blot. Para ello, 2x105 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 μg fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF) y 30 μg aprotinina). La 

cantidad de proteínas totales presentes en el sobrenadante fue determinada por 
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la técnica de de Bradford (1976). Igual cantidad de proteínas de muestra (50 μg) 

fueron diluidas en buffer de siembra (Tris-HCl 0,5 M, pH=6,8; glicerol, SDS 10%, 

azul de bromofenol 1%) conteniendo β-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 seleccionó el porcentaje de gel separador de acuerdo al 

tamaño de las proteínas que se querían separar y determinar. Se utilizaron geles 

separadores de 10 % para TLR-4 y actina. 

 

Tabla 12: Preparación de gel separador al 10% 

Reactivos  Volumen 

Agua destilada  2 

Buffer Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 
 

1,25 ml 

SDS 10 %  50 μl 

Acrilamida/bisacrilamida 30 %  1,67 ml 

Persulfato de amonio 10%  100 μl 

TEMED  2,5 μl 

 

Tabla 13: Preparación de gel concentrador 

Reactivos Volumen (ml) 

Agua destilada 3,05 

Buffer Tris-HCl 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 sembró 4 μl del marcador de peso molecular 

(Sigma Aldrich), y 50 μg de muestra aproximadamente por calle. La separación 
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electroforética se realizó a 150 V durante aproximadamente 120 minutos 

utilizando buffer de corrida (Tris base 24,7 mM, glicina 0,19 M, SDS 10%; H2O 

destilada, pH 8,3). La corrida electroforética se realizó con un equipo Mini 

PROTEAN® Tetra Cell 4-gel HandcastingSystem de BioRad siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

4.3.4.3 Transferencia de proteínas 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; H2O destilada cantidad suficiente para 1 

litro. 

 

4.3.4.4 Coloración de proteínas en la membrana de nitrocelulosa 

Las membranas fueron teñidas en una solución de Rojo Ponceau (0,5 mM en 

ácido acético al 1%) durante 5 minutos para colorear las proteínas transferidas. 

Posteriormente fueron fijadas con ácido 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 HCl 0,02 M; NaCl 136,8 mM; H2O destilada, pH 7,6). 

 

4.3.4.5 Bloqueo de la membrana de nitrocelulosa e incubación 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 noche a 4 °C en 

agitación 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 proteína-anticuerpo fueron revelados y visualizados con un 

sistema de detección de quimioluminiscencia, para lo cual se mezclaron 5 ml de 

solución A y 5 ml de solución B (Tabla 15), incubados durante 30 segundos, y 

colocándose 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 β-

actina correspondiente con cada muestra. Los resultados fueron expresados en 

unidades arbitrarias. 

Tabla 14: Listado de anticuerpos y condiciones de incubación 

 

Tabla 15: Preparación de solución de revelado 

Reactivo  Solución A Solución B 

Tris HCl 100 mM pH 8,6 5 ml 5 ml 

Luminol250 mM (en DMSO) 50 µl 

 

Cumárico 90 mM (en DMSO) 22 µl 

 

H2O2 

 

3 µl 

Anticuerpo 

  

Marca Peso 

Molecular 

proteína (kDa) 

Dilución del 

anticuerpo 

Tiempo de 

revelado 

(minutos) 

Anti-TLR-4 
Santa Cruz Biotechnology; 

Dallas, Texas USA 95 1:500 20 

Anti-β actina  
Santa Cruz Biotechnology; 

Dallas, Texas USA 43 1:5000 10 

Anti IgG-

conejo 

Sigma (St. Louis, MO, 
USA).  - 1:10000 

 

- 
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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 determinó por la técnica de MTT (Mosmann, 1983). Las 

líneas celulares HTR-8/SVneo y JEG-3. 1x104 células/ml, fueron cultivadas en 

placas de 96 pocillos estériles y tratadas con Ace o Ace CF 0,1, 1, 10 y 100 μM 

por 4 y 24 h a 37°C. Luego de la exposición con insecticidas, estos fueron 

removidos y se adicionó MTT (0,5 mg/ml) y se incubaron por 2 h a 37°C. 

Posteriormente, se removió el exceso de solución de MTT y se adicionaron 150 

μl de DMSO y se agitó la placa durante 30 minutos. La absorbancia fue registrada 

a 570 nm (Thermo Max microplatereader) y los resultados fueron expresados 

como porcentajes en relación a los valores del control. 

En trofoblastos HTR-8/SVneo se estudió también el efecto del antioxidante N-

acetil-l-cisteína (NAC) en la viabilidad celular previo al tratamiento con Ace o Ace 

CF. La viabilidad celular se determinó por la técnica de MTT (Mosmann, 1983) 

como de describió previamente. Para ello, se incorporó NAC (2 mM) disuelto en 

medio de cultivo y se incubo durante 2 h. Luego de este lapso de tiempo, se 

incorporó al cultivo celular los tratamientos correspondientes a Ace, Ace CF y 

DMSO (como control).  

 

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

La expresión de proteínas de interés se estudio mediante el ensayo de western 

blot. Para ello, 2x105 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 están detallados en la sección 4.3.4. Algunas consideraciones 

particulares para este ensayo se describen a continuación. 

Se prepararon los geles separador y concentrador de acuerdo a lo descripto en 

la sección 4.3.4.2. Debido al tamaño de las proteínas de interés Bax y Bcl-2, se 

seleccionó el porcentaje de gel separador al 12%, para que se lograra una 

correcta separación y determinación (Tabla 16). El gel concentrador se realizó 

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

Reactivos  Volumen 

Agua destilada  1,67 

Buffer Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 
 

1,25 ml 

SDS 10 %  50 μl 

Acrilamida/bisacrilamida 30 %  2 ml 

Persulfato de amonio 10%  25 μl (100 μl) 

TEMED  2,5 μl 

 

La incubación con anticuerpos específicos, lavados y revelado se realizaron de 

acuerdo a lo descripto en las secciones 4.3.4.5 y 4.3.4.6. Particularmente, la 

incubación con anticuerpos específicos de este apartado, se realizó de acuerdo 

a la Tabla 17. 

Tabla 17: Listado de anticuerpos y condiciones de incubación 

 

4.4.3 Migración 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 1x104 células/ml en placa de 96 pocillos estériles. Se dejó desarrollar 

la monocapa celular hasta alcanzar el 80-90% de confluencia. Se eliminó el 

medio de cultivo y se lavo con PBS 1X estéril. Posteriormente se realizaron las 

Anticuerpo 

  

Marca Peso 

Molecular 

proteína (kDa) 

Dilución del 

anticuerpo 

Tiempo de 

revelado 

(minutos) 

Anti-BAX 
Santa Cruz Biotechnology; 

Dallas, Texas USA) 21 1:1000  10 

Anti-Bcl-2 
Santa Cruz Biotechnology; 

Dallas, Texas USA) 26-28  1:1000  30 

Anti-β actina  
Santa Cruz Biotechnology; 

Dallas, Texas USA 43 1:5000 10 

Anti IgG-

conejo 

Sigma (St. Louis, MO, 
USA).  - 1:10000 

 

- 
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heridas con un tip de 10 µl colocado a 30-45° y se lavó la monocapa con PBS 

1X para evitar que las células desprendidas vuelvan a adherirse. Se realizó una 

herida por pocillo por cada estímulo (DMSO como control, 0,1 – 100 µM Ace y 

Ace CF), repitiéndose por lo menos 4 heridas por cada tratamiento. Se repitió 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 concentración del insecticida y el control 

se preparó 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 proliferación celular ya que esta podría apantallar el proceso de migración 

(Grada y col., 2017). 

Se procedió al registro del área correspondiente a la herida realizada y a su 

recuperación. Para ello se tomaron fotografías en microscopio invertido en 

aumento 10X en el comienzo del ensayo (0 h de exposición) y luego de 24 h de 

exposición. Se determino el área de herida remanente comparando el porcentaje 

de recuperación de cada tratamiento a 24 h comparado con el área 

correspondiente al inicio del tratamiento por medio de la siguiente fórmula: 

 

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑚𝑎𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒 (%) =
Á𝑟𝑒𝑎0 ℎ − Á𝑟𝑒𝑎24 ℎ

Á𝑟𝑒𝑎 0 ℎ

𝑥 100 

 

Los resultados se expresaron como porcentaje de herida remanente 

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

 

4.4.4 Niveles de expresión de transcripto de α7 nAChR 

Para estudiar la expresión del receptor α7 nAChR, se realizó la extracción de 

ARN de cultivos celulares, luego se procedió a hacer la retrotranscripción de 

ARN en ADNc y finalmente se determinó el nivel de expresión de genes de 

interés. Para ello, se cultivaron 2x105 células/ml en placas de 6 pocillos y una 
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vez alcanzada la confluencia se expusieron a Ace o Ace CF según corresponda, 

durante 24 h. Se procedió a la extracción del ARN y posterior retrotranscripción 

en ADNc, como se describió en la sección 4.3.2.  

La expresión de α7 nAChR fue evaluada mediante el ensayo de qPCR, para ello 

previamente se seleccionaron cebadores específicos, los cuales fueron 

obtenidos de la bibliografía. Las secuencias de cebadores directo y reverso 

(forward, F, y reverse, R, respectivamente) se detallan en la Tabla 18. 

Posteriormente los productos de amplificación fueron evaluados en cuanto a su 

especificidad, presencia de dimeros o productos inespecíficos, mediante el 

ensayo de reacción en cadena de la polimerasa convencional (PCR), como se 

describió en la sección 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 expresión de α7 nAChR fueron evaluados mediante qPCR en el 

equipo Mastercycler® ep Realplex (Eppendorf). Para ello, 5 μl de una dilución 

1:25 de cada muestra fue amplificada en un volumen final de reacción de 15 μl, 

conteniendo el reactivo IQTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA), cebadores específicos y agua DEPC.  El gen YWHAZ fue 

empleado como control interno para normalizar la expresión de α7 nAChR.  
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Tabla 18: Secuencias de cebadores específicos y sus características 

Gen Secuencia 5´→3´ 
Tamaño 

cebador 

Largo 

producto 

(pb) 

Accession 

number 

Proveedor 

α7 nAChR a 
F: GTACGCTGGTTTCCCTTTGA 20 

139 NM_000746.4 SigmaAldrich 

R: CCACTAGGTCCCATTCTC 18 

YWHAZ b 
F: CCTGCATGAAGTCTGTAACTGAG 23 

120 EF094937.1 SigmaAldrich 

R: TTGAGACGACCCTCCAAGATG 21 

a Machaalani y col. 2015; b Choudhury y col. 2017 

 

Se estudio la eficiencia de los cebadores, las mismas alcanzaron el 100%. EL 

programa de PCR consistió en una desnaturalización inicial a 95 °C durante 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de amplificación los cuales consistieron en 95 °C 

por 15 segundos seguido de 60 °C por 60 segundos. Se realizó también el 

análisis de las curvas de disociación. 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 % teñidos 

con GelRed ® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, CA, USA). La expresión 

relativa de los genes fue calculada mediante el método para cuantificación 

relativa 2-ΔΔCt. 

 

4.4.5 Análisis de los niveles de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

La producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) en la línea celular HTR-

8/SVneo y JEG-3 fue determinada mediante el ensayo colorimétrico de 

reducción del azul de nitrotetrazolio (NBT) (Choi y col., 2006) y el ensayo 

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

El NBT es un compuesto de color amarillo que en presencia de anión superóxido 

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 1x104 células/ml fueron cultivadas en placas de 96 pocillos y 

tratadas con Ace o Ace CF (0,1, 1, 10, 10 μM) durante 4 y 24 h a 37 °C. Luego 

de los tratamientos, el medio de cultivo fue removido y se adicionó solución de 

NBT (0,01 %) conteniendo forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (0,125 μM) e 

incubados durante 45 minutos a 37 °C. Luego, se removió el excedente de 

solución de NBT y se adicionó 250 μl de solución de lisis (115 μl KOH 2N y 135 

μl de DMSO) y los cristales de formazán fueron solubilizados en agitación 

durante 10 minutos. Se registró la absorbancia a 630 nm (Lector de microplacas 

Rayto TR 2100C). Los resultados fueron expresados como porcentajes 

comparados contra el control. 

 

 

Figura 15: Reacción de reducción de azul de formazán (NBT) a formazán (Choi y col. 2006) 

 

Un rango más 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 peróxido de 

hidrógeno, anión hidroxilo, e hidroperóxidos oxidan de DCFH a 2’,7’-

diclorofluoresceina (DCF) (Figura 16), un compuesto fluorescente (Gomes y col., 

2005; Wang y Joseph, 1999). Para llevar a cabo este ensayo se incubaron 1x104 

células/ml en placas opacas de 96 pocillos y se trataron con Ace y Ace CF 0,1, 

1, 10 y 100 μM por 4 y 24 h a 37 °C. Posteriormente se incorporó la sonda DCFH-

DA (25 μM) a cada pocillo y se incubaron por 30 minutos. Se registro la 

fluorescencia a 485 nm para la excitación y 535 nm para la emisión 

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

controles. 

 

Figura 16: Mecanismo de de-esterificación de 2’,7’- diclorodihidrofluoresceinadiacetato (DCFH-

DA) a 2’,7’- diclorodihidrofluoresceina (DCFH), y la consiguiente oxidación a 2,7-

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

 

La estimación de ERN se realizó determinando la concentración de óxido nítrico, 

la cual fue evaluada indirectamente mediante la medición de la concentración de 

nitritos en sobrenadantes de cultivos celulares, de acuerdo a la reacción de 

Griess (Guiñazú y col., 2012). Para ello, 1x104 células/ml se sembraron en placas 

de 96 pocillos y posteriormente fueron tratadas con Ace o Ace CF 0,1, 1, 10 y 

100 μM por 4 y 24 h a 37 °C. Se tomaron los sobrenadantes de los cultivos 

celulares (100 μl) y se mezclaron con 100 μl de solución de Griess (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Luego de 30 minutos de incubación en oscuridad, 

se midió la absorbancia de las mezclas a 540 nm (ThermoMax, Molecular 

Devices). La concentración de nitritos fue calculada utilizando una curva de 

concentración de nitrito de sodio (0 - 50 μM) como estándar. 
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4.4.6 Evaluación de las defensas antioxidantes 

4.4.6.1 Actividad de enzima superóxido dismutasa 

La actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) se determino 

indirectamente a través de la reducción de NBT de acuerdo a Bustos y col. 

(2016). El anión superóxido puede reducir al NBT a azul de formazán el cual 

puede ser determinado espectrofotométricamente. En relación a esto, una menor 

reducción de NBT representa mayor actividad de SOD. Para llevar a cabo este 

ensayo, 1x104 células/ml se sembraron en placas de 96 pocillos estériles y 

fueron expuestas a Ace o Ace CF (0,1, 1, 10 y 100 μM) por 4 o 24 h. Luego, sin 

remover el medio, se adicionaron 175 μl de mezcla de reacción (riboflavina 2 

mM, metionina 13 mM, EDTA 100 nM y NBT 75 μM) fue adicionada a cada pocillo 

y se expusieron a radiación de lámpara fluorescente de 20 W durante 15 minutos. 

La absorbancia del producto se midió a 560 nm. Los resultados se expresaron 

como unidades de SOD. De acuerdo a Beauchamp y Fridovich (1971), una 

unidad SOD está definida como el equivalente de enzima para reducir el 50 

porciento la reducción 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, 2x105 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 μM) 

por 4 o 24 h. Posteriormente, se obtuvieron lisados celulares con Na2HPO4 50 

mM conteniendo 0,1% tritón X-100. La actividad de CAT fue determinada en 500 

μl de mezcla de reacción (Na2HPO4 50 mM pH 7,0, H2O2 81,5 mM) a 37 °C luego 

del agregado de 10 μg de proteína por muestra. La línea de base de absorbancia 

de mantuvo constante y la absorbancia de la mezcla de reacción fue 

estrictamente controlada para que partiera de 1,000 unidades de absorción. La 

actividad de CAT se expresó como U/ml, usando un coeficiente de absorción 
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molar del peróxido de hidrógeno (40 M-1 cm-1). El contenido de proteínas fue 

cuantificado mediante el método de Bradford (1976). 

 

4.4.6.3 Actividad de enzima glutatión 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, 2x105 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 μM) por 4 o 24 h. Los lisados 

celulares fueron obtenidos en buffer fosfato de sodio (0,1 M, pH 6,5) conteniendo 

50 mM de glutatión 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 proteína) utilizando el coeficiente de absortividad molar 

del conjugado (9,6 M-1 cm-1). El contenido de proteínas fue cuantificado mediante 

el método de Bradford (1976). 

 

4.4.6.4 Contenido de GSH total 

El contenido de glutatión reducido (GSH) fue determinado mediante la técnica 

colorimétrica de Ellman (1959). La cual se basa en el desarrollo de color luego 

de que el ácido 5,5´-ditio bis-2-nitrobenzoico (DTNB) interaccione con los grupos 

sulfhidrilos del GSH. Para ello, 2x105 células/ml fueron cultivadas en placas 

estériles de 6 pocillos y tratados con Ace o Ace CF (0,1, 1, 10 y 100 μM) 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 concentración de proteínas con el método de Bradford 

(1976). Luego, 250 μl de cada lisado fueron tratados con ácido tiobarbitúrico 

(10%) y centrifugados a 10.000 g a 4 °C durante 10 minutos. La reacción se inició 

al momento de adicionar el reactivo de Ellman (1,5 mM DTNB en buffer fosfato 

de sodio 0,25 M). Para la cuantificación de GSH se realizó una curva de 

calibración con estándar GSH (0 a 8 nmol). Las determinaciones se realizaron a 

412 nm (espectrofotómetro UV/vis 16030 Shimadzu). Los resultados se 

expresaron como porcentajes de GSH comparados con el control. 
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4.4.7 Evaluación de biomarcadores de daño oxidativo 

Para evaluar el posible daño oxidativo vinculado a la exposición a Neo en la línea 

celular HTR-8/SVneo, se analizó el efecto de Ace y Ace CF en las principales 

biomoléculas plausibles de ser dañadas en un escenario de estrés oxidativo. 

Para ello se estudió la oxidación de proteínas por medio de la técnica de 

Productos Avanzados de Oxidación Proteica (PAOP); la peroxidación de lípidos 

por medio de la determinación de Sustancias Reactivas del Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS); y la fragmentación en el ADN como medida de daño genotóxico, a 

través del ensayo cometa alcalino. Las técnicas mencionadas se describen a 

continuación. 

 

4.4.7.1 Oxidación de proteínas 

La oxidación de proteínas fue determinada mediante la técnica de Productos 

Avanzados de Oxidación Proteica -PAOP- (Advanced Protein Oxidation 

Products) como ha sido descripta previamente (Virginia y col., 2013). Para ello, 

3x105 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 μM) 

por 4 y 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 μl de los 

mismos se mezclaron con ácido 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 (espectrofotómetro UV/vis 16030 Shimadzu). Para la 

cuantificación se empleó estándar de cloramina T (Cicarelli, San Lorenzo, Santa 

Fe, Argentina) para la curva de calibración. Los resultados se expresaron como 

μmol cloramina/mg proteína. La determinación de la concentración de proteínas 

se llevo a cabo por el método de Bradford (1976). 
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4.4.7.2 Peroxidación lipídica 

La peroxidación de lípidos fue determinada por medio de la determinación de 

sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS, por su sigla en inglés), de 

acuerdo a Bustos y col. (2016). En resumen, 3x105 células/ml fueron cultivadas 

en placas estériles de 12 pocillos y tratadas con el insecticida Ace o su 

formulación comercial Ace CF, durante 4 y 24 h de exposición a las 

concentraciones previamente mencionadas. Asimismo, se evaluó la pre-

incubación con el antioxidante NAC (2 mM) 2 h previos a la exposición con los 

insecticidas. Luego del tratamiento, se obtuvieron los homogenatos celulares en 

250 µl de PBS pH 7,4. 200 µl de homogenato fueron mezclados con mezcla de 

reacción formada por ácido tiobarbitúrico (TBA 0,5%), ácido clorhídrico (HCl 

0,25N) y ácido tricloroacético (TCA 15%). Posteriormente, 350 µl de 

butanol:piridina (15:1) fueron incorporados para extraer los productos de 

peroxidación lipídica. Las muestras se centrifugaron a 1000 x g durante 5 

minutos y la absorbancia de la fase orgánica fue registrada a 540 nm 

(espectrofotómetro UV/vis 16030 Shimadzu). Para la cuantificación se empleó la 

curva de calibración obtenida a partir de malondialdehido como estándar 

(concentraciones entre 0 y 100 nM). El contenido de proteínas fue determinado 

por el método de Bradford (1976) y los resultados fueron expresados nmol 

MDA/mg proteína. 

 

4.4.7.3 Daño en ADN 

El daño al ADN fue determinado por el ensayo cometa alcalino, como se 

describió previamente de acuerdo a Simoniello y col. (2010). Para ello 2x105 

células/ml fueron cultivadas en placas estériles de 12 pocillos y tratadas con Ace 

y Ace CF durante 4 y 24 h. Además, se estudió también el efecto de la 

preincubación con NAC (2 mM) 2 h previo al tratamiento con los insecticidas. 

Luego de la exposición 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 contenían agarosa de bajo punto de fusión al 1%. Los porta 

objetos fueron colocados en buffer de lisis frío (NaCl 2,5 M, Na2EDTA 100 mM, 

10mM Tris, pH 10,0-10,5), al cual se le adiciono Tritón X-100 (1% v/v) y DMSO 
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(10% v/v), durante 1-5 días máximo. Posteriormente, los porta objetos fueron 

incubados durante 20 minutos en oscuridad en cuba de electroforesis 

conteniendo solución de buffer alcalino (NaOH 10 N y Na2EDTA 200 mM, 

pH>10). Al finalizar este periodo, se realizó la electroforesis del ADN durante 20 

minutos a 25 V - 300 mM. Luego de la electroforesis, se retiraron los porta objetos 

y la solución 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 análisis de microscopía de los cometas, los porta objetos fueron 

codificados, mezclados y seleccionados al azar para su determinación. En el 

momento de la determinación se adicionó bromuro de etidio (20 µg/ml) en cada 

porta objetos. Luego se contabilizaron 100 células en cada porta objetos por 

triplicado por cada tratamiento. Esta determinación se realizó observando cada 

porta objeto a 20X en microscopio de epifluorescencia Nikon® 80i, con un filtro 

de excitación de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm acoplado con 

cámara digital. Los cometas fueron analizados visualmente y categorizados en 

una escala de I a IV, de acuerdo al nivel de ADN dañado (Figura 17). Las cuatro 

categorías están establecidas de acuerdo a la longitud total del cometa: 

categoría I (<20 µm), categoría II (20-40 µm), categoría III (40-80 µm) y categoría 

IV (>80 µm) (Cortés-Gutiérrez y col., 2012; Quintana y col., 2017). Los resultados 

fueron expresados como valores promedio de Índice de daño genotóxico, siendo 

este determinado de acuerdo a la siguiente ecuación: 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑎ñ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑡ó𝑥𝑖𝑐𝑜 = ∑ 𝑖 𝑥 (𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠𝐶𝑎𝑡𝑒𝑔𝑜𝑟í𝑎 𝑖

4

𝑖=1

) 
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Figura 17: Escala de fragmentación de ADN empleada en ensayo cometa. Ordenados de 

izquierda a derecha de acuerdo a la longitud total del cometa: categoría I (<20 µm), categoría II 

(20-40 µm), categoría III (40-80 µm) y categoría IV (>80 µm). Fuente: modificado de Cortés-

Gutiérrez y col. (2012) 

4.5 Determinación de proteínas 

La concentración de proteínas en las muestras en todo el trabajo de tesis, se 

realizó 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 

dilución 1:5 en el momento de la cuantificación. Para la reacción se tomaron 

entre 1 y 5 μl de muestra (lisados celulares de acuerdo a cada técnica descripta 

a previamente), luego se agregó 1,2 ml de la solución de Bradford. La mezcla de 

reacción se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente protegida de la 

luz solar y posteriormente la absorbancia del compuesto coloreado fue 

monitoreada espectrofotométricamente a 595 nm (espectrofotómetro UV/vis 

16030 Shimadzu). Adicionalmente, se utilizó blanco de reactivos y una curva de 

calibración, con un testigo de albúmina sérica bovina de 1 mg/ml. La 

concentración de proteínas de la muestra biológica fue determinada en base a 

la curva estándar de albúmina sérica bovina, la cual incluyó concentraciones 

desde 0,015 a 1 mg/ml. 

 

4.6 Análisis estadístico 

Todos los datos fueron obtenidos de por lo menos tres réplicas biológicas y los 

resultados fueron mostrados como promedio ± desviación estándar. El análisis 

estadístico fue llevado a cabo por medio de Análisis de la Varianza (ANOVA) 

seguido del test de Dunnet como prueba a posteriori para evaluar diferencias 

significativas en comparación al control de tratamientos. Un nivel de significancia 
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de 5% (p<0,05) fue seleccionado para evaluar diferencias significativas. El 

análisis estadístico y los gráficos de barras fueron realizados con el software 

GraphPad Prism v5.   
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5. Resultados 
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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 acción de los insecticidas OF es la enzima AChE, su 

inhibición resulta en la acumulación de acetilcolina y por consiguiente en los 

efectos neurotóxicos reportados (Burke y col., 2018). Para evaluar el posible 

efecto de clorpirifos (CP) sobre la respuesta innata de trofoblastos humanos, 

como blanco alternativo, se analizó 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 evaluó la 

actividad basal de la enzima por el método de Ellman descripto previamente. Se 

determinó que la enzima AChE presenta actividad basal en esta línea celular 

(6,37 ± 0,404 nmol/min x mg de proteína). Se estudió la actividad enzimática 

luego de la exposición a CP (0,01 a 100 µM) durante 4 y 24 h de exposición 

(Figura 18). El insecticida CP no indujo cambios significativos en la actividad de 

AChE a tiempos cortos de exposición (4 h), como se muestra en la Figura 18.A. 

Sin embargo, a tiempos más prolongados (24 h), se observa una disminución 

significativa de la actividad enzimática a altas concentraciones del plaguicida, 10 

y 100 µM (Figura 18.B).  
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A 

 

B 

 

Figura 18: Actividad de la enzima acetilcolinesterasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La actividad 

de AChE fue determinada luego de la exposición al insecticida clorpirifos (CP) (0,01-100 µM) 

luego de 4 (A) 24 (B) h de exposición. La actividad AChE fue expresada como nmol/minuto x mg 

de proteína. Los gráficos muestran valores promedio ± desviación estándar 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 Alteración de la respuesta inmune innata de trofoblastos humanos 

5.1.2.1 Expresión 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 daño a los tejidos (Tangerås y col., 2014). Para estudiar si el 

organofosforado CP modula la expresión de receptores TLR en trofoblastos 

HTR-8/SVneo, se evaluó en las condiciones en las que se encontraron cambios 

en la actividad de AChE la expresión del transcripto para los receptores tipo toll 

TLR-2 y TLR-4. Para ello se empleó la técnica qPCR luego de la exposición por 

24 h con el insecticida CP. Inicialmente se procedió al análisis de los productos 

de amplificación (específicos e inespecíficos) por medio de PCR cualitativa, de 

los distintos genes endógenos YWHAZ, 18s y ciclofilina (Figura 19); y de TLR-2 

y TLR-4 (Figura 20). 

 

 

Figura 19: Productos de amplificación de genes endógenos. Se estudió el producto de 

amplificación de los genes endógenos disponibles para la normalización de los genes de interés, 

se evaluó la presencia de productos específicos e inespecíficos por medio de PCR convencional. 

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

MP YWHAZ
(120 pb)

18s
(129 pb)

Ciclofilina
(97 pb)

100 pb -

300 pb -

200 pb -
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Figura 20: Productos de amplificación de TLR. Se estudió el producto de amplificación de TLR-

2 y TLR-4, se evaluó la presencia de productos específicos e inespecíficos por medio de PCR 

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

 

Una vez evaluada la especificidad de los productos de amplificación, se procedió 

a evaluar en condiciones basales la eficiencia de cebadores específicos para 

cada receptor como así también para el gen estándar interno 18s. La Tabla 19 

resume la eficiencia de cada par de cebadores y los coeficientes de 

determinación para cada ajuste lineal. La Figura 21 muestra los resultados de 

los ajustes de las curvas de calibración para los cebadores estudiados y la 

especificidad de los productos a través de curvas de disociación.  

 

Tabla 19: Eficiencias y coeficientes de determinación (R2) de cebadores 

específicos para genes de TLR y 18s 

Gen Eficiencia R2 

TLR-2 0,90 0,98 

TLR-4 0,89 0,99 

18s 1,07 0,95 

   

  

MP Ciclofilina
(97 pb)

TLR-2
(101 pb)

100 pb -

300 pb -

200 pb -

TLR-4
(118 pb)
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C                                                                      18s

Eficiencia (ajuste lineal)                                       Curva de disociación

B TLR-4

Eficiencia (ajuste lineal)                                       Curva de disociación

A                                                                  TLR-2

Eficiencia (ajuste lineal)                                       Curva de disociación
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Puesta a punto de cebadores específicos de TLRs. Evaluación eficiencia y 

especificidad de los cebadores específicos en cuanto a ajustes lineales (izquierda) y curvas de 

disociación (derecha) para TLR-2 (A), TLR-4 (B) y del estándar interno 18s (C).  

 

A continuación, se estudió el nivel de expresión de los transcriptos de TLR-2 y 

TLR-4 luego de la exposición al insecticida CP por 24 h. Como se muestra en la 

Figura 22, se observa que la exposición de trofoblastos HTR-8/SVneo a 

concentraciones de 10 y 100 µM 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.A y 

22.B, respectivamente). 
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A 

 

B 

 

Figura 22: Expresión relativa del transcripto para TLRs en trofoblastos HTR-8/SVneo. Efecto del 

organofosforado clorpirifos (CP) (0,01-100 µM) en los niveles del transcripto para los receptores 

tipo toll TLR-2 (A) y TLR-4 (B), determinado por qPCR luego de 24 h de exposición al insecticida. 

La expresión del ARNm fue representada como valores relativos comparados al control 

(promedio ± desviación estándar) de tres experimentos independientes. *p<0,05, **p<0,01 y 

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

Se estudió los niveles de proteína del receptor tipo toll TLR-4 mediante la técnica 

de western blot, en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposición a CP (0,01 

a 100 µM) luego de 24 h de exposición, además se empleó lipopolisacárido (LPS, 

10 µg/ml) como control positivo. Se observó aumento significativo de los niveles 

de TLR-4 luego de la exposición a LPS, además se denotó un aumento 

significativo de los niveles de proteína de este receptor en todas las 

concentraciones ensayadas del insecticida (Figura 23) 

 

CP - + + + + + - 

LPS - - - - - - + 

TLR-4 (95 kDa)        

        

Β-actina (43 kDa)        

Figura 23: Expresión proteica de TLR-4 en trofoblastos HTR-8/SVneo. La expresión de TLR-4 

fue evaluada en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposición por 24 h al organofosforado 

CP (0,01-100 µM) y a LPS (10 µg/ml) como control positivo, por medio de western blot. La 

intensidad relativa de las bandas fue estimada por estandarización con β-actina, el análisis de la 

densitometría se realizó con el software Gel Pro3 Analyzer 3.2 program. Los resultados están 

expresados como promedio ± desviación estándar. *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 proteína del receptor tipo toll TLR-2, se 

procedió a analizar los niveles en condiciones basales y en condiciones de 

exposición al plaguicida CP por western blot análogamente a lo descripto con 

TLR-4. Sin embargo, los anticuerpos anti-TLR-2 empleados durante el desarrollo 

de esta tesis no resultaron los óptimos para evaluar los niveles de proteína en 

las condiciones estudiadas.  

 

5.1.3 Efecto de clorpirifos en la respuesta inflamatoria 

La activación de receptores tipo toll puede resultar en la liberación de citoquinas 

(Juárez Carvajal y col., 2009). Para evaluar el posible efecto de la regulación de 

TLR en trofoblastos HTR-8/SVneo, se evaluó la expresión del transcripto para 

las citoquinas interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 10 (IL-10) y el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β) por qPCR luego de la exposición por 24 

hs con el insecticida CP. Para ello, previamente se evaluaron los productos de 

amplificación con los cebadores específicos para dichas interleuquinas por PCR 

cualitativa (Figura 24). En la línea celular HTR-8/SVneo se comprobó la 

presencia de transcriptos para IL-6 y TGF-β, como puede observarse en la Figura 

24. No obstante, en las condiciones ensayadas no se comprobó la expresión de 

citoquina IL-10 (Figura 24.A). En este sentido, para comprobar la efectividad de 

los cebadores de IL-10, se empleó como control la línea celular de queratinocitos 

inmortalizados a partir de piel humana adulta HaCaT. Esta línea celular es 

ampliamente utilizada para ensayar distintos procesos in vitro de diferenciación, 

inflamación y reparación, entre otros, como modelo de queratinocitos humano 

(Colombo y col., 2017).  
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Figura 24: Productos de amplificación de citoquinas. Se estudió el producto de amplificación de 

interleuquinas 6 (IL-6) y 10 (IL-10) y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). Se 

evaluó la presencia de productos específicos e inespecíficos 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 procedió a evaluar la eficiencia de cebadores 

específicos para IL-6 y TGF-β, como así también para el gen estándar interno 

18s, por qPCR. La Tabla 20 resume la eficiencia de cada par de cebadores y los 

coeficientes de determinación para cada ajuste lineal. La Figura 25 muestra los 

resultados de los ajustes de las curvas de calibración para IL-6 y TGF-β y la 

especificidad de los productos a través de curvas de disociación. En cuanto al 

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

 

Tabla 20: Eficiencias y coeficientes de determinación (R2) de cebadores 

específicos para los genes de citoquinas 

Gen Eficiencia R2 

IL-6 1,2 0,99 

TGF-β 0,92 0,99 

 

  

MP Ciclofilina
(97pb)

IL-10
(117 pb)

100 pb -

300 pb -

200 pb -

TGF-β
(166 pb)

IL-6
(166 pb)

Ciclofilina
(97pb)

MPIL-10
(117 pb)

IL-6
(166 pb)

-100 pb

-300 pb
-200 pb

HTR-8/SVneoA B HaCaT
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B TGF-β

Eficiencia (ajuste lineal)                               Curva de disociación

A                                                            IL-6

Eficiencia (ajuste lineal)                               Curva de disociación

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Puesta a punto de cebadores específicos de citoquinas. Evaluación de eficiencia y 

especificidad de los cebadores específicos en cuanto a ajustes lineales (izquierda) y curvas de 

disociación (derecha) para citoquina pro inflamatoria IL-6 (A) y citoquina anti-inflamatoria TGF-β 

(B). 

 

A continuación, se estudió el nivel de expresión de los transcriptos de IL-6 y TGF-

β en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposición al insecticida CP (0,01 a 

100 µM) durante 24 h. Como control positivo, se empleo LPS (10 µg/ml) ya que 

es un reconocido agonista de TLR-4. Como se muestra en la Figura 26, se 

observa que la exposición de trofoblastos HTR-8/SVneo a concentraciones de 

100 µM de CP indujo un aumento significativo del transcripto para IL-6 y TGF-β 

(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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A 

 

B 

 

 

Figura 26: Expresión relativa de citoquinas en trofoblastos HTR-8/SVneo. Efecto del 

organofosforado CP (0,01-100 µM) en los niveles del ARNm para las citoquinas IL-6 (A) y TGF-

β (B), determinado por qPCR luego de 24 h de exposición al insecticida y a LPS (10 µg/ml) como 

control positivo. La expresión del ARNm fue representada como valores relativos comparados al 

control (promedio ± desviación estándar) 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 gestación, son escasos. En este sentido, 

se estudiaron posibles alteraciones en la viabilidad celular inducido por el Neo 

acetamiprid, en el tipo celular específico de la placenta: el trofoblasto. Con el 

objetivo de comparar el posible efecto de Neo sobre la viabilidad de trofoblastos 

de distintos estadíos del embarazo, se emplearon dos líneas celulares: 

trofoblastos HTR-8/SVneo representativos del primer trimestre de gestación 

(Graham y col., 1993) y trofoblastos JEG-3, representativos del tercer trimestre 

de gestación (Göhner y col., 2014; Vota y col., 2016). La viabilidad celular fue 

evaluada por la técnica de MTT, luego de la exposición a acetamiprid (Ace) o su 

formulación comercial (Ace CF), en concentraciones de 0,1 a 100 µM durante 4 

y 24 h de exposición.  

Luego de 4 h de exposición, no se observaron cambios significativos en la 

viabilidad de trofoblastos HTR-8/SVneo expuestos a Ace, mientras que la 

exposición a 10 y 100 µM de Ace CF redujo significativamente la viabilidad 

celular (Figura 27. A). Esta mayor toxicidad de Ace CF también fue evidenciada 

en el ensayo de exposición de 24 h. Se determinó una reducción significativa de 

la viabilidad solo con la mayor concentración ensayada de Ace mientras que con 

Ace CF se observó disminución 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 

formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) 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 exposición 

al insecticida. La viabilidad celular está expresada como porcentaje promedio ± desviación 

estándar 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 línea celular 

de tercer trimestre. Los trofoblastos JEG-3 mostraron tendencias similares en 

cuanto a la perdida de viabilidad luego de la exposición con Ace y Ace CF. En la 

exposición a Ace por 4 h, no se hallaron cambios significativos en la viabilidad 

celular. Mientras que, a 4 h, la exposición a 1, 10 y 100 µM de Ace CF redujo 

significativamente la viabilidad celular (Figura 28.A). A diferencia de trofoblastos 

HTR-8/SVneo, la exposición por 24 h a Ace no resultó en cambios significativos 

en la viabilidad celular (Figura 28.B). Mientras que a 24 h se observó una 

reducción significativa de la viabilidad en todas las concentraciones ensayadas 

con Ace CF (Figura 28.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Viabilidad de trofoblastos JEG-3. El efecto de acetamiprid (Ace) y su formulación 

comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) 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 exposición al insecticida. La viabilidad 

celular está expresada como porcentaje promedio ± desviación estándar 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 producción de especies reactivas de oxigeno en trofoblastos de primer 

y tercer trimestre 

Se estudió la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) luego de la 

exposición al neonicotinoide Ace y su formulado comercial Ace CF. Los niveles 

ERO se evaluaron, por un lado, mediante la técnica de reducción del NBT tanto 

en trofoblastos HTR-8/SVneo como en JEG-3. El ensayo de reducción de NBT 

permite determinar principalmente la presencia de anión superóxido, el cual es 

el precursor de otras ERO.  

Los resultados indicaron que en trofoblastos HTR-8/SVneo la incubación por 4 h 

con Ace no indujo cambios significativos en los niveles de anión superóxido, 

mientras que la formulación comercial Ace CF aumento significativamente los 

niveles de esta especie reactiva a concentraciones de 10 y 100 µM, con respecto 

al control (Figura 29.A). A tiempos más prolongados de exposición (24 h) con los 

insecticidas, Ace no indujo cambios significativos en los niveles de anión 

superóxido mientras que la exposición a Ace CF resultó en aumento significativo 

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

En cuanto a la producción de anión superóxido en la línea celular JEG-3, no se 

observaron diferencias significativas luego de la exposición durante 4 h con Ace, 

mientras Ace CF indujo aumentos en los niveles de anión superóxido en todas 

las condiciones ensayadas (Figura 30.A). Tendencias similares fueron 

observadas luego de 24 h de exposición con Ace y su formulación comercial 

(Figura 30.B). 
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Figura 29: Niveles de especies reactivas de oxígeno en trofoblastos HTR-8/SVneo. El efecto del 

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

producción de especies reactivas de oxígeno fue evaluada mediante la técnica de reducción del 

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

nitrotetrazolio (NBT) fue expresada como porcentaje (promedio ± desviación estándar) 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 oxígeno en trofoblastos JEG-3. El efecto del 

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

producción de especies reactivas de oxígeno fue evaluada mediante la técnica de reducción del 

NBT luego de 4 h (A) y 24 h (B) de exposición al insecticida. La reducción del NBT fue expresada 

como porcentaje (promedio ± desviación estándar) de tres experimentos independientes. * 

*p<0,01 y ***p< 0,001 diferencias significativas con respecto al grupo control. 
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fluorescencia con la sonda DCFH-DA. Los resultados demostraron que solo la 

exposición de trofoblastos HTR-8/SVneo a Ace CF (10 y 100 µM) por 4 h de 

incubación resultó en un aumento significativo de los niveles de ERO. Por otro 

lado, la exposición más prolongada de 24 h, a Ace 10 y 100 µM aumentó los 

niveles de ERO. Sumado a esto, la exposición durante 24 h a Ace CF incrementó 

significativamente los niveles de ERO a todas las concentraciones ensayadas 

(Tabla 21).  

En trofoblastos JEG-3, se evaluó la producción de ERO a 24 h de exposición 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 formulación 

comercial Ace CF aumentó significativamente los niveles de estas especies en 

todas las concentraciones ensayadas (Tabla 21). 

 

Tabla 21: Producción de especies reactivas de oxígeno en trofoblastos 

humanos luego de la exposición a acetamiprid y su formulación 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 μM 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 μM 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 μM 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 μM 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 están expresados como porcentaje de intensidades de fluorescencia relativa 

comparados contra el control (promedio ± desviación estándar) 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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Considerando que en el periodo de gestación en el cual ocurre la exposición es 

determinante de los efectos tóxicos y del desarrollo  del embarazo; y que el 

desarrollo embrionario y de la placenta durante el primer trimestre de gestación 

constituye una ventana crítica de vulnerabilidad (Coles 1994; Sánchez 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 decidió continuar con la 

evaluación 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 producción de especies reactivas de nitrógeno 

Las especies reactivas de nitrógeno (ERN), junto a las ERO, son moléculas muy 

reactivas que en concentraciones controladas cumplen funciones biológicas. Sin 

embargo, un incremento marcado de las mismas puede estar acompañado de 

alteraciones en las funciones celulares como así también daño a biomoléculas, 

produciendo daño placentario (Wu y col., 2015). Una forma de medir la 

producción de ERN es a través de la determinación de óxido nítrico. De esta 

manera, se evaluó la producción de ERN mediante la técnica de Griess. Para 

ello, se expuso a la línea celular HTR-8/SVneo a Ace o Ace CF (0,1 a 100 µM) 

durante 4 y 24 h. Los resultados no mostraron cambios significativos en los 

niveles de ERN en las condiciones ensayadas, en comparación con el control 

(Tabla 22).   
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Tabla 22: Producción de especies reactivas de nitrógeno en trofoblastos 

HTR-8/SVneo luego de la exposición a acetamiprid y su formulación 

comercial luego de 4 y 24 h de exposición. 

 

Los resultados están expresados como concentración de óxido nítrico (µM) (promedio ± 

desviación estándar) de tres experimentos independientes. 

 

5.2.4 Estudio de la vía de muerte celular gatillada por el neonicotinoide 

acetamiprid y su formulado comercial 

La apoptosis es tipo de muerte celular programada cuya función es regular y 

eliminar células que no deben permanecer en el organismo ya sea por que estén 

dañadas, 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 vías que median la activación de este proceso fisiológico: la vía 

extrínseca de los receptores de muerte, activada por la unión de ligandos 

extracelulares a receptores de muerte de la membrana plasmática; y la vía 

intrínseca o mitocondrial, que es desencadenada principalmente como respuesta 

a señales de estrés celular. Las proteínas de la familia Bcl-2 tienen un importante 

papel en la regulación de la vía intrínseca. Dentro de este grupo de proteínas 

encontramos una gran variedad de proteínas vinculadas a funciones pro-

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

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

a la exposición con Neo en trofoblastos HTR-8/SVneo, se estudió el nivel de 

4 h 24 h

Ace Ace CF Ace Ace CF

Control 1,250 0,202 1,485 0,229

0,1 μM 1,477 0,557 1,091 0,186 1,250 0,261 1,508 0,381

1 μM 1,227 0,241 1,087 0,023 1,091 0,182 1,393 0,225

10 μM 1,424 0,210 1,304 0,172 1,273 0,413 1,350 0,098

100 μM 1,636 0,129 1,365 0,029 1,455 0,091 1,407 0,186
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expresión de la proteína pro-apoptótica Bax y de la proteína anti-apoptótica Bcl-

2 y la relación entre estas (Bax/Bcl-2). El estudio de los niveles de las proteínas 

Bax/Bcl-2 se realizó por western blot luego de la exposición de las células a Ace 

o Ace CF (0, 0,1 1, 10 y 100 µM) por 24 h. Se determinó que Ace y Ace CF 

alteraron significativamente la relación Bax/Bcl-2 en este modelo. Ace 

incrementó la relación Bax/Bcl-2 en las concentraciones 1, 10 y 100 µM (Figura 

31.A) mientras que tras la exposición con Ace CF se observó un aumento de 

esta relación en todas las concentraciones ensayadas (Figura 31.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Niveles de expresión proteica de Bax y Bcl-2. La expresión de Bax y Bcl-2 fue 

evaluada en trofoblastos HTR-8/SVneo luego de la exposición por 24 h al neonicotinoide 

acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM), por medio de western blot 

(A y B respectivamente). La intensidad relativa de las bandas fue estimada por estandarización 

con β-actina, el análisis de la densitometría se realizó con el software Gel Pro3 Analyzer 3.2 

program. Los resultados están expresados como media ± desviación estándar. * 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 migración celular 

La migración celular es un proceso importante en el desarrollo y mantenimiento 

del organismo y en el embarazo representa, junto a la invasión, un proceso clave 

para la correcta implantación del embrión. Se evaluó la migración celular de 

trofoblastos HTR-8/SVneo mediante el ensayo de herida (wound healing), luego 

de la exposición 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 línea celular 

en las condiciones ensayadas (Figura 33).  

  



135 
 

0 h

24 h

0 h

24 h

0 h

24 h

0 h

24 h

0 h

24 h

0 h

24 h

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Migración celular de trofoblastos HTR-8/SVneo. La capacidad de migración de la línea celular HTR-8/SVneo fue evaluada mediante ensayo de 

herida luego de 24 h de exposición al insecticida Ace (A) y Ace CF (B), imágenes representativas de campo claro (10X). 
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Figura 33: Migración celular de trofoblastos HTR-8/SVneo. La capacidad de migración de la línea 

celular HTR-8/SVneo fue evaluada mediante ensayo de herida luego de 24 h de exposición al 

insecticida Ace y Ace CF. Los resultados se expresaron como porcentaje de área de herida 

remanente (promedio ± desviación estándar) de tres experimentos independientes. 

 

5.2.6 Efecto del neonicotinoide acetamiprid y su formulado comercial en 

la expresión receptor nicotínico de acetilcolina 

El blanco primario de acción de Neo son los receptores nicotínicos de acetilcolina 

(nAChR) (Bass y Field 2018). Por ello se estudió el efecto de Neo en la expresión 

de nAChR en trofoblastos HTR-8/SVneo. Se procedió a evaluar la eficiencia de 

cebadores específicos para α7 nAChR, empleándose el gen YWHAZ como gen 

estándar interno (Figura 34). La Tabla 23 resume la eficiencia de cada par de 

cebadores y los coeficientes de determinación para cada ajuste lineal.  
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B YWHAZ

Eficiencia (ajuste lineal)                               Curva de disociación

A                                                        α7 nAChR

Eficiencia (ajuste lineal)                               Curva de disociación

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Puesta a punto de cebadores específicos de α7 nAChR. Evaluación eficiencia y 

especificidad de los cebadores específicos en cuanto a ajustes lineales (izquierda) y curvas de 

disociación (derecha) para α7 nAChR (A) y gen estándar interno YWHAZ (B). 

 

Tabla 23: Eficiencias y coeficientes de determinación (R2) de cebadores 

específicos para α7 nAChR e YWHAZ. 

Gen Eficiencia R2 

α7 nAChR 1,07 0,97 

YWHAZ 1,20 0,98 

 

La expresión del transcripto de la subunidad α7 de los receptores nicotínicos de 

acetilcolina (α7 nAChR) fue analizado luego de la exposición por 24 hs con el 

principio activo Ace y con su formulación comercial (Ace CF). Estos resultados 

indican que los trofoblastos HTR-8/SVneo expresan la subunidad α7 nAChR, sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresión en las 

condiciones ensayadas (Figura 35). 
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Figura 35: Expresión relativa del transcripto para α7 nAChR en trofoblastos HTR-8/SVneo: el 

efecto del neonicotinoide acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) en 

los niveles del transcripto para la subunidad α7 del receptor nicotínico de acetilcolina (α7 nAChR) 

fue determinado por qPCR luego de 24 h de exposición al insecticida. La expresión del ARNm 

fue expresada como valores relativos comparados al control (promedio ± desviación estándar) 

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, disminución de las moléculas enzimas antioxidantes y moléculas 

encargadas de eliminar especies reactivas, o una combinación de ambas (Sies 

2015). Se evaluó la homeostasis redox mediante la determinación de la actividad 

de las enzimas vinculadas a la defensa antioxidante: superóxido dismutasa 

(SOD), catalasa (CAT) y glutatión S-transferasa (GST), además se determinó el 

contenido de glutatión (GSH); luego de la exposición a Ace y su formulado 

comercial Ace CF. 

5.2.7.1 Actividad de superóxido dismutasa 

La actividad de SOD en trofoblastos HTR-8/SVneo se determinó indirectamente 

a través de la reducción de NBT (Bustos y col., 2016) en las células expuestas 

0,1-100 µM de Ace y Ace CF por 4 h y 24 h. El estudio de la actividad de la 
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enzima SOD indicó que Ace no modificó 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 µM) redujo 

significativamente la actividad tanto a 4 h como a 24 h de exposición (Figura 36.A 

y 36.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Actividad de la enzima superóxido dismutasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La 

actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) fue determinada luego de la exposición al 

insecticida acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) por 4 h (A) y 24 

h (B) de exposición. La actividad SOD fue expresada como U/mg de proteína. Los gráficos 

muestran valores promedio ± desviación estándar 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 determinó mediante el 

registro del decaimiento de la absorbancia del peróxido de hidrógeno (Rivero-

Osimani y col. 2016), en las células expuestas 0,1-100 µM de Ace y Ace CF por 

4 h y 24 h. Los resultados demuestran que la actividad de la enzima CAT 

disminuyó luego de 4 h de exposición a la concentración más alta de Ace 

empleada, mientras que, a tiempos más prolongados, la actividad se redujo 

significativamente a 10 y 100 µM de Ace. En cuanto al formulado Ace CF, se 

observó una disminución de la actividad de CAT a 10 y 100 µM luego de 4 h de 
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exposición, mientras que en tiempos más prolongados la actividad disminuyó 

significativamente en concentraciones 1, 10 y 100 µM del formulado Ace CF 

(Figura 37.A y 37.B).  

 

 

 

Figura 37: Actividad de la enzima catalasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La actividad de la 

enzima catalasa (CAT) fue determinada luego de la exposición al insecticida acetamiprid (Ace) y 

su formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) por 4 h (A) y 24 h (B) de exposición. La actividad 

CAT fue expresada como U/mg de proteína. Los gráficos muestran valores promedio ± 

desviación estándar 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 glutatión S-transferasa 

La actividad de GST en trofoblastos HTR-8/SVneo fue determinada 

espectrofotométricamente, como se ha descripto previamente (Rivero Osimani y 

col., 2016). El análisis de la actividad de GST indicó 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 disminuyó 

significativamente la actividad de GST a concentraciones de 1, 10 y 100 µM, en 

la condición más prolongada de cultivo de 24 h (Figura 38.A y 38.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Actividad de la enzima glutatión S-transferasa en trofoblastos HTR-8/SVneo. La 

actividad de la enzima glutatión S-transferasa (GST) fue determinada luego de la exposición al 

insecticida acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) por 4 h (A) y 24 

h (B) de exposición. La actividad GST fue expresada como U/mg de proteína. Los gráficos 

muestran valores promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes. * p<0,05 

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

El nivel de glutatión reducido (GSH) en trofoblastos HTR-8/SVneo fue 

determinado colorimétricamente con el reactivo de Ellman (1959), en las células 

expuestas 0,1-100 µM de Ace y Ace CF por 4 h y 24 h. Los resultados 

demuestran que el contenido de GSH luego de la exposición a Ace y Ace CF no 

mostró cambios significativos en comparación al control en todas las condiciones 

estudiadas (Figuras 39.A y 39.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Contenido de glutatión reducido en trofoblastos HTR-8/SVneo. El contenido de 

glutatión reducido (GSH) fue determinado luego de la exposición al insecticida acetamiprid (Ace) 

y su formulación comercial (Ace CF) (0,1-100 µM) por 4 h (A) y 24 h (B) de exposición. El 

contenido de GSH fue expresado como porcentaje (promedio ± desviación estándar) de tres 

experimentos independientes comparado contra el control. 
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5.2.8 Daño 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 daño oxidativo: productos 

avanzados de oxidación proteica (PAOP), peroxidación de lípidos (TBARS) y 

daño en el ADN (ensayo cometa). El efecto directo o indirecto de especies 

reactivas, llevan a la producción de derivados carbonilos y PAOP. Estos últimos 

suelen ser empleados como marcadores para establecer daño oxidativo ya que 

son más estables, se forman tempranamente y se mantienen por más tiempo en 

circulación en comparación con los peróxidos lipídicos (Dalle-Donne y col., 

2003a). En relación a la peroxidación de lípidos, se conoce que este proceso 

genera especies como el malondialdehído (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal. 

Particularmente, el MDA es uno de los productos mayoritarios de esta reacción 

en cadena y es capaz de reaccionar con ácido tiobarbitúrico (TBA), dando lugar 

a un aducto coloreado que puede medirse fácilmente por medio de técnicas 

espectrométricas (Bustos y col., 2016). Dentro de estos biomarcadores de daño 

oxidativo, el ensayo cometa es un marcador indirecto de daño cromosómico que 

detecta un amplio espectro de daño al ADN y está 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 pequeños daños genéticos (como roturas de 

cadena, sitios lábiles al álcali, entre otros) que se presentan como daño basal en 

células normales o como resultado de la exposición a xenobióticos (Lodoño-

Velasco y col., 2019). 

 

5.2.8.1 Oxidación de proteínas 

Los niveles de proteínas oxidadas se determinaron mediante la técnica de 

productos avanzados de oxidación proteica (PAOP) en células HTR-8/SVneo 

expuestas 0,1-100 µM de Ace y Ace CF por 4 h y 24 h. Los resultados 

demuestran quela incubación de las células por 4 h con Ace no indujo cambios 

significativos en PAOP, mientras que las concentraciones de 10 y 100 µM del 

formulado comercial Ace CF incrementaron significativamente la oxidación de 
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proteínas (Figura 40.A). La incubación a tiempos más prolongados (24 h) resultó 

en un aumento significativo en los niveles de PAOP en 100 µM de Ace y en todas 

las concentraciones ensayadas con Ace CF (Figura 40.B). 

 

Figura 40: Daño oxidativo a proteínas en trofoblastos HTR-8/SVneo. El daño oxidativo a 

proteínas fue determinado por el método Productos Avanzados de Oxidación Proteica (PAOP), 

luego de la exposición a acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) luego de 4 h (A) 

y 24 h (B) de exposición al insecticida. Se determinaron los PAOP y los resultados fueron 

expresados como µM de cloramina/mg de proteína (promedio ± desviación estándar) 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 Oxidación de lípidos 

Los niveles de lípidos oxidados se estudiaron mediante la determinación de 

sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS); en las células expuestas 

0,1-100 µM de Ace y Ace CF por 4 h y 24 h. Los resultados demuestran que la 

exposición a Ace por 4 y 24 h no indujo aumentos significativos en los niveles de 

MDA celulares (Figura 41). En contraste la exposición de los trofoblastos a Ace 

CF por 4 h incrementó significativamente los niveles de MDA a altas 

concentraciones (10 y 100 µM) (Figura 41.A). Asimismo, la exposición de las 

células a Ace CF por 24 h, resultó en un aumento significativo en los niveles de 

MDA en las concentraciones de 1, 10 y 100 µM (Figura 41.B). 
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Figura 41: Daño oxidativo a lípidos en trofoblastos HTR-8/SVneo. El daño oxidativo a lípidos fue 

determinado por el método de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), luego de la 

exposición a acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) luego de 4 h (A) y 24 h (B) 

de incubación. Se determinaron las TBARS y los resultados fueron expresados como nM de 

MDA/mg de proteína (promedio ± desviación estándar) de tres experimentos independientes. * 

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

 

5.2.8.3 Daño en el ADN 

La posible presencia de daño 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 mostró cambios significativos en el índice de daño genotóxico en las 

condiciones ensayadas (Figuras 42.A y 42.B). Asimismo, el índice de daño 

genotóxico fue significativamente mayor en las células tratadas con Ace CF 0,1, 

1, 10 y 100 µM en comparación 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 Imágenes 

representativas de cada condición luego de 24 hs de exposición. 
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Figura 42: Daño en ADN en trofoblastos HTR-8/SVneo. El daño en el ADN fue determinado 

luego de la exposición a acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) luego de 4 h (A) 

y 24 h (B) h de incubación. Se determinó el índice de daño genotóxico por medio del ensayo 

cometa alcalino. Los resultados fueron expresados promedio ± desviación estándar, **p< 0,001 

diferencias significativas con respecto al grupo control.
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Figura 43: Daño en ADN en trofoblastos HTR-8/SVneo. El daño en el ADN fue determinado luego de la exposición a acetamiprid (Ace) y su formulación 

comercial (Ace CF) luego de 24 h de incubación. La figura muestra imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de cometas en trofoblastos 

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

5.2.9.1 Efecto del antioxidante N-acetil l-cisteína en la prevención 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 l-cisteína (NAC, 2 mM) previo a 

la exposición 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 µM (Tabla 24). 

Tabla 24: Efecto del pre tratamiento con el anitoxidante N-acetil L-cisteína 

(NAC) en la viabilidad celular en la exposición a acetamiprid (Ace) y su 

formulación comercial (Ace CF) por 24 h. 

  NAC (2mM) 

Control 100,00 ± 9,47 100,00 ± 6,05 

Ace 

(µM) 

0,1 94,66 ± 13,55 107,20 ± 13,37 

1 92,82 ± 11,68 94,66 ± 8,67 

10 86,46 ± 6,32 102,00 ± 7,57 

100 79,26 ± 5,04** 98,66 ± 6,15a 

Ace CF 

(µM) 

0,1 62,42 ± 10,14*** 99,36 ± 10,42b 

1 70,53 ± 5,78*** 98,20 ± 7,29b 

10 67,60 ± 16,48*** 99,55 ± 7,21b 

100 56,92 ± 15,84*** 98,12 ± 5,31b 

Los resultados fueron expresados como promedio ± desviación estándar, **p< 0,01 y ***p< 0,001 

representan diferencias estadísticas comparadas contra el control de tratamientos. ap< 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 reducción en la 

viabilidad. 
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5.2.9.2. Efecto del antioxidante N-acetil l-cisteína en la prevención del daño 

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 daño a biomacromoléculas observado, los trofoblastos fueron 

incubados con el antioxidante de amplio espectro NAC (2 mM) previo a la 

exposición con Neo. En las condiciones en las que se observaron daños a 

biomoléculas, se determinó comparativamente los niveles de proteínas oxidadas 

(PAOP), lipoperóxidos (TBARS), y daño genotóxico (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 evaluó el efecto en la viabilidad de células HTR-

8/SVneo y la oxidación de proteínas, ya que es donde se observaron alteraciones 

significativas (Figuras 27.B y 40.B, respectivamente); mientras que para Ace CF 

se evaluó el efecto del tratamiento con NAC tanto en la alteración de la viabilidad 

celular, oxidación de proteínas y lípidos y daño 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 oxidación de proteínas comparado con las 

células tratadas solamente con 100 µM de Ace (Tabla 25). La peroxidación 

lipídica y el daño en el ADN no fueron estudiados en células pre-tratadas NAC, 

ya que como se indicó previamente la exposición de trofoblastos con Ace no 

muestra cambios significativos en estos parámetros celulares.  

Por otro lado, el pre-tratamiento con NAC evitó el daño en el ADN comparado 

con a las células expuestas solamente con Ace CF, en todas las concentraciones 

ensayadas. En el caso de los niveles de oxidación de proteínas y peroxidación 

de lípidos, el pre-tratamiento con NAC no fue suficiente para prevenir en su 

totalidad el daño observado comparado contra los valores de los controles (Tabla 

25). Una reducción parcial significativa en los niveles de TBARS fue observada 

en la condición Ace CF 100 µM + NAC comparada con Ace CF 100 µM. 
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Tabla 25: Efecto del pre tratamiento con el antioxidante N-acetil L-cisteína (NAC) en el daño a biomoléculas inducido por la 

exposición a acetamiprid (Ace) y su formulación comercial (Ace CF) por 24 h. 

  
 

PAOP 
(μmol cloramina/mg proteína) 

 
 

TBARS 
(nmol MDA/mg proteína) 

 
 

Daño en ADN 
(Índice de daño genotóxico) 

 

 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 

(µM) 

0,1 180,30 ± 29,77 174,63 ± 11,39 34,77 ±0,29 ND  216,00 ± 12,49 ND 

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 ± 6,68a 50,48 ± 8,27 ND  226,33 ± 7,23 ND 

Ace 
CF 

(µM) 

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 

1 340,71 ± 48,63** 264,60 ± 26,56 72,72 ± 9,22*** 67,52 ± 13,47  343,00± 16,64*** 218,00 ± 2,82b 

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 ± 4,61b  348,50 ± 38,89** 217,00 ± 1,41b 

 

Los resultados fueron expresados como promedio ± desviación estándar. *p< 0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001 representan diferencias estadísticas comparadas 

contra el control de tratamientos, mientras que ap< 0,05 y Bp< 0,01, representan diferencias significativas entre cada tratamiento con el insecticida vs insecticida 

+ NAC. ND: no determinado. 



152 
 

 

 

 

6. Discusio n 
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6.1 Discusión general 

La exposición ambiental a plaguicidas es un tema de gran relevancia tanto a nivel 

mundial como a nivel regional. Representa una problemática ampliamente 

reconocida que lleva décadas de estudio. No obstante, el avance constante en la 

industria de los plaguicidas con el fin de generar sustancias más amigables con el 

ambiente o incluso la reutilización de familias de plaguicidas que en algún 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 

(García-Gómez y col., 2011; Vadillo y col., 2018).  

Luego de la aplicación 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 subterráneas (Loewy y col., 2011; 

Sánchez y col., 2019; Hendriks y col., 2019). Así, la dispersión 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 exposición 

a plaguicidas de seres humanos y de polinizadores, entre otros organismos no 

blanco (Buszewski y col., 2019).  

Se pueden diferenciar distintos escenarios de exposición, aquellas personas como 

los trabajadores rurales, que sufren una exposición ocupacional, y la población rural, 

que sufre una exposición ambiental y residencial. Distintas investigaciones 

documentan las consecuencias en la salud de niños, adolescentes y adultos 

expuestos a plaguicidas, ya sea por la actividad laboral como por vivir en cercanías 

de predios agrícolas e incluso por la aplicación en los hogares (Muñoz-Quezada y 

Lucero 2019). Dentro de los grupos más vulnerables se destacan a los niños y las 

mujeres embarazadas. De hecho, ha sido reportado que en la población que vive 

en cercanías de lugares de cultivo intensivo donde se emplean plaguicidas, 

presentó residuos de estos xenobióticos en orina, meconio, suero, sangre de cordón 

umbilical y placenta (Ostrea y col., 2009; Bradman y col., 2011; Quirós-Alcalá y col., 
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2012; Vizcaino y col., 2014). En este sentido, un estudio realizado en Estados 

Unidos con 203 niños de entre 4 y 6 años de edad, se encontraron en muestras de 

orina metabolitos dealquifosforados (asociados a plaguicidas OF) y piretroides, 

relacionándose estos residuos con la aplicación de plaguicidas en el interior de sus 

domicilios (Neaher y col., 2010). Otro estudio realizado en Canadá, reportó residuos 

de OF en muestras de orina de niños en el mismo rango etario (Valcke y col., 2006). 

Sumado a esto, en un estudio que analizó muestras de orina de 140 niños de que 

vivían en cercanía de plantaciones de banana y plátano, se detectó 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 reclutó 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 

exposición a plaguicidas durante el embarazo y en el período prenatal. En este 

sentido Fernández-Cruz y col. (2020) estudiaron la exposición prenatal a 

contaminantes orgánicos (entre ellos incluidas distintas familias de plaguicidas) en 

el noroeste de España, 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 concentración, mientras que en meconio mayores concentraciones de 

organoclorados, seguido de piretroides y menor concentración de OF. Sumado a 

esto, un estudio de cohorte realizado en Bangladesh por Jaacks y col. (2019) reportó 

residuos de plaguicidas en muestras de orina de mujeres embarazadas. Los autores 

hallaron principalmente metabolitos de clorpirifos, paratión y los compuestos 

parentales, también encontraron metabolitos de diazinón y de ácido 3-

fenoxibenzoico (un metabolito no específico pero común a varios piretroides), en 

menor concentración.  
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En las últimas décadas, los residuos ambientales de Neo han aumentado 

enormemente debido a su aplicación a gran escala en todo el mundo (Buszewski y 

col., 2019; Peng y col., 2020). La exposición materna a Neo durante el embarazo 

ha sido vinculada con resultados adversos en recién nacidos. Se han reportado 

asociaciones entre la exposición 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 patologías como tetralogía de Fallot (un defecto congénito del corazón), 

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 contempló muestras de orina de 57 neonatos de bajo peso al nacer 

reportó que el 24% de los niños presentaban residuos de desmetil-acetamiprid (un 

metabolito de Ace) mientras que al día posnatal 14 el 12% de esos niños mantenía 

concentraciones detectables de dicho metabolito (Ichikawa y col., 2019). En 

conjunto estos trabajos demuestran claramente que la exposición a plaguicidas OF 

y Neo, comienza en el periodo prenatal. 

En Argentina la agricultura es un sistema productivo de gran importancia y el cual 

está 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 Loughlin y col., 2017), suelos (Villaamil-Lepori y col., 2013), como así 

también en frutas y vegetales para consumo de la población (Mac Loughlin y col., 

2018). Particularmente, el Alto Valle de Río Negro y Neuquén es una de las regiones 

históricamente más importantes en cuanto a producción agrícola argentina, 

especialmente de frutales de pepita representando el 34% de las exportaciones del 

país (Torzano 2016; Sánchez y col., 2019). En este contexto, en las provincias de 

Río Negro y Neuquén se emplean distintas familias de plaguicidas, entre las que se 

encuentran los OF y los Neo, entre otros (Cichón y col., 2015). Dependiendo de 

diversos factores (como el tipo de cultivo, de la plaga a combatir, la posible 

generación de resistencia por parte de esta y las restricciones en el uso de algunos 

plaguicidas como el OF metil azinfos), el INTA recomendó el uso de los OF 

clorpirifos, metidatión, fosmet; de los carbamatos carbaril y metomil; y la 

incorporación de Neo como tiacloprid y Ace en el Alto Valle (Cichón y Garrido 2012, 
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Cichón y col., 2013), entre otras sustancias. En relación a esto, en la región se ha 

reportado la presencia de organofosforados como CP y metil azinfos, y de 

carbamatos como el carbaril, tanto en aguas superficiales como subterráneas 

(Loewy y col., 2011). En 2012 la Autoridad Interjurisdiccional de Cuencas (AIC) 

reportó las mayores frecuencias de aparición para los OF CP (13%) y metil azinfos 

(8,7%) en monitoreos sobre el río Neuquén, alcanzando concentraciones de hasta 

0,032 µg/L, mientras que carbaril alcanzó una frecuencia de 2,9% (concentraciones 

hasta 0,12 µg/L) y no reportaron valores detectables de Neo (AIC 2012). Un estudio 

más reciente llevado a cabo durante periodo de aplicación de plaguicidas (octubre 

– abril) en canales de drenaje, reporto la presencia de CP y carbaril mientras que 

metil azinfos se encontró debajo de los limites de detección (Macchi y col., 2018). 

La dificultad de detección de Neo en las matrices mencionadas muchas veces 

puede deberse principalmente a su rápida degradación (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 relación a esto, en frutas 

de pepita como la pera y la manzana se han encontrado residuos de Ace tanto en 

la provincia de Neuquén como en Río Negro (Cossi 2019). 

En la región se ha demostrado la exposición ambiental a plaguicidas OF en mujeres 

embarazadas y niños residentes en comunidades rurales del Alto Valle, así como 

su impacto en la placenta humana (Magnarelli y Guiñazú 2012). En este sentido, 

Bulgaroni y col. (2012) llevaron a cabo un estudio en la región, 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 cercanías de áreas agrícolas (durante 

periodos de aplicación y no aplicación de plaguicidas). Las autoras reportaron el 

impacto negativo en la actividad de ambas enzimas biomarcadores de exposición a 

OF tanto en las madres como en los niños, relacionándose estrechamente al 

momento de aplicación de estas sustancias (Bulgaroni y col., 2012). Sumado a esto, 

otro estudio realizado en la región analizó el impacto en la placenta de plaguicidas 

OF durante periodos de aplicación y de no aplicación de plaguicidas. Este estudio 

relacionó la disminución de la actividad de AChE sanguínea 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 reparación tisular). Las autoras 

resaltan el aumento de IL-13 y la relación en la disminución de carboxilesterasas 

con aumento en la actividad de las enzimas ornitina decarboxilasa y arginasa, como 

un posible efecto reparador frente al daño debido a OF (Bulgaroni y col., 2013). Por 

otro lado, en mujeres embarazadas que residen en zonas rurales y durante los 

periodos de aplicación intensiva, se demostró impacto en los biomarcadores de 

exposición. Se observó disminución de carboxilesterasa placentaria y aumento en 

sincitiotrofoblasto de la actividad de citocromo c oxidasa, acompañado de 

disminución de la expresión de oxido nítrico sintasa y progesterona (Rivero-Osimani 

2016). Sumado a estos hallazgos en la región, Quintana (2017) reportó disminución 

de la actividad de SOD y daño genotóxico, en sangre de cordón umbilical de estas 

poblaciones, en las que también se determinaron diferencias en índice placentario, 

peso de la placenta y peso del recién nacido en comparación con mujeres controles, 

residentes urbanas (Quintana 2017). 

En contraste a lo que se conoce de los OF, en la bibliografía se disponen de pocos 

datos relacionados a la toxicidad de Neo en mujeres embarazadas y su impacto en 

la placenta humana. Así 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 región se aplican Neo hace varios 

años (Cichón y col., 2013; Cichón y col., 2015). En la bibliografía disponible, Yang 

y col. (2014) asociaron la exposición a imidacloprid, durante el primer periodo de 

gestación de mujeres residentes en proximidad a sitios de aplicación de plaguicidas, 

con anomalías en los neonatos vinculadas a anencefalia y espina bífida (Yang y 

col., 2014). Sumado a esto, Keil y col. (2014) ponen en discusión si la exposición 

prenatal a imidacloprid estaría vinculada a trastornos del espectro autista, siendo en 

este caso el escenario de exposición 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 está ampliamente estudiado el efecto 

que podrían producir en el hombre. No obstante, estudios in vitro recientes han 

reportado múltiples efectos tóxicos 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 glándula adrenal) imidacloprid resultó neurotóxico, 

activando los receptores nicotínicos α7 y α3β4 y facilitando por esta vía la 

transcripción de tirosín hidroxilasa en concentraciones (3 – 30 µM) en 

concentraciones en las que normalmente el neurotransmisor ACh posee efectos 

fisiológicos (como la secreción de catecolaminas) (Kawahata y Yamakuni 2018). 

Sumado a esto, se ha reportado que el Neo clotianidina presentaría efectos 

inmunotóxicos en monocitos humanos, observándose que frente a la exposición a 

este xenobiótico se redujo la producción de TNF-α y por consecuencia la regulación 

de genes dependientes del promotor NFκB (Di Prisco y col., 2017). Otros efectos 

reportados vinculan a la exposición de concentraciones ambientales de imidacloprid 

y tiacloprid de células de cáncer de mama, en las que observaron disrupción 

endócrina (Caron-Beaudoin y col., 2018). Dentro de estos mecanismos alternativos 

de toxicidad, Wang y col. (2018) proponen que la exposición a Neo puede resultar 

en estrés oxidativo y consecuentemente en daño genotóxico. En este sentido 

Quintana (2017) reporta que acetamiprid es capaz de inducir la producción de ERO 

y reducir la actividad de enzimas antioxidantes como CAT y SOD, en sangre de 

cordón umbilical humana.  

 

6.2 Impacto de clorpirifos en la respuesta inmune innata de trofoblastos 

En este trabajo de tesis se estudió primero el efecto del organofosforado CP sobre 

trofoblastos del primer trimestre de gestación. Para ello se empleó la línea celular 

HTR-8/SVneo como modelo in vitro de trofoblastos humanos extravellosos. El 

principal blanco de acción de plaguicidas OF es la enzima AChE, cuya inhibición 

resulta en la acumulación del neurotransmisor ACh y por lo tanto la 

hiperestimulación nerviosa (Costa 2006; Li 2007; Elersek y Filipic 2011). A pesar de 

que la placenta es un órgano 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 liberación de ACh regula diferentes 
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procesos fisiológicos como el flujo sanguíneo, procesos de vascularización, el 

transporte de nutrientes vía activación de receptores nAChR y regulación 

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 aminoácidos y hormonas, como así también la 

liberación de este neurotransmisor por parte de trofoblastos está vinculada a la 

comunicación intercelular y promueve la liberación de citoquinas y el reclutamiento 

de células inmunes maternas modulando la migración de monocitos y células 

dendríticas (Bhuiyan y col., 2006; Wessler y Kirkpatrick 2008; Wessler y col., 2012; 

Paparini y col., 2015). En este trabajo de tesis se observó que los trofoblastos 

extravellosos HTR-8/SVneo tienen la capacidad de bioactivar CP a su forma oxón y 

a su vez que éste impacta sobre su blanco primario de acción (AChE). CP redujo 

significativamente la actividad de AChE a 24 h de exposición a altas 

concentraciones (10 y 100 µM), sin embargo, no se observaron alteraciones a 

tiempos más cortos de exposición al organofosforado (4h), probablemente debido 

al tiempo de bioactivación requerido por el sistema, ya que CP por sí mismo es un 

pobre inhibidor de b-esterasas (Espinoza 2016).  

En este sentido, se conoce que la exposición aguda a insecticidas 

organofosforados, en la forma oxón, repercute en la inhibición irreversible de AChE 

(Burke y col., 2017) y que este representa un biomarcador de exposición a 

insecticidas organofosforados (Vera y col., 2012). Escasos son los datos 

relacionados a los efectos de inhibición de AChE en trofoblastos HTR-8/SVneo. Sin 

embargo, nuestros resultados están en concordancia con efectos inhibitorios 

reportados en otros modelos in vitro de trofoblastos humanos. Específicamente en 

células JEG-3, se demostró 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 diazinón y metil paratión, se observó impacto en la 

actividad placentaria y fetal de colinesterasas como AChE y butirilcolinesterasa, 

dependientes de su bioactivación a metabolitos oxón (Abu-Qare y Abou-Donia 

2001). 
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La inhibición de AChE resulta en la acumulación de ACh y por consiguiente la sobre 

estimulación de los receptores nicotínicos y muscarínicos 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 

circulación materno-fetal (Colmenaro Salas y col., 2009). En este contexto, la 

activación de los receptores colinérgicos media la liberación del factor de relajación 

derivado del endotelio, promueve la relajación del músculo liso vascular inducida 

por ACh (Sastry 1997). No obstante, la constante activación de los receptores de 

ACh, como puede darse en exposiciones a OF, repercute en varias funciones a nivel 

del trofoblasto, entre ellas la proliferación celular, flujo de iones, movilidad y 

diferenciación celular (Bhuiyan y col., 2006). En este sentido Salisbury y col. (2007) 

demostraron que CP, vía su activación a CP-oxón, alteró la funcionalidad de 

trofoblastos JAR impactando en el potencial mitocondrial, condensación y 

fragmentación de núcleos y la estimulación de expresión de TNF-α, llevando a la 

muerte celular mediada por apoptosis.   

En los últimos años, diferentes mecanismos alternativos de toxicidad asociados a 

OF han sido reportados, pudiendo estar vinculados a la inhibición de AChE y la 

consecuente acumulación de ACh (pero independientes de el efecto neurotóxico) o 

bien asociados al metabolismo y bioactivación de OF, entre otros. En este sentido, 

Guiñazú y col. (2012) demostraron que en trofoblastos JEG-3 CP (así como fosmet, 

otro OF) reduce significativamente la viabilidad celular en condiciones de 

concentración y tiempo de exposición similares a los empleados en este trabajo. 

Además, resaltan que este efecto citotóxico depende tanto del tiempo de exposición 

como de la concentración del insecticida. Sin embargo, en esta tesis el modelo de 

estudio fue la línea celular HTR-8/SVneo. Si bien, no se analizó el efecto citotóxico 

de CP sobre HTR-8/SVneo, Ridano y col., (2019) reportan que CP no presentó 

cambios en la viabilidad celular luego de la exposición durante 48 h a 

concentraciones de 0 a 200 µM del insecticida, observándose sólo efectos 

citotóxicos 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 µM (Ridano y col., 2017), concentración que coincide con las más 

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 citotóxicos de CP en 

comparación a trofoblastos del tercer trimestre (JEG-3). En este sentido, las 

diferencias entre trofoblastos del primer y del tercer trimestre reflejan diferencias 

intrínsecas en sus funciones, que son dependientes de la edad de la placenta y que 

se manifiestan en procesos como patrones de secreción de gonadotrofina coriónica 

humana, lactógeno 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 

características han sido observadas también en HTR-8/SVneo en comparación 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 xenobióticos. Diferencias en la capacidad proliferativa y migratoria, expresión 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 comparación 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 estadío de gestación en la que 

puede estar expuesta una mujer embarazada a este tipo de xenobióticos. Si bien, 

en trofoblastos JEG-3 CP pareciera tener mayor poder citotóxico, el impacto de OF 

durante la finalización de la gestación resultaría menos nocivo que si fuese durante 

el comienzo de la gestación. En este sentido, el hecho de que trofoblastos HTR-

8/SVneo respondan de manera tal que puedan resistir el efecto citotóxico 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 más elevadas a las ensayadas aquí, podrían exacerbar los 

efectos reportados. 
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De manera más reciente, ha sido propuesto que más allá del efecto en blancos 

primarios de acción, los plaguicidas podrían presentar efectos inmunotóxicos como 

resultado de exposiciones a grandes dosis o bien exposiciones crónicas a bajas 

dosis (García y col., 2016). El aumento de los niveles de ACh ha sido vinculado con 

la etiología de distintas enfermedades (Wessler y Kirkpatrick 2008) y se conoce que 

existe conexión 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 

mencionó, ACh puede interactuar con distintos receptores: nAChR y mAChR. Se ha 

identificado que la estimulación de la subunidad α7 del nAChR es capaz de controlar 

la respuesta inflamatoria en diversos tipos celulares (Wang H. y col., 2003; Li y col., 

2011). La expresión de este receptor ha sido reportada en la placenta, y la misma 

se encuentra incrementada en embarazos que transitan distintas patologías como 

por ejemplo pre eclampsia (Kwon y col., 2007). En contraste, los receptores mAChR 

favorecen la producción de citoquinas con un perfil pro-inflamatorio, como TNF-α, 

IFNγ e IL-6, en la etapa temprana de una reacción inmune. Por lo tanto, ACh 

dependiendo del receptor con el cual interactúe, podría modular la respuesta 

inmune a través de la producción de citoquinas (Kawashima y col., 2012). En este 

sentido, el vínculo entre la regulación colinérgica y sistema inmune es cada día más 

reconocido. En trabajos recientes se ha demostrado que agonistas de nAChR como 

la nicotina pueden regular la producción de citoquinas y la expresión de TLR en 

células mononucleares umbilicales humanas (Takbiri y col., 2018), en un modelo de 

inflamación intestinal, se demostró que inhibidores de AChE eran capaces de 

modular la respuesta mediada por TLR-9, principalmente hacia una respuesta 

antiinflamatoria (Vaknine y Soreq 2020). Además, esta regulación podría ser en 

ambas direcciones, ya que también se ha vinculado la respuesta inflamatoria 

mediada por TLR-4, en microglia, con una reducción de la función neuroprotectora 

de la microglia a través de la regulación negativa del nAChR α7 (Nakamura y col., 

2020). Esta interacción sistema colinérgico-respuesta inmune podría mostrar 

diferencias según el proceso y órgano estudiado, además de que podría ser 

recíproca. 
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La interfase materno-fetal representa un caso inmunológico 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 patógenos (Abraham y 

Mor 2005). En este sentido, la activación de receptores TLR resulta en vías de 

señalización que pueden repercutir en la producción 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 patógenos 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 daño a los tejidos (Tangerås y col., 

2014), ya que los TLR forman parte de los PRRs y pueden reconocer patrones 

moleculares asociados a patógenos originados en microorganismos (PAMP) o 

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

Para determinar si en este modelo ocurría alguna clase de modulación, por la 

exposición a CP en la respuesta inmune innata mediada por TLR, se estudió la 

expresión de receptores que participan de la inmunidad innata como así también el 

balance de citoquinas vinculadas a la respuesta inflamatoria/antiinflamatoria. Se 

conoce que todos los TLR están presentes en el tejido placentario a término normal 

a nivel de ARNm, pero solo TLR-2 y TLR-4 están completamente caracterizados a 

nivel de proteína (Firmal y col., 2020). En el modelo de estudio, se analizó la 

modulación de la respuesta inmune en las condiciones que se observó inhibición de 

AChE. Se estudió la expresión de los receptores TLR-2 y TLR-4 como así también 

de las citoquinas IL-6, IL-10 y TGF-β. Se observó que CP induce significativamente 

la expresión de transcriptos de TLR-2 y TLR-4 a altas concentraciones (10 y 100 

µM) en trofoblastos HTR-8/SVneo. Asimismo, comprobamos el aumento en los 

niveles de proteína del receptor TLR-4 por western blot. En condiciones en las se 

observaron aumentos significativos de transcriptos para TLR, también se halló 

incremento significativo de transcriptos para la citoquina proinflamatoria IL-6 a 100 

µM de CP y de transcriptos para la citoquina antiinflamatoria TGF-β. Posiblemente 
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el aumento observado en TGF-β sea una respuesta para contrarrestar el posible 

efecto inflamatorio que resultaría de la actividad de IL-6. Contrariamente, en las 

condiciones ensayadas no se observó expresión 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), reportó aumento 

significativo de transcripto y proteína 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 Guiñazú y col. (2012) reportaron aumento de 

citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-α en trofoblastos JEG-3 expuestos a los OF 

clorpirifos y fosmet en similares condiciones experimentales. En relación a IL-10, 

Guiñazú y col. (2012) reportaron resultados similares a los hallados en esta tesis en 

cuanto a la falta de expresión de esta citoquina en las condiciones evaluadas. Estos 

resultados demostrarían el impacto de plaguicidas OF en células trofoblásticas 

humanas, en relación a su efecto sobre receptores TLR y el consiguiente cambio en 

el patrón de citoquinas. No obstante, para esclarecer este escenario resultaría 

importante estudiar las vías de señalización cascada debajo de la activación de 

TLR-2 y TLR-4, evaluar los niveles de citoquinas liberados en estas condiciones y 

evaluar la activación de otras citoquinas pro y antiinflamatorias, así como su posible 

relación con el sistema colinérgico.  

La exposición a OF resulta en la inhibición de AChE, como fue observado en esta 

tesis, y la acumulación de ACh. Se ha vinculado a la ACh con la respuesta inmune, 

identificándose la vía colinérgica antiinflamatoria como un sistema regulador natural 

que protege frente a fuertes respuestas inflamatorias durante procesos de sepsis 

para evitar el daño irreversible en el órgano donde se produzca (Andersson y Tracey 

2012). En este sentido, la producción y liberación de ACh por células T detiene la 

activación de macrófagos y consecuentemente la liberación de citoquinas 

proinflamatorias, proceso conocido como reflejo anti-inflamatorio (Sadis y col., 

2013). El efecto inmunomodulatorio de la vía colinérgica ha sido inicialmente 

descripta en componentes de la respuesta inmune innata, interactuando así frente 

a distintas señales de peligro o de daño por medio de distintos receptores como los 
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TLR, cuya activación repercute en la liberación de distintas citoquinas (Andersson y 

Tracey 2012). En relación a esto, en modelos de ratón se ha reportado que el efecto 

antiinflamatorio de ACh opera a través del receptor nicotínico α7 nAChR expresado 

en macrófagos (Takeshi y col., 2017), de hecho, en ratones knock-out para α7 

nAChR se observó aumento en la sensibilidad la exotoxemia (manifestación clínica 

asociada a una exagerada reacción inflamatoria) frente a ratones wild-type (Wang 

y col., 2004). Además, en este contexto y en modelos de endotoxemia, Wang y col. 

(2003) reportaron que en la vía mediada por α7 nAChR se suprimiría la liberación 

por parte de macrófagos de TNF-α e IL-1β, para asegurar la supervivencia (Wang y 

col., 2003). Sumado a esto, en modelos de infección polimicrobiana en ratón Lee y 

col. (2014) reportaron que la activación del receptor α7 nAChR por medio de la 

exposición a nicotina, redujo significativamente la mortalidad, el daño a órganos y 

la liberación de citoquinas inflamatorias. Los autores resaltan que la estimulación 

del receptor α7 nAChR inducido por nicotina suprime la expresión de TLR-4 a través 

de la vía PI3K/Akt reduciendo la liberación de TNF-α (Lee y col., 2014). En este 

sentido, la activación de TLR no solo estimularía la respuesta inmune innata, 

llevando a la producción de citoquinas proinflamatorias, sino que regularía la 

actividad colinérgica en macrófagos y células dendríticas. Sumado a esto, la ACh 

sintetizada en estos tipos celulares contribuiría a la regulación de la respuesta 

inmune innata por medio de la producción de citoquinas a través de la activación de 

la vía autocrina y/o paracrina de nAChR, incluyendo α7 nAChR (Takeshi y col., 

2017). 

La toxicidad de plaguicidas OF, ha sido vinculada con la activación de TLR. En un 

modelo de ratón deficiente en TLR-4, Win-Swhe y col. (2012) reportaron que la vía 

de señalización de TLR-4 estaría involucrada en la neurotoxicidad inducida por el 

OF diazinón en hipocampo. En este sentido, los autores indican que la expresión de 

neurotrofina y del factor neurotrófico derivado del cerebro en el hipocampo de 

ratones TLR-4 deficientes, fue afectada significativamente en comparación con 

ratones TLR-4 normales; y que esta alteración se vio asociada al aumento de la 

expresión de la quimiocina proinflamatoria CCL3 y de la expresión de transcriptos 

para la proteína pro-apoptótica Bax (Win-Swhe y col., 2012). TLR-4 es un importante 
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RRP, el cual activa células inmunes. Su activación por LPS o PAMPs lleva a la 

producción de citoquinas por la vía dependiente o independiente de MyD88 (Juárez 

Carvajal y col., 2009). La expresión de TLR ha sido descripta en la placenta humana 

(Abraham 2011) y en el trofoblasto, el tipo celular predominante en la expresión de 

estos TLR (Koga y col., 2009). No obstante, solo TLR-2 y TLR-4 han sido 

completamente caracterizados a nivel de proteína (Firmal y col., 2020). El perfil de 

expresión de TLR varía según el estadio de gestación, siendo TLR-2 y TLR-4 los 

receptores más expresados en citotrofoblastos vellosos y trofoblastos extravellosos 

de placentas del primer trimestre (Abhrahams y col., 2004; Rindsjo y col., 2007; 

Beijar y col., 2006; Firmal y col., 2020). En contraste, placentas a término, presentan 

perfiles de expresión 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 patógenos y señales de peligro, y que 

estos últimos representan una parte importante de la inmunidad innata y la 

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

La activación de TLR-2 y TLR-4 por ligandos específicos como zimosan y 

lipopolisacárido (LPS), respectivamente, resulta en producción 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 

producción de citoquinas como el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-

CSF) y de la quimiocina ligando 5 (CCL) (Svinarich y col., 1996), y óxido nítrico 

(Nakatsuka y col., 2000). Además, Abraham y Mor (2005) reportaron en 

citotrofoblastos y trofoblastos vellosos, una respuesta clásica de TLR luego de la 

estimulación con LPS, caracterizado por la liberación de citoquinas pro y anti-

inflamatorias. Sugiriendo que las células trofoblásticas pueden de hecho funcionar 

de manera similar a células propias del sistema inmune innato (Abrahams y col., 

2004).  

Durante el embarazo, la placenta es la única 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 

inmunológica como la HLA-G en los trofoblastos, síntesis de factores reguladores 

como las citoquinas y hormonas, equilibrio entre citoquinas Th1 y Th2, producción 

de TGF-β con un fenotipo inmunosupresor, células T-reguladoras, receptores TLR, 

entre otros. Mecanismos que se relacionan entre sí 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 inmunológico 

materno por medio de la expresión y regulación 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 activación de TLR resulta en la 

liberación de citoquinas pro y antiinflamatorias, las cuales participan en la tolerancia 

inmunológica al feto, sobre todo las que tienen un perfil Th2 con un fenotipo 

supresor que regula la evolución y el desarrollo de la placenta ya que en un 

ambiente inmunológico normal (sin tolerancia), el feto sería rechazado (Rico-Rosillo 

y Vega-Robledo 2012). El aumento en la liberación de citoquinas proinflamatorias 

cumple un rol crítico en la placentación y el parto (Lappas y col., 2003). En particular 

el aumento intrauterino en la concentración de citoquinas proinflamatorio como IL-

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

Los resultados de esta tesis demuestras que CP impacta en la expresión de TLR-2 

y TLR-4, con la consiguiente regulación de citoquinas vinculadas a la inflamación 

como IL-6 y TGF-β. El aumento de la liberación de citoquinas pro-inflamatorias juega 

un rol crítico en la placentación y en el parto (Leppas y col 2003). Particularmente, 

el aumento en la concentración de IL-6, IL-1β, IL-8 y TNF-α ha sido asociado con 

resultados adversos en embarazos humanos (Vrachnis y col., 2010). Además, 

citoquinas como IL-8 estimula la activación y reclutamiento de leucocitos en las 

membranas extra placentarias, resultando en corioamnionitis, una condición 

inflamatoria comúnmente 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 infección, respuesta 

proinflamatoria y estrés oxidativo en tejidos gestacionales (Hassan y col., 2016). En 

este sentido, la exposición de membranas fetales humanas a LPS resultó en estrés 
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oxidativo con el consiguiente aumento de 8-isoprostano (producto de peroxidación 

de ácidos grasos), efecto que fue revertido con el antioxidante N-acetil-l-cisteína 

(NAC) (Leppas y col., 2003). En la línea celular JAR, Saulsbury y col. (2008) 

demuestran la toxicidad de CP en trofoblastos observando reducción de viabilidad 

celular acompañado del aumento de la transcripción de la citoquina proinflamatoria 

TNF-α, entre otros procesos asociados a la condensación y fragmentación nuclear, 

disminución de Bcl-2 anti-apoptótica. Estudios enfocados en el desarrollo inmune 

en modelos de ratón, en los cuales las madres fueron expuestas oralmente a CP 

desde el día post gestacional 12 y luego de la parición sus crías, refuerzan el hecho 

de que la exposición a CP durante el desarrollo puede causar inmunosupresión, 

particularmente en la adultez observándose supresión de la producción de 

citoquinas proinflamatorias (como TNF-α e IL-6), IFN-γ y cambios en la capacidad 

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

Por otro lado, se estudió también la expresión de IL-10 en trofoblasto, no pudiendo 

evidenciarse su expresión en las condiciones ensayadas en esta tesis. En este 

sentido, ha sido reportado que IL-10 tendría un rol importante durante el desarrollo 

placentario y en el proceso de remodelación de las arterias maternas (Thaxton y 

Sharma 2010). El modelo empleado en esta sección de la tesis es representativo 

de trofoblastos extravellosos del primer trimestre y es conocido que durante el 

comienzo de la gestación los trofoblastos extravellosos exhiben una pobre 

producción de IL-10 mientras que expresan altos niveles de metaloproteinasas 

(como MMP-9). Lo cual implica que este tipo celular desregula temporalmente la 

expresión 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 eclámpticas, IL-10 es expresada (Markis y col., 

2006). En esperable que, a nivel de órgano, los aportes en cuanto a la producción 

y actividad de IL-10 provengan de otros tipos celulares coexistentes en la placenta, 

ya que se ha comprobado la expresión de esta citoquina por parte del citotrofoblasto 

y en otras células inmunes (Thaxton y Sharma 2010). 
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El proceso de inflamación ha sido asociado a procesos de estrés oxidativo en 

distintas patologías del embarazo, las que incluyen pre eclampsia, partos 

prematuros y restricción del crecimiento intrauterino (Challis y col., 2009; Ferguson 

y col., 2015; Ferguson y col., 2014; Al-Gubory y col., 2010). De hecho, 

biomarcadores de daño oxidativo y de inflamación, como 8-isoprostano, IL-6 y TNF-

α, han sido determinados en plasma de mujeres con pre eclampsia (Ouyang y col., 

2009). Esto es indicativo de que el estrés oxidativo mediaría, por lo menos en parte, 

las respuestas proinflamatorias durante el embarazo. En este sentido, se ha 

vinculado la producción de ERO como resultado del metabolismo de plaguicidas, 

además la placenta tiene la capacidad de metabolizar xenobióticos. En relación a 

esto, se ha observado aumento de la producción de especies reactivas de oxígeno 

en sangre de cordón 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 observó muerte celular. La toxicidad aguda de 

trofoblastos HTR-8/SVneo a xenobióticos ha sido vinculada con la activación de 

TLR, con el consiguiente aumento en la liberación de citoquinas proinflamatorias 

como IL-6 (Park y col., 2014), y que en modelos in vitro la producción de ERO media, 

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

Por lo expuesto, la activación de respuestas proinflamatorias puede alterar las 

funciones trofoblásticas necesarias para el desarrollo de la placenta y el éxito del 

embarazo. Es por ello que es importante considerar el escenario de exposición 

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 actúan principalmente como agonistas de los 

receptores nicotínicos 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, además 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 mamíferos. Como resultado de estas propiedades es que su uso se 

ha incrementado en los últimos años y han comenzado a reemplazar a otras familias 

de insecticidas. Sin embargo, estudios demuestran sus efectos nocivos en animales 

y humanos. En relación a esto, la ingesta del Neo tiametoxam se vio relacionada 

con el desarrollo de daño hepático en ratón (Green y col., 2005). Tanto en modelos 

animales como en modelos in vitro humanos, ha cobrado interés en los últimos años 

la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, el estrés oxidativo y 

daño oxidativo como mecanismo toxicológico asociado a la exposición a Neo (Wang 

y col., 2017). En este sentido, ha sido estudiado in vitro que la exposición de 

linfocitos de sangre periférica a Ace y una formulación comercial que contiene 20% 

de PA estaría involucrado con daños genotóxicos ya que disminuyó el índice 

mitótico y el índice de división celular (Kocaman y Topaktas 2007). También, en 

linfocitos de sangre periférica, Calderón-Segura y col. (2012) reportaron que la 

exposición in vitro a formulaciones comerciales de los Neo tiacloprid, clotianidina e 

imidacloprid, resultó en efectos citotóxicos y daño en ADN. La exposición aguda a 

Neo ha sido asociada a casos fatales como así también a efectos adversos en el 

neurodesarrollo en exposiciones crónicas (Cimino y col., 2017).  

En este trabajo de tesis se estudió el efecto del Neo Ace en la viabilidad celular de 

trofoblastos humanos del primer y del tercer trimestre de gestación (células HTR-

8/SVneo y JEG-3, respectivamente). Nuestros resultados demuestran que Ace (10 

y 100 µM) es citotóxico para ambas líneas celulares de trofoblastos humanos. En 

este sentido, han sido reportado los efectos tóxicos de Ace en diferentes líneas 

celulares tales como citotoxicidad y daño al ADN en células hepáticas HepG2 y de 
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neuroblastoma SH-SY5Y (Şenyildiz y col., 2018), genotoxicidad en células 

intestinales humanas Caco-2 (Cavas y col., 2012), e impacto en índice mitótico e 

índice de división 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 exposición transitoria a Neo durante la 

primera etapa del desarrollo indujo alteraciones en el comportamiento y función 

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

En contraste a los resultados observados con el principio activo, la formulación 

comercial de acetamiprid (Ace CF) produjo mayores efectos perjudiciales en la 

viabilidad celular en todos los tiempos analizados y con la mayoría de las 

concentraciones ensayadas en esta tesis. Estas diferencias entre el PA y el 

formulado comercial podrían deberse principalmente a la composición de este 

último. Si bien ambos contienen Ace, el formulado comercial contiene además una 

serie de agentes que hacen al producto comercial y están destinados a facilitar su 

aplicación a campo y su capacidad de controlar plagas de insectos. En Argentina, 

Ace es comercializado por distintas compañías y en distintas formulaciones 

(SENASA 2020). Particularmente Assail 70WP, la formulación empleada en esta 

tesis, contiene 70% de PA y 30% otras sustancias declaradas como inertes. Es 

comercializada por Summit Agro Argentina SA en una formulación 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 formulación 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 

que parte de los componentes inertes contienen dióxido 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 además serían 

tóxicos en mamíferos y en humanos, efectos que en general están 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 gestación, resultó en reducción significativa en 

hemoglobina, hematocrito y niveles de glóbulos rojos, indicando anemia materna. 

Asociado a esto, observaron reducción del peso de neonatos de aquellas madres 

que fueron alimentadas con dieta que contenía caolinita y presentaban anemia y 

que esto era revertido frente a una suplementación de hierro en la dieta (Patterson 

y Staszak 1977). Por otro lado, la inyección directa de caolinita en la cisterna 

cerebelomedular de fetos de cordero resultó en la inducción 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 gestación resultó en la reducción de la ganancia de peso corporal de las 

madres, reducción del crecimiento fetal, aumento en la reabsorción y perdida del 

embarazo, comparado con ratas control (Aprioku y Ogwo-Ude, 2018). 

Efectos tóxicos perjudiciales derivados de la exposición a xenobióticos, incluyendo 

a los plaguicidas, han sido vinculados con la inducción de desbalance oxidativo en 

modelos humanos y animales (Asghari y col., 2017; Wang y col., 2017). Los 

resultados obtenidos aquí claramente demuestran que Ace CF gatilla la producción 

de especies reactivas de oxígeno en ambos modelos de trofoblastos estudiados, 

HTR-8/SVneo y JEG-3. La producción de anión superóxido fue determinada por el 

ensayo de reducción de NBT, mientras que un rango más 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 anión superóxido 

fueron observados luego de 4 y 24 h de exposición a elevadas concentraciones de 

Ace CF. Un resultado interesante es que la producción de ERO fue determinada 

luego de 24 h de exposición con ambas presentaciones del insecticida estudiado: el 

principio activo y la formulación comercial, en las células HTR-8/SVneo. Se ha 

establecido que el estrés oxidativo juega un importante rol dual en la placenta, ya 

que está asociado a procesos regulatorios beneficiosos como angiogénesis, 
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vasoactividad, inmunoregulación, invasión celular; como así también efectos 

adversos tales como apoptosis y daño oxidativo (Sharp y col., 2010; Wu y col., 

2016), asociándose a patologías 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), 

restricción del crecimiento intrauterino (Gurugubelli Krishna y VishnuBhat, 2018) y 

nacimientos prematuros (Paules y col., 2019). En términos generales, la exposición 

a factores ambientales tales como contaminantes o xenobióticos (ftalatos, bisfenol, 

fenoles, anfetamina, metanfetamina) han sido vinculados a alteraciones 

relacionadas a producción de especies reactivas de oxígeno 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´ová y col., (2017), los autores concluyen que los Neo y sus 

productos comerciales en el ambiente de la preimplantación embrionaria puede 

influenciar negativamente a su desarrollo, ya que observaron disminución en la 

proliferación celular e incremento en la incidencia de apoptosis en blastocitos. Los 

autores resaltan que cambios inducidos por Neo durante el periodo de implantación 

podría ser considerado como un potencial factor de riesgo para la reproducción de 

mamíferos (Babel´ová 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 podría estar vinculado con ruptura prematura de membranas, 

posiblemente asociado al estado oxidativo resultante de una infección (Duhib y col., 

2016). Sumado a esto, estudios in vitro de membranas amnióticas expuestas a 

antioxidantes (vitamina C y E) resultaron resistentes a daños inducidos por ERO 

(Plessinger y col., 2000). Asimismo, estudios de los niveles de ERO y la actividad 

antioxidante total de la sangre de cordón de infantes prematuros demostró que los 

niños prematuros tienen potencial antioxidante significativamente menor cuando se 

los comparó con infantes de embarazos a término (Georgeson y col., 2002). Esta 
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falta de capacidad antioxidante dejaría a los neonatos prematuros susceptibles a 

daño celular inducido por ERO, lo cual ha sido asociado con patologías como 

displasia broncopulmonar y retinopatía (Auten y Dacis, 2009). En estudios in vitro 

de sangre de cordón, Quintana (2017) demostró que la exposición a Ace resulta en 

aumento en los niveles de ERO y disminución de la capacidad antioxidante 

enzimática. Claramente, las patologías mencionadas previamente, podrían verse 

exacerbadas en escenarios de exposición a xenobióticos que tengan la capacidad 

de producir especies reactivas de oxígeno, 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 hipóxico. La placenta depende de 

nutrición histotrófica por lo que recibe oxígeno de la circulación materna, el cual 

presenta un gradiente de concentración entre la madre y el feto. A finales del primer 

trimestre, la tensión de oxígeno comienza a aumentar, por consiguiente, los niveles 

de ERO también se elevan. No obstante, las funciones fisiológicas asociadas a este 

aumento de prooxidantes, viene acompañada de incremento en la transcripción de 

enzimas antioxidantes en pos de generar un balance oxidativo. Este cambio de la 

tensión de oxígeno es importante para la implantación embrionaria y la angiogénesis 

placentaria, que más adelante determinará el crecimiento fetal (Mora y col., 2019). 

Se demostró que tanto Ace como su formulación comercial presentan efectos 

citotóxicos, y que la exposición a estos xenobióticos 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 gestación 

(células HTR-8/SVneo y JEG-3, respectivamente); teniendo en cuenta que el 

periodo de gestación en el cual ocurre la exposición es determinante de los efectos 

tóxicos y resultados del embarazo; sumado a que el desarrollo embrionario y de la 

placenta durante el primer trimestre de gestación constituyen una ventana crítica de 

vulnerabilidad, es que se decidió 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-Castañeda y col. (2020) presentan una 

interesante revisión sobre el metabolismo de xenobióticos durante el embarazo y la 
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capacidad metabólica por parte de la placenta, en la cual indican que la expresión 

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 xenobióticos es crucial durante la embriogénesis y organogénesis 

(correspondientes al primer trimestre de embarazo), cuando el embrión o feto es 

más susceptible a efectos teratogénicos. Este aspecto es importante si 

consideramos que el metabolismo de xenobióticos, como los plaguicidas, puede 

resultar en la generación 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 producción 

de especies reactivas (Cavas y col., 2012; Şenyildiz y col., 2018). Reportes sobre 

vías 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 proteína pro-apoptótica Bax como la anti-apoptótica Bcl-2, son 

importantes en la vía intrínseca de la apoptosis (Elmore, 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 exposición 

al Neo imidacloprid aumentó la expresión de Bax y disminuyo la expresión de Bcl-

2. Los resultados presentados en este trabajo demuestran que el tratamiento con la 

formulación Ace CF por 24 h incrementa la relación Bax/Bcl-2, promoviendo 

apoptosis. La vía intrínseca de la apoptosis puede ser gatillada por una variedad de 

inductores de estrés intracelular, incluyendo daño en el ADN, estrés oxidativo, 

radiación gamma y UV, toxinas, deprivación de factores de crecimiento y estrés de 

retículo endoplásmico (Cory y col., 2003; Guicciardi y col., 2013). El estrés oxidativo, 

el daño en ADN y proteínas fueron determinados luego de la exposición a Ace en 

este trabajo, y probablemente participen como inductores de la apoptosis en el 

modelo empleado. Sin embargo, otras vías de muerte celular no estudiadas aquí 

deberían ser tomadas en cuenta.  
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Ha sido postulado que cualquier sustancia puede ser considerada como neurotóxica 

si es capaz de alterar la señalización colinérgica normal, como la nicotina (Wang y 

col., 2017). Los Neo son considerados neurotóxicos ya que actúan como agonistas 

de los receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR) en insectos y mamíferos 

(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 nicotínicos en insectos comparado con los receptores de vertebrados 

(Wang y col., 2017). Si bien la placenta no es un órgano inervado, se ha demostrado 

que tanto el órgano como las células trofoblásticas presentan todos los 

componentes del sistema colinérgico, incluyendo tanto a los receptores nicotínicos 

como a los muscarínicos (Sastry 1997). La activación de receptores nAChR 

producto de la unión a ACh en células no neuronales, como trofoblastos, está 

vinculada a distintos procesos, como la proliferación, diferenciación y migración 

celular, entre otros (Beckmann y Lips 2013). En este sentido, los trofoblastos 

extravellosos tienen un fenotipo invasivo, por lo cual, luego de la diferenciación, 

migran e invaden la vasculatura materna para remodelar las arterias espirales y 

garantizar un correcto flujo sanguíneo, proceso de suma importancia para el 

desarrollo del embrión. Se ha demostrado que la línea celular HTR-8/SVneo 

expresa las subunidades α3, α5, α6, α7, α 9, α10, β1 y β2 de los receptores 

nicotínicos de acetilcolina (Chen y col., 2020). Asimismo, se ha establecido que la 

subunidad α7 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 α7 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) además de expresarse en células HTR-8/SVneo (Komine-Aizawa y col., 2015; 

Chen y col., 2020).  

Considerando que se ha vinculado a α7 nAChR en la modulación 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 

exposición a Neo, se analizó el nivel de expresión de transcriptos α7 nAChR en 

trofoblastos HTR-8/SVneo. Los resultados presentados en este trabajo indican que 
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HTR-8/SVneo expresa α7 nAChR en concordancia con reportes previos, sin 

embargo, los insecticidas empleados Ace y Ace CF no alteraron los niveles de 

transcripto para α7 nAChR en las condiciones ensayadas. 

Particularmente la migración celular ha sido asociada a la subunidad α7 nAChR 

(Schraufstatter y col., 2009). En este trabajo, estudiamos el efecto de Ace y Ace CF 

en la migración celular de HTR-8/SVneo. No se observaron cambios en la capacidad 

migratoria en las condiciones ensayadas. En trofoblastos HTR-8/SVneo, Chen y col. 

(2020) observaron que la nicotina impactaba en la movilidad celular disminuyendo 

la capacidad invasiva de esta línea celular y que este efecto está mediado por la 

señalización de la citoquina CXCL12 luego de la activación de α7 nAChR. En 

nuestros resultados, no observamos cambios en los niveles de expresión de esta 

subunidad del receptor nicotínico, así como tampoco alteración en la movilidad 

celular. No obstante, estudios sobre la capacidad invasiva y actividad proteínas 

asociadas a este proceso (como metaloproteinasa 2 y 9) deberían ser considerados. 

Si bien estos resultados parecerían ser alentadores y en correlación con la idea de 

que los Neo serían selectivos para nAChR de insectos y no impactarían en 

receptores de mamíferos (Honda y col., 2006), estudios más profundos son 

necesarios para revelar si la activación del receptor α7 nAChR modula los efectos 

observados en la línea celular HTR-8/SVneo o si se encuentran alteradas otras 

subunidades de nAChR. En este sentido, se conoce que la activación de nAChR 

resulta en el aumento del influjo de Ca2+, lo cual es subsecuentemente amplificado 

por el almacenamiento intracelular de Ca2+ (Tsuneki y col., 2000). Esto puede llevar 

al aumento de la liberación de especies reactivas de oxígeno. En relación a esto, 

Kimura-Kuroda y col. (2012) reportaron que concentraciones mayores a 1 µM de 

acetamiprid resultaron en aumento del influjo de Ca2+ en cultivos primarios de 

células neuronales provenientes de neonatos de ratas que expresaban α7 nAChR 

y que este efecto se inhibió frente a antagonistas de nAChR. Asimismo, se ha 

sugerido que imidacloprid aumenta la señalización de nAChR en neonatos de ratón 

(Burke y col., 2018). Por otro lado, en cultivos de neuronas del hipocampo, en un 

modelo de inhibición de la glucólisis, se estudió que el aumento de calcio intracelular 
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modulado por el receptor N-metil-D-aspartato estimula la producción de ERO, 

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

Cambios en el balance oxidativo, tales como el incremento de especies reactivas, 

disminución en el sistema antioxidante o ambos, puede alterar la integridad celular. 

Los sistemas antioxidantes celulares consisten en componentes no enzimáticos, 

como el glutatión (GSH), y componentes enzimáticos 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 incrementó la producción de ERO y disminuyó la 

actividad de la enzima CAT, principalmente a 24 h de exposición a la concentración 

más alta evaluada. La formulación comercial estudiada en este trabajo también 

indujo desbalance redox, mostrando una mayor y más rápida respuesta en la 

producción de ERO incluso a concentraciones más bajas comparado con el PA. 

Asimismo, alterando otros componentes de la defensa antioxidante como la enzima 

SOD. Chakroun y col. (2016) reportaron en un modelo murino de exposición, que la 

actividad de SOD y CAT disminuyó en hígado de rata luego de exposiciones 

subcrónicas a Ace. Otros autores han reportado que la administración de Ace a 

ratas Wistar redujo significativamente la actividad de CAT, pero aumentó la actividad 

de SOD, en cerebro (Gasmi y col., 2017). En otros organismos, como el mejillón 

mediterráneo (Mytillus galloprovincialis), expuestos al PA tiametoxam y a una 

formulación comercial, resultaron en la inhibición de la actividad de CAT luego de la 

exposición aguda a tiametoxam y la inhibición 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 razón de las diferencias en las actividades 

enzimáticas de CAT y SOD observadas en este trabajo de tesis, en comparación 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 mayoría 

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 glutatión S-transferasa (GST), una familia de enzimas de detoxificación 

de fase II, protege las macromoléculas celulares del ataque de reactivos 

electrofílicos. Específicamente, GST cataliza la conjugación de GSH a una amplia 

variedad de componentes electrofílicos tanto endógenos como exógenos 

(Townsend y Tew 2003). El sistema GST participa en la detoxificación no solo de 

drogas y agentes químicos 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 

regulación de vías de señalización (quinasa c-Jun, quinasa estimulante de la 

apoptosis 1, factor 2 asociado a receptor de TNF), además de la regulación de 

canales iónicos teniendo un rol importante en la fisiología celular (Board 2007). En 

modelos murinos GST-deficientes se ha asociado el rol de GST en procesos de 

carcinogénesis (en piel y pulmón) principalmente asociados a ausencia de su 

función detoxificante (Henderson y Wolf, 2005). Nuestros resultados indican que la 

actividad de GST mostró una disminución 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 exposición a Ace y Ace CF. Resultados 

similares han sido reportados en estudios relacionados a la exposición a agentes 

tóxicos 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 conjugación no enzimática con GSH y por 

conjugación con GSH catalizada por GST. Frente a una sobredosis, rápida 

depleción de GSH y aumento de la N-acetil-p-benzoquinoneimina, resulta en estrés 

oxidativo, daño celular y muerte. Los autores estudian el rol de GST en la 

hepatoxicidad del paracetamol en un modelo de ratón que expresa GST, comparado 

con un modelo GST-deficiente. Si bien no observan diferencias en los efectos 

hepatotóxicos en ambos modelos, si observan que luego de una rápida disminución 

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 parecería 

demostrar una capacidad hepática aumentada para mantener la homeostasis de 

GSH frente al estrés oxidativo, quizás en parte debido a que no se observaron 
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cambios en los niveles de glutamato cisteína ligasa y glutatión sintetasa, enzimas 

encargadas de la biosíntesis de GSH y que favorecerían la homeostasis de GSH 

(Denzoin Vulcano y col., 2013).  

La alteración de proteínas como resultado del estrés oxidativo, es un proceso 

irreversible. En este sentido, los productos avanzados de oxidación proteica (PAOP) 

son un biomarcador de daño oxidativo de proteínas ampliamente conocido 

(Gryszczynska y col., 2017). Por otro lado, el ensayo de medición de sustancias 

reactivas al acido tiobarbitúrico (TBARS), mide la concentración de malondialdehído 

que es producido debido a la degradación de peróxidos lipídicos inestables 

(Dasgupta y Klein 2014). Asimismo, el ensayo de cometa alcalino es un método 

ampliamente elegido para la medición de daño en ADN en células humanas, y 

constituye un ensayo sensible para la detección de genotoxicidad causado por 

diversos plaguicidas incluyendo los Neo (Calderón-Segura y col., 2012; Kocaman y 

Topaktas 2007; Quintana 2017). Los resultados presentados en este trabajo indican 

que el principio activo Ace indujo la oxidación de proteínas luego de 24 h de 

exposición a la concentración más alta ensayada. En contraste, la exposición de 

trofoblastos HTR-8/SVneo al formulado comercial Ace CF resultó en una marcada 

alteración en la oxidación de proteínas, en la peroxidación de lípidos e incluso en el 

daño en el ADN. En este sentido, los insecticidas Neo han sido vinculados con el 

daño genotóxico (Costa y col., 2009), de hecho, la incubación con 500 µM de Ace 

por 24 h indujo daño en ADN en células SH-SY5Y (Senyildiz y col., 2018). En este 

trabajo, la concentración más alta empleada de Ace (100 µM) no indujo daño 

genotóxico, mientras que todas las concentraciones ensayadas del formulado 

comercial resultaron en cambios en por lo menos dos marcadores de daño 

oxidativo. 

La funcionalidad de las células que conforman la placenta, particularmente los 

trofoblastos, es clave para el desarrollo de la misma. La regulación de procesos 

como la apoptosis de células trofoblásticas 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 incrementaría la apoptosis de trofoblastos (Murata y col., 2013). En 

condiciones normales, la producción de ERO es acompañada 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 daño en ADN, oxidación de proteínas y 

peroxidación lipídica. El ADN es vulnerable al daño oxidativo ya que puede producir 

rupturas en las hebras e interferir en el plegamiento de la cromatina, en la 

transcripción e incluso alterar el proceso de reparación del ADN. El daño oxidativo 

a proteínas puede resultar en el plegado anormal del retículo endoplásmico o 

pérdida de funciones de enzimas y receptores en las membranas. La peroxidación 

lipídica afecta a la función normal de la célula ya que se puede producir la pérdida 

de la fluidez de la membrana. Estos efectos pueden llevar al daño y muerte celular 

(Schoots y col., 2018). Sumado a esto se ha asociado el aumento de ERO con la 

disminución de la diferenciación, expresión proteica y capacidad invasiva de 

trofoblastos extravellosos (Murata y col., 2013). La diferenciación e invasión de 

trofoblastos extravellosos durante estadíos tempranos del embarazo, como la línea 

celular empleada en esta tesis, son procesos esenciales para el establecimiento 

normal de la circulación materno-fetal (Red-Horse y col., 2004). Si bien nuestros 

resultados indican que Ace y Ace CF no afectarían la capacidad migratoria de 

trofoblastos HTR-8/SVneo, si se observó disminución de la viabilidad e incluso 

aumento en la relación Bax/Bcl-2 indicando que, al menos en parte, la apoptosis 

sería una vía de muerte asociada a la exposición a estos xenobióticos. Además, 

estos efectos se observaron en un contexto de estrés oxidativo y daño a 

macromoléculas. En este sentido, distintas patologías del desarrollo pueden ser un 

resultado de la formación excesiva de ERO, tanto por mecanismos endógenos o 

bien por el metabolismo de xenobióticos, que dañan oxidativamente 

macromoléculas e incluso alterar la transducción de señales que traen como 

consecuencia disfunción celular, muerte intrauterina o teratogenicidad (Viada Pupo 

y col., 2017). Se ha demostrado que la exposición a oxidantes y el impacto de estos 

en macromoléculas durante el primer trimestre de embarazo se asocia con un mayor 

riesgo de anomalías congénitas graves, debido a que la mayoría de los órganos 
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vitales del embrión están 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 línea celular HTR-

8/SVneo fue preincubada con un reconocido antioxidante: N-acetil-l-cisteína (NAC). 

La muerte celular y el daño 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 hipóxia-reperfusión, Ebegboni (2018) observó que el estrés oxidativo 

sería el responsable de los efectos observados en la pérdida de la viabilidad celular 

e inducción de apoptosis, ya que el tratamiento con flavonoides (conocidos 

antioxidantes) presentó un efecto protector evitando la pérdida de viabilidad y 

reduciendo la activación de caspasas. Por otro lado, NAC ha mostrado tener efectos 

protectores frente a estrés oxidativo y daño en otros modelos. En células epiteliales 

de intestino de cerdo expuestas a la micotoxina zearalenona, el pretratamiento con 

NAC previno parcialmente el daño oxidativo y la inducción 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 glándulas salivales, la incorporación a la dieta de NAC ayudó a 

aumentar la capacidad antioxidante total en las glándulas sublinguales y parótidas 

en comparación al grupo control y particularmente protegió a la glándula parótida 

del daño oxidativo observado en el grupo no tratado con NAC (Żukowski y col., 

2018). 

La exposición humana a plaguicidas es un escenario complejo, sin embargo, es 

reconocido que los seres humanos están expuestos a formulaciones comerciales 

más que a principios activos puros (Mesnage y col., 2014). Calderón-Segura y col., 

(2012) reportaron que la exposición 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 daño en el ADN de linfocitos humanos. Acetamiprid es 

un compuesto ampliamente utilizado en la agricultura, el cual fue inicialmente 

comercializado en Japón por Nippon Soda en 1995. Este insecticida es 

comercializado a nivel mundial bajo distintas formulaciones como Mospilan®, 

Epik®, Assail® y ChipcoTM (Renaud y col., 2018). Los resultados de esta tesis 

doctoral, están en relación a los previamente reportados por Mesnage y col., (2014), 

demostrando que las formulaciones comerciales de plaguicidas resultan ser más 

tóxicas 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 formulación comercial 

utilizada en este trabajo, algunas marcas comerciales especifican que además de 

acetamiprid, contienen silica gel (7,1-7,9%) y arcillas de la familia de las caolinitas 

(5-15%). Estos ingredientes ayudarían a incrementar la solubilidad del insecticida, 

aumentar su estabilidad, favorecer su penetración en insectos y protegerlos de la 

degradación (Szekacs y Darvas 2012) y, como se demostró en el desarrollo de esta 

tesis, también contribuirían a la toxicidad del PA.  

En general, las personas estamos expuestas a mezclas (dos o más) de sustancias 

tóxicas. Este contacto puede darse durante procesos de producción, distribución o 

utilización de distintos productos como medicamentos, alimentos, productos de 

limpieza, plaguicidas, formulaciones industriales y distintos artículos 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 están abocados a evaluar los efectos 

tóxicos de los PA dejando muchas veces de lado que las formulaciones comerciales 

contienen sustancias que acompañan al PA, lo que comúnmente se denomina 

“inertes”. Usualmente para preservar las fórmulas de los productos, en las hojas de 

seguridad de las formulaciones comerciales no se detalla exhaustivamente el 

contenido y cantidad de sustancias que acompañan 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 últimos años ha aumentado la 
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cantidad de datos que sustentan el hecho de que las formulaciones comerciales 

resultan más tóxicas que el principio activo por sí mismo. En este contexto 

deberíamos apuntar a que los ensayos regulatorios también contemplaran esta 

complejidad. 

Los resultados expuestos demuestran el efecto de Neo en la inducción de estrés 

oxidativo, aumentando la producción de ERO y disminuyendo la capacidad 

antioxidante, así como su impacto en moléculas de importancia biológica como las 

proteínas, lípidos e incluso el ADN. Por lo expuesto en esta tesis, existe una relación 

entre el desbalance oxidativo y la modulación de la respuesta innata de trofoblastos. 

En este sentido, un escenario prooxidante podría verse vinculado a la liberación de 

citoquinas con un perfil proinflamatorio (como lo serían IL-6, TNF-α, entre otras) e 

impactar sobre el desarrollo normal del embarazo. Si bien en esta sección no 

estudiamos el balance de citoquinas, resulta importante continuar estudiando la 

respuesta inmune innata. Evaluar el balance de citoquinas y las vías de señalización 

asociadas a receptores nicotínicos en trofoblastos expuestos a Neo, son un aspecto 

sumamente importante para esclarecer el impacto de estos xenobióticos sobre la 

placenta y el desarrollo del embarazo.  
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7. Conclusión 
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La exposición de trofoblastos a xenobióticos como plaguicidas OF y Neo, entre 

otros, puede resultar en muerte celular, alteración en los niveles de especies 

reactivas, disminución en la capacidad antioxidante. Incluso pueden impactar en la 

capacidad de responder frente a daños 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, además de impactar sobre el blanco clásico de acción (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 biotransformación a su metabolito oxón. El impacto de clorpirifos, o bien 

su metabolito oxón, se vio reflejado en el aumento en los niéveles de transcripción 

de receptores vinculados a la inmunidad innata, como los TLR, en condiciones en 

las que clorpirifos inhibió la enzima. Esto daría cuenta de que la modulación de TLR 

estaría en parte dada por la bioactivación de clorpirifos. Asimismo, se demostró que 

clorpirifos induce aumentos en citoquinas proinflamatorias como IL-6 y que esto fue 

acompañado de aumento de citoquinas antiinflamatorias como TGF-β, 

probablemente como respuesta para atenuar el posible escenario inflamatorio 

resultante.  

Por otro lado, este trabajo claramente demuestra que el neonicotinoide acetamiprid 

y la formulación comercial estudiada son tóxicos para trofoblastos humanos del 

primer y tercer trimestre de gestación (HTR-8/SVneo y JEG-3). Además, la 

formulación comercial resultó en ser más tóxica que el principio activo. Los efectos 

dañinos generados por Neo en trofoblastos del primer trimestre son particularmente 

importantes ya que el éxito de un embarazo dependerá 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 órgano 
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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 podría estar mediada por 

estos, por el insecticida parental, o por ambos. Sumado a esto, seria relevante 

estudiar los efectos in vitro inducidos por concentraciones más bajas o incluso 

durante exposiciones repetidas y prolongadas, ya que el patrón de efectos podría 

ser diferente.  

 

 

Figura 44: Efectos de los insecticidas organofosforados y neonicotinoides sobre trofoblastos 
humanos. AChE: acetilcolinesterasa, ACh: acetilcolina, CP: clorpirifos (luego de su bioactivación a 
CP-oxón, capaz de inhibir AChE), TLR: receptores tipo toll, nAChR: receptores nicotínicos de ACh, 
ERO: especies reactivas de oxígeno; ERN: especies reactivas de nitrógeno, Ace: acetamiprid, Ace 
CF: acetamiprid formulación comercial, CAT: catalasa, GST: glutatión S-transferasa, SOD: 
superóxido dismutasa, NAC: N-acetil l-cisteína, ME: medio extracelular. 
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