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RESUMEN 

 

Los plaguicidas organofosforados (OFs) utilizados ampliamente en la 

producción agrícola, constituyen una clase importante de químicos contaminantes del 

medio ambiente. La mayoría de las personas están o han sido expuestas a plaguicidas 

OFs por su uso domiciliario como insecticidas, por la contaminación de alimentos, de 

cursos acuíferos, por exposición laboral y/o por residir en áreas rurales cercanas a la 

aplicación de los mismos. Es creciente la preocupación por las consecuencias de la 

exposición a contaminantes medioambientales en grupos vulnerables como son los 

representados por mujeres gestantes y niños en desarrollo. La exposición intrauterina 

puede tener consecuencias adversas para la salud del feto tanto a corto como a largo 

plazo, de hecho, la toxicología del desarrollo se ocupa de su estudio. Considerando que 

la estructura y función normal de la placenta es un pre-requisito para el crecimiento y 

desarrollo del feto y que la placenta es una matriz de utilidad para biomonitorear el 

efecto de la exposición a xenobióticos, en este trabajo de tesis se realizaron estudios a 

los fines de establecer algunos aspectos relevantes relacionados al balance redox en 

dos modelos de trofoblasto humano: homogenato de placentas provenientes de 

mujeres ambientalmente expuestas a plaguicidas y la línea celular derivada de 

coriocarcinoma JEG-3. 

Se estudiaron placentas de mujeres gestantes de una población residente en 

áreas agrícolas recolectadas en períodos de pulverizaciones de plaguicidas (PP) 

principalmente OFs, durante el período de receso (PR), y de gestantes residentes 

urbanas consideradas grupo control (GC). La actividad enzimática de carboxilesterasa 

(CaE), biomarcador sensible a la exposición ambiental a OFs, en placentas recogidas 

durante el PP disminuyó significativamente un 16,5% comparado con el GC y un 19% 

respecto a los valores obtenidos en placentas recogidas en el PR. Sin embargo, no se 

hallaron diferencias significativas en los marcadores de estrés oxidativo (lipoperóxidos 

y carbonilación de proteínas) así como en los de defensa antioxidante enzimática 

(actividad de catalasa -CAT- y de glutatión peroxidasa -GPx-) y no enzimática (nivel de 

glutatión reducido -GSH-), ni en los niveles del factor nuclear 2 relacionado al factor 

eritroideo 2 (Nrf2), quien ejerce efectos protectivos contra el daño oxidativo. 
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La asociación negativa entre la actividad de CAT, observada en las muestras de 

placentas de gestantes provenientes del grupo PP, y el índice placentario (peso de la 

placenta/ peso del neonato) sugieren que CAT podría representar un biomarcador de 

suceptibilidad a tóxicos a ser explorado en futuros estudios, ya que una menor 

capacidad para detoxificar las especies reactivas del oxígeno (ROS) podría constituir 

una amenaza potencial para la función placentaria.  

En conjunto, los resultados del estudio poblacional indican que los tejidos 

placentarios expuestos ambientalmente a plaguicidas no mostraron cambios en la 

respuesta antioxidante ni en los marcadores de estrés oxidativo, sugiriendo que se 

mantuvo el balance redox aún en las condiciones prooxidantes que se podrían haber 

generado por la exposición. 

En relación a los estudios realizados en la línea celular JEG-3, en condiciones en 

que la viabilidad por exposición a clorpirifos (CPF) no se vio afectada, se demostró que 

estas células expresan acetilcolinesterasa (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001),  

blanco primario de los OFs y que metabolizan los OFs a la forma oxón, ya que su 

actividad fue inhibida por 5 y 50 µM de CPF. Dicha inhibición fue revertida 

parcialmente por la presencia del antioxidante N-acetilcisteína sugiriendo que la 

disminución en la actividad de la enzima AChE se debe en parte a condiciones 

prooxidantes del medio. Además, se observó que la exposición a 50 ó 100 µM de CPF, 

concentraciones 5-10 veces mayores a las consideradas representativas de la 

exposición medioambiental en humanos , indujo un incremento en la generación de las 

ROS, producto de la metabolización del tóxico y una disminución en el contenido de 

GSH, sugiriendo que CPF altera el equilibrio redox en estas células. En respuesta a este 

desbalance redox la actividad de CAT aumentó comparado con el control.  

Se sabe que el sistema Nrf2/INrf2 detecta principalmente el estrés oxidativo de 

baja intensidad (Lushchak, 2011). En respuesta a esto, Nrf2 se trasloca al núcleo, donde 

se une a los sitios ARE (antioxidant-response element) de los genes blanco para inducir 

la expresión de múltiples genes de la defensa celular. En coincidencia, el análisis del 

contenido proteico de Nrf2 mostró un aumento significativo. Adicionalmente se 

comprobó un aumento en la expresión transcripcional y localización en la fracción 

nuclear enriquecida en respuesta a la exposición a CPF. 
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Además, se demostró inducción transcripcional en dos de los tres genes 

detoxificantes de fase II estudiados, hemo-oxigenasa 1 (HO-1) y glutatión reductasa 

(GR), mientras que no se hallaron cambios en el ARNm de la superóxido dismutasa-1 

(SOD1).  

Estos resultados indican que la tolerancia de las células JEG-3 a la exposición a 

CPF se explica, al menos en parte, por la capacidad de éstas para activar mecanismos 

de defensa antioxidante.  

En resumen, se demuestra por primera vez en células del trofoblasto in vitro 

que CPF altera el equilibrio redox e induce un aumento de los genes de fase II de 

detoxificación HO-1 y GR, mediado en parte por la activación de la vía adaptativa del 

sistema Nrf2/ARE.  
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ABSTRACT 

 

The organophosphate pesticides (OPs) widely used in agricultural production, 

constitute an important class of pollutants chemicals in the environment. The majority 

of people is or has been exposed to pesticides OPs at home by insecticides, by 

contamination of food, of water courses, occupational exposure and/or by residing in 

rural areas close to the pesticide application areas. It is growing concern about the 

consequences of exposure to environmental contaminants on vulnerable groups such 

as those represented by pregnant women and children in development. Intrauterine 

exposure may have adverse consequences for the health of the fetus during short- or 

long-term. Considering that the structure and normal function of the placenta is a 

prerequisite for the growth and development of the fetus; and the placenta is a tissue 

of utility to biomonitorear the effect of exposure to xenobiotics, the aim of this thesis 

work was to establish some relevant aspects related to the balance redox of 

trophoblastic cell exposed to pesticides. Two different models of study: homogenates 

from placentas of women environmentally exposed to OPs and the JEG-3 

choriocarcinoma-derived cell line were used. 

Placentas of pregnant women in a population living in agricultural areas 

collected during periods of sprays of pesticides (PP), mainly OPs, during the period of 

recess (PR), and pregnant women considered urban residents, control group (CG), 

were studied. The enzymatic activity of carboxylesterase (CaE), a sensitive biomarker 

to environmental exposure to OPs, diminished 16.5% in the placentas collected during 

the PP compared with CG; and 19% when it was compared with the values obtained 

from placentas of the rural population in the PR group. In contrast, there was no 

significant difference in markers of oxidative stress (lipoperoxides, protein 

carbonylation) as well as in the enzymatic antioxidant defense (glutathione peroxidase 

–GPx- and catalase –CAT- activities) and non-enzymatic (level of reduced glutathione –

GSH-), nor in the levels of the nuclear factor-erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), that 

exerts protective effects against oxidative damage.  

The negative association between the activity of CAT, observed in samples of 

placentas of pregnant women coming of the PP group, and the placental rate (weight 
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of the placenta / weight of the newborn) suggest that CAT could represent a biomarker 

of susceptibility to toxins to be explored in future studies, since a lesser ability to 

detoxify reactive oxygen species (ROS) could constitute a potential threat to the 

placental function.  

Together, the results of the study population suggest that placental tissues 

exposed environmentally showed no changes in the antioxidant response as well as in 

markers of oxidative stress, suggesting that the redox balance was maintained even in 

pro-oxidant conditions that could be generated by exposure. 

 

The studies conducted in the JEG-3 cell line, in conditions in which the cell 

viability by exposure to chlorpyrifos (CPF) was not affected, showed that these cells 

express acetylcholinesterase (Anzenbacher and Anzenbacherova , 2001), primary target of 

the OPs, and that they metabolize OPs to oxon form, since AChE activity was inhibited 

by 5 and 50 µM of CPF. This inhibition was recovered by the presence of the 

antioxidant N-acetylcysteine suggesting that the decrease in the activity of the enzyme 

AChE was due partly to the pro-oxidant conditions of the environment. In addition, it 

was observed that cell exposure to 50 or 100 µM of CPF, concentrations 5-10 times 

higher than those considered representative of the human environmental exposure, 

induced an increase in the generation of ROS, product of the metabolism of toxic, and 

a decrease in GSH content suggesting that CPF alters the redox balance in these cells. 

In response to this redox imbalance CAT activity increased compared to control. 

It is well-known that the Nrf2/INrf2 system detects mainly oxidative stress of 

low intensity (Lushchak,2011). In response to this, Nrf2 is translocated to the nucleus, 

where it binds to the ARE sites in target gene to induce the expression of multiple 

genes of cell defense. In line with these, the Nrf2 protein level showed a significant 

increase in response to exposure to CPF. Additionally, an increase in the transcriptional 

expression and nuclear localization of the protein Nrf2 was found. Furthermore, an 

increase in the transcription of two of the three antioxidant genes of phase II 

investigated in this study, heme-oxygenase 1 (HO-1) and Glutathione reductase (GR) 

was demonstrated, while there was no change in superoxide dismutase-1 (SOD1) 

mRNA. 
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These results indicate that the tolerance to CPF exposure of JEG-3 cells is 

explained, at least in part, by its ability to activate antioxidant defense mechanisms.  

In summary, in this thesis work is shown, for the first time, in “in vitro” 

trophoblast cells that CPF alters the redox balance and induces an increase of phase II 

detoxification HO-1 and GR genes, mediated in part by the activation of the Nrf2/ARE 

adaptive pathway. 
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INTRODUCCIÓN 

1.1  PLAGUICIDAS 

1.1.1 Definición 

 

Según la FAO (Organización de Agricultura y Alimentos de las Naciones Unidas, 

del inglés: Food and Agriculture Organization of the United Nations, 1986), un 

pesticida o plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a 

prevenir, destruir o controlar las acciones perjudiciales originadas por animales, 

vegetales o microorganismos nocivos. Incluye no sólo a los utilizados para evitar dichas 

acciones en la producción, elaboración, almacenamiento, transporte o 

comercialización de alimentos y productos de madera sino también a los compuestos 

que se administran en medicina veterinaria y en actividades sanitarias para el control 

de insectos vectores de enfermedades (Casida and Quistad ,2004) 

 

1.1.2 Clasificación  

 

Los plaguicidas pueden clasificarse atendiendo a diversos aspectos: según su 

acción específica en insecticida, acaricida, fungicida, desinfectante y bactericida, 

herbicida, rodenticida, fitorregulador, protectores de madera, etc. Según su estructura 

química en arsenicales, carbamatos, derivados de cumarina, derivados de urea, 

dinitrocompuestos, organoclorados, organofosforados, organometálicos, 

tiocarbamatos, piretroides, tiazinas etc. Otro aspecto tenido en cuenta para 

clasificarlos es en base a la toxicidad aguda, cuantificando la respuesta de animales de 

laboratorio a una serie de dosis crecientes del plaguicida. El valor de la dosis letal 

media (DL50) es la dosis requerida para matar al 50% de la población de animales de 

experimentación y se expresa en términos de mg/kg del peso del animal (OMS, 1999). 

Al aumentar la DL50  la peligrosidad decrece desde el grupo Ia (sumamente peligroso) al 

grupo IV (no peligroso) (Tabla I). 

Es importante señalar que las formulaciones de plaguicidas además del 

principio activo incluyen sustancias transportadoras, diluyentes como solventes 
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orgánicos, aditivos e impurezas, que pueden tener potencial tóxico por sí mismas 

(Karalliedde et al.2003).  

 

       DL50 en ratas (mg/kg)  

Por vía oral Por vía dermal 

Sólidos Líquidos Sólidos Líquidos 

Ia 5 o menos 20 o menos 10 o menos 40 o menos 

Ib 5- 50 20- 200 10- 100 40- 400 

II 50- 500 200- 2000 100- 1000 400- 4000 

III 500- 2000 2000- 3000 Más de 1000 Más de 4000 

IV Más de 2000 Más de 3000   

 
Tabla I. Clasificación de los plaguicidas expresada en DL50 en ratas (mg/kg de peso vivo) 
dependiendo del modo de ingreso. Fuente: resolución SAGPyA Nº 350/1999 y posteriores 
normas modificatorias (http://www.casafe.org/). 
 

 
1.1.3  Plaguicidas organofosforados 

 

Los plaguicidas organofosforados (OFs) integran un grupo de compuestos 

químicos utilizados desde 1940 para la protección de los cultivos, la ganadería, la salud 

humana y como agentes de guerra. Sobre la base de las características estructurales se 

dividen en al menos 13 tipos diferentes. Entre ellos se incluyen los fosfatos, fosfonatos, 

fosfinatos, fosforotionatos, fosforotioatos, fosforotritioatos, etc (Gupta,2006). Junto a 

los piretroides y carbamatos son los plaguicidas más utilizados en agricultura.  

Los efectos adversos a la exposición a estos químicos han sido estudiados 

ampliamente en el sistema nervioso, tejido blanco primario de estos compuestos 

(Gupta et al. 1999;Gupta et al.2000), pero además hay una preocupación creciente 

sobre los efectos tóxicos en otros tejidos, producto de la exposición crónica.  

 

 

 

 

http://www.casafe.org/
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1.1.3.1  Estructura y propiedades físico-químicas de los organofosforados 

 

Estructuralmente los plaguicidas OFs son derivados del ácido fosfórico y 

pueden ser representados en forma genérica como se indica en la Figura 1 donde un  

 

 

Figura 1. Estructura general de los OFs. 

 

átomo de fósforo central (P) está unido mediante un doble enlace al átomo de oxígeno 

o azufre y por enlace simple a (X), que representa al grupo “saliente” y es el más 

sensible a la hidrólisis, y a R1 y R2  que son generalmente grupos alcoxis u otros 

sustitutos químicos ( Eleršek and  Filipič 2011). La mayoría de los OFs en estado puro 

tienen estructura de fosforotionatos (paratión, CPF, fenitrotión, diazinón) y de 

fosforoditioatos (malatión, dimetoato, metil azinfos), como se muestran en algunos 

ejemplos de la Figura 2. 

 

        A                         B 

                                     

      C                      D 

                                  

 

Figura 2. Estructuras de fosforotionatos (A, clorpirifos; B, paratión) y fosforoditioatos 
(C, metil azinfos; D, malatión). 
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Los OFs son ligeramente solubles en agua, estables a pH neutro, y la mayoría se 

hidrolizan rápidamente a pH alcalino. Su estabilidad puede ser afectada por la luz, la 

temperatura, el aire y/o los disolventes, provocando su oxidación o isomerización a 

derivados más tóxicos (Matsumura 1985).  

 
 
1.1.3.1.1  Propiedades físico-químicas de clorpirifos   

 

En la Tabla II se incluyen algunas propiedades de CPF, uno de los OFs más usados 

en todo el mundo como ingrediente activo de una variedad de formulaciones 

comerciales (Eaton et al.2008). CPF es un sólido cristalino de color blanco, con olor 

semejante a los mercaptanos, cuya volatilización es el principal factor por el cual se 

dispersa en el medio ambiente luego de ser aplicado (ATSDR 1997). 

 

Fórmula química C9H11Cl3NO3PS 

Peso molecular 350,57 

Punto de fusión 41-42ºC 

Solubilidad en agua a 25 ºC 2 mg/L 

Solubilidad en solventes orgánicos 79% p/p en isooctano 

 43% p/p en metanol 

Coeficientes de partición  log Kow 4,82 

 log Koc 3,73 

Presión de vapor a  20 ºC y 25 ºC 1,87 x 10
-5

 mm Hg 

 
Tabla II. Propiedades físico-químicas de CPF. Kow, coeficiente de partición octanol/agua; Koc , 

coeficiente de partición carbono orgánico/agua (Eaton et al.2008)   
 

1.1.3.2  Dinámica en el medio ambiente 

 

El ingreso de los plaguicidas en el medioambiente se debe principalmente a su 

aplicación para el control de plagas en agricultura (Whyatt et al.2002). El estudio del 

transporte y persistencia en el medioambiente es de gran interés por la potencial 

toxicidad en humanos y en otros organismos no blanco. Los plaguicidas pueden 

transportarse en el ambiente dependiendo de las condiciones climáticas, las 

características morfológicas de la superficie vegetal y de las características 
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fisicoquímicas del plaguicida (Enriquez 2000). Adicionalmente, las técnicas de 

aplicación influyen en el riesgo de producir deriva (Gil Moya 1993). Se ha reportado 

que del total de plaguicidas aplicados, solo el 1% llega a las plagas (Gavrilescu 2005) ), 

siendo la deriva, transporte del plaguicida fuera del sitio de aplicación (Hilz and 

Vermeer 2013;Majewski and Capel 2010) una ruta importante de ingreso de estos 

tóxicos al medioambiente (Gil and Sinfort 2005). 

El proceso de transporte en el ambiente está relacionado con el coeficiente de 

partición octanol/agua (log Kow), las constantes de disociación ácida y básica (Ka y Kb), 

el coeficiente de partición carbono orgánico/agua (log Koc), el índice potencial de 

lixiviación (desplazamiento de sustancias solubles) y la presión de vapor de los 

plaguicidas. Estas propiedades, determinan el destino final de estas sustancias en el 

suelo, en el agua o en el sedimento (Jekel and Reemtsma 2006). En particular, la 

volatilización supone uno de los principales mecanismos de trasferencia del plaguicida 

hacia la atmósfera. En algunos casos se pueden esperar pérdidas por volatilización de 

hasta el 90% en un período de 48 horas. En este proceso, los factores climáticos viento 

y temperatura son los más importantes (Evangelista and Candela 1998). Se ha 

establecido que existe una asociación temporal y espacial entre el uso de OFs en 

agricultura y su presencia en el aire, dentro del radio de 4,8 km, debido a la 

volatilización (Harnly et al. 2005).  

Los procesos de degradación natural, como la biodegradación, la 

fotodegradación y la hidrólisis química, ocurren mediante reacciones de oxidación, 

reducción, hidrólisis, ruptura y reorganización de enlaces moleculares. Estas 

reacciones, involucran la actividad enzimática de microorganismos, la luz ultravioleta y 

el pH del medio (Kumar et al.1996; Lu et al.2006; van der Linden et al.2009). La 

persistencia de los plaguicidas en un compartimiento ambiental depende de la 

eficiencia de dichos procesos de degradación natural, los cuales inducen en algunos 

casos la transformación de estas sustancias en metabolitos con mayor toxicidad 

(Belfroid et al.1998; Cavoski et al.2008; Vittozi et al. 2001). En ambientes naturales el 

CPF, se transforma en 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), un metabolito con alto riesgo 

tóxico (Cáceres et al.2007). 
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Cuando un plaguicida resiste a los procesos de transformación y además no se 

evapora resulta muy persistente; esto significa que tiene un período de 

semidegradación (vida media) muy largo y un alto potencial para contaminar las aguas 

subterráneas. 

A diferencia de los organoclorados, los OFs, tienen una menor persistencia 

debido a que los procesos de transformación ambiental se efectúan con mayor 

eficiencia sobre los enlaces fosfoéster de estas moléculas. Los valores de vida media 

son muy variados, a modo de ejemplo, CPF tiene una vida media de 94 días, mientras 

que el diazinon, de 23 días (Evangelista and Candela 1998). 

 

1.1.3.3  Situación derivada del uso de plaguicidas en la zona del Alto Valle del 

Río Negro 

 

El riesgo de impacto ambiental del uso de plaguicidas y los posibles efectos 

sobre la salud humana en grupos vulnerables, constituyen un tema prioritario para la 

región del Alto Valle del Río Negro, zona densamente poblada, ubicada al noroeste de 

la provincia de Río Negro, en la Patagonia Argentina. La producción frutícola, principal 

actividad económica de la provincia, representa más del 64% del ingreso de divisas de 

la misma y ocupa tanto en forma directa como indirecta al 35% de la población 

económicamente activa. En dicha área se cultiva el 80% de la producción argentina de 

peras y manzanas, equivalente al 50% de la producción de frutas frescas del país 

(SENASA 2008). Estas plantaciones se ven afectadas por un insecto denominado Cydia 

pomonella o carpocapsa el cual daña principalmente a la frutas de pepitas (Copes 

2012). 

Los principales plaguicidas aplicados en la región del Alto Valle del Río Negro 

durante el transcurso de esta tesis, fueron los OFs: CPF, metidatión y metil azinfos 

además de carbamatos basadas en las recomendaciones de (INTA 2006-2007) las 

cuales se mantuvieron durante el período de recolección de muestras 2009-2011 

(comunicación personal ingeniero agrónomo Fagotti y col.). Dichos compuestos son 

aplicados con máquinas pulverizadoras durante los meses de setiembre a diciembre 

(Fig. 3).  

http://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_R%C3%ADo_Negro
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Estudios realizados en el Alto Valle revelaron la migración de los OFs desde su 

lugar de aplicación. Loewy y col. detectaron la presencia de residuos de metil azinfos, 

CPF, dimetoato, metidatión, carbaril y propoxur en suelo y aguas superficiales durante 

el período de aplicación (Loewy et al.2003). Los mismos residuos fueron hallados en 

aguas subterráneas, cuya contaminación es como consecuencia de la metodología 

empleada en el riego de los montes frutales consistente en inundar el terreno (Loewy 

et al.2011). 

 

Figura 3. Pulverización de montes frutales con plaguicidas (modif. de Copes 2012). 

En otro estudio se detectaron residuos de OFs y carbamatos en agua de pozo y 

de red destinada al consumo humano colectadas en el período de aplicación de 

plaguicidas, cuyos niveles superaron, en algunos casos, los establecidos por la Unión 

Europea (Santagni 2006). 

Un aspecto a destacar es que los centros urbanos están rodeados de montes 

frutales y los barrios periféricos separados solamente por una calle. Dado que los 

productores aprovechan toda la superficie productiva, es común que las plantaciones 

de frutales se encuentren a escasos metros de casas y escuelas rurales (Fig. 4)(Copes 

2012). 

Administrador
Resaltado

Administrador
Resaltado
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Figura 4. Escuela y vivienda rural en zona productiva. 

Un factor adicional que aumenta el riesgo de la exposición a plaguicidas para la 

población establecida en comunidades rurales o en áreas periurbanas es que el 

período de aplicación coincide con la época de vientos moderados y fuertes, lo que 

favorece la dispersión aérea de estos compuestos. Según un relevamiento realizado 

por nuestro grupo de trabajo a mujeres de comunidades rurales situadas en esta 

región, se suman además como conducta de riesgo, el uso de los canales de riego para 

recreación durante el verano y el consumo de frutas producidas en las chacras sin 

respetar los tiempos de carencia (Bulgaroni 2008). 

De hecho, se ha reportado la exposición en período de aplicación de OFs tanto 

en embarazadas (Cecchi et al. 2012; Souza et al. 2005; Souza et al. 2006; Vera et al. 

2012), como en niños y en sus madres (Bulgaroni et al. 2012). Por todo lo expuesto, 

surge como problemática indiscutible en las poblaciones de la región expuestas 

crónicamente a OFs el potencial riesgo para la salud desde el ambiente intrauterino. 

 

1.1.3.4  Exposición a organofosforados 

 

Existen dos tipos de exposición por las cuales el hombre entra en contacto con 

estos tóxicos. Una es la exposición directa, que tiene lugar cuando el individuo 

afectado puede reconocer la fuente y es consciente de la exposición. Se produce en 

trabajadores agrícolas, trabajadores en zonas vedadas, por el uso doméstico de 

plaguicidas y en las intoxicaciones intencionales. Miles de casos de intoxicación por 

OFs han sido reportados en el pasado y lo siguen siendo anualmente en todo el 
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mundo, sea su causa suicida, accidental u ocupacional (Recena et al. 2006; Steenland 

et al. 2000; Viswanathan 2013). 

En cambio, la exposición indirecta es la que tiene lugar cuando se desconoce la 

presencia del contaminante. Se produce por la presencia de residuos de plaguicidas en 

el ambiente e involucra a un mayor segmento de la población. La exposición puede 

darse a través del aire, por la vía digestiva en la que ingresan residuos de plaguicidas 

junto con los alimentos y el agua (Rana et al. 2012;Szpyrka et al.2013, y/o por vía 

dérmica producto de la contaminación ambiental (Ecobichon 2001; Jeyaratnam 1990). 

Este tipo de exposición ha sido demostrada por la detección de metabolitos de OFs en 

orina, de diferentes poblaciones no expuestas laboralmente (Adgate et al. 2001; Curl 

et al. 2003; Kawalakis and Tsatsakis 2012). 

 

1.1.4  Ingreso y distribución de plaguicidas en el organismo 

 

Los plaguicidas que ingresan al organismo ya sea por vía respiratoria, dérmica 

y/o gastrointestinal, deben atravesar diversas barreras como la piel, las mucosas, el 

epitelio pulmonar o el del tracto gastrointestinal. La vía dérmica e inhalatoria son las 

dominantes en la exposición ocupacional, mientras que la digestiva es la predominante 

para la población en general (Eaton et al. 2008). Una vez alcanzado el torrente 

sanguíneo, los plaguicidas se distribuyen en los órganos y compartimentos del 

organismo con una velocidad característica, dependiendo de factores como la 

irrigación sanguínea de cada órgano, el pH tisular, el contenido de lípidos y de agua del 

mismo; así como de las propiedades físicoquímicas y características tóxico-cinéticas 

propias del plaguicida (Castro 1985). 

Dentro de los OFs, los compuestos fosforotionatos como por ejemplo CPF son 

más lipofílicos que los fosfatos, por lo que se pueden depositar en tejido graso 

disminuyendo la concentración en sangre (Jokanović 2001). 

 

1.1.4.1  Ingreso y distribución de plaguicidas durante la vida intrauterina 
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Existe una vía adicional de ingreso de plaguicidas al organismo: la vía 

intrauterina. Se han detectado OFs en líquido amniótico (Bradman et al. 2003), sangre 

de cordón (Barr et al. 2012; Huen et al. 2012)  y meconio (Ostrea Jr et al. 2009; Ostrea 

Jr et al 2002). La transferencia de estos tóxicos desde la sangre materna a la circulación 

fetal tiene lugar a través de la membrana del sinciciotrofoblasto. Un estudio de la 

toxicocinética y transferencia a la placenta de una única dosis dérmica del OF 

metilparatión administrada a ratas preñadas demostró que a las 96 hs la orina materna 

contenía el 91 % de la marca administrada, con una importante transferencia 

transplacentaria (Abu-Qare et al. 2000). Sin embargo, los valores de residencia relativa, 

que reflejan la exposición de cada tejido respecto al plasma materno, sugieren que la 

placenta funciona como un depósito temporario (Abu-Qare et al. 2000). Más aún, este 

órgano influye en la distribución de plaguicidas entre el compartimento materno y 

fetal ya que posee enzimas metabolizantes de xenobióticos y transportadores de 

membrana que extruyen xenobióticos hacia la sangre materna (ver punto 1.3.5). Los 

polimorfismos asociados tanto a la actividad enzimática como a dicho transporte 

pueden afectar la exposición a los plaguicidas tanto en la placenta como en el feto 

(Prouillac and Lecoeur 2010). 

 

1.1.5  Tejidos involucrados en la detoxificación  

 

La metabolización de OFs ocurre principalmente en el hígado. Sin embargo 

todos los tejidos expresan al menos algunas de las enzimas metabolizantes de 

xenobióticos, por lo que en menor proporción también ocurre en otros tejidos como 

cerebro, intestino, piel y placenta (Castro 1985).  

 

1.1.6  Metabolización de plaguicidas 

  

Simultáneamente con su distribución en el organismo, el plaguicida sufre 

procesos de biotransformación pudiendo resultar en productos biológicamente más 

activos que el original, proceso que se denomina bioactivación, o bien en compuestos 
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inactivos. Las biotransformaciones que provocan la pérdida de la actividad biológica, 

constituyen el proceso de detoxificación.  

Las reacciones de biotransformación se dividen en dos fases, la fase I consiste 

de reacciones de oxidación, reducción y/o hidrólisis, mediante las cuales un grupo 

polar es introducido dentro de la molécula. En este proceso se pueden formar 

metabolitos más tóxicos que el compuesto parental (forma oxón) pero también, se 

forman otros compuestos no tóxicos. La Fase II consiste en reacciones de conjugación, 

los metabolitos polares de fase I son conjugados con compuestos endógenos activados 

tales como ácido glucurónico, glutatión, sulfonato u aminoácidos resultando productos 

hidrosolubles que pueden ser excretados por riñón (Jokanović 2001). En estas 

reacciones intervienen enzimas tales como glucuronosil transferasas (GT), 

sulfotransferasas y glutatión S-transferasas (GST). En adición a las reacciones citadas, la 

destrucción estequeométrica de los OFs, constituye un importante mecanismo de 

detoxificación (Tang et al. 2006). 

 

 

1.1.6.1  Reacciones de biotransformación de Fase I  

 

La bioactivación de OFs ocurre principalmente mediante reacciones de 

oxidación destacándose la desulfuración oxidativa y la oxidación de grupos sulfidrilos o 

sulfoxidación. La desulfuración oxidativa es llevada a cabo por complejos enzimáticos 

de monooxigenasas que dependen del citocromo P450 (CYP) y monooxigenasas que 

contienen flavina (OFM). La bioactivación mediada por CYP se produce en OFs con 

estructuras (P=S) generándose un metabolito de estructura (P=O) (oxón) con potente 

actividad biológica como lo es la inhibición de la enzima acetilcolineterasa (Anzenbacher 

and Anzenbacherova 2001; Costa 2006). El sistema enzimático de CYP constituye la 

superfamilia más importante de enzimas metabolizantes de xenobióticos. Este sistema 

está constituido por el citocromo P450, citocromo P450 reductasa y citocromo b5 

reductasa, las que necesitan de NADPH y oxígeno para su actividad. Como se muestra 

en la Figura 5, este proceso de óxido-reducción lleva implícito la formación de especies 

derivadas de oxígeno, anión superóxido (O2
-.) y peróxido de hidrógeno (H2O2) (Orellana 
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and Guajardo 2004). Las etapas catalizadas por las enzimas CYP involucran la reducción 

de un átomo de oxígeno molecular a agua, siendo el otro átomo incorporado en el 

sustrato (RH) para dar el correspondiente producto (ROH).  

 

 

Figura 5.  Esquematización del mecanismo de catálisis de citocromo P450. Fe, representa el 
átomo de hierro del grupo hemo en el sitio activo; RH, un sustrato y ROH, el correspondiente 

producto de monooxigenación  (Orellana and Guajardo 2004). 
 

Las bioactivación por parte de las OFM requieren que el átomo de fósforo del OF 

esté unido a un átomo de C (P-C), como en los fosfonatos (Jokanović 2001). Las 

reacciones de sulfoxidación, que convierten a algunos OFs que contienen grupos 

tioéster en sulfóxidos y sulfonas, son mediadas principalmente por las OFM aunque 

también pueden intervenir el CYP.  

Las biotransformaciones de fase I que llevan a la detoxificación de los OFs 

ocurren principalmente por ruptura de uno de las uniones del fósforo, formando 

usualmente una molécula cargada negativamente. Esta carga negativa no permite al 

OF ser activo como agente anticolinesterásico, generándose así metabolitos menos 

tóxicos (Jokanović 2001). Dichas biotransformaciones son mediadas por reacciones de 

oxidación o de hidrólisis. Las reacciones de oxidación pueden ser: a) de dearilación por 

CYP (Fig. 6) pudiendo intervenir también las A-esterasas; y b) de desalquilación 

mediada por A-esterasas. En la Figura 6 se ilustran los pasos involucrados en la fase I 

de metabolización de CPF. Tanto las reacciones de dearilación como la de hidrólisis 
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tienen al grupo saliente como producto. La desulfuración oxidativa mediada por CYP 

produce la forma oxón, metabolito activo, el cual puede ser hidrolizado por A-

esterasas y formar los metabolitos inactivos TCP y dietil fosfato (Furlong 2008). 

Además, mediante la reacción de dearilación, se producen los metabolitos TCP y dietil-

tio-fosfato y con ello la detoxificación de este OF. 

 

 

Figura 6. Metabolismo de CPF (Fase I).Tang et al. 2006. 

 

Otras reacciones importantes de fase I son las reacciones de hidrólisis de 

uniones éster, amidas o grupos éster fosfato (Figura 6). Las esterasas que intervienen 

en las reacciones de hidrólisis han sido clasificadas en base a la naturaleza de la 

interacción con los OFs (Aldridge 1953). Las A-esterasas, paraoxonasas o arilesterasas 

que hidrolizan ciertos OFs, pero no son inhibidas por estos compuestos. Incluyen a las 

enzimas dependientes de Ca2+que contienen cisteína acetilada en su sitio activo.  

Las B-esterasas son enzimas que pueden ser inhibidas por OFs y tienen residuos 

de serina en su sitio activo. En este grupo se incluyen a las carboxilesterasas (CaE) 

(Jokanović 2001). Las CaE, que hidrolizan ésteres de ácidos carboxílicos, son capaces de 
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degradar al OF malatión, y también a carbamatos y piretroides (Barata et al.2004; 

Crow et al. 2007; Nishi et al. 2006).  

En resumen, debido a la variedad de tipos de átomos presentes en los OFs 

(C,O,P,N,S y Cl) y la variedad de grupos presentes (ácidos, alcoholes, ésteres y éteres), 

estos compuestos pueden metabolizarse por distintas reacciones de Fase I, siendo las 

más prominentes las oxidaciones mediadas por CYPs y las OFMs, así como la hidrólisis 

mediada por las A-esterasas (Tang et al. 2006). 

Se conocen varias isoformas de CYPs, que tienen como sustratos a OFs 

específicos (Kappers et al. 2001; Mutch et al. 2003). El polimorfismo genético de las 

CYP (Buratti et al. 2003; Buratti et al. 2006) y la isoforma 1 de paraoxonasa (Chen et al. 

2004; Huen et al. 2009) desempeñan un importante rol en la modulación de la 

toxicidad de los OFs. El balance entre los procesos de activación y detoxificación dan 

cuenta del riesgo de daño al organismo (Jokanović 2001). 

 

1.1.7  Blancos de acción de los organofosforados 

 

Además de los aductos que los OFs forman con el sitio activo de enzimas de la 

superfamilia de serina-hidrolasas, el análisis de una variedad de proteínas por 

espectrometría de masa permitió la identificación de la unión covalente de OFs a 

residuos tirosina y lisina de otras proteínas, lo que sugiere que numerosas proteínas 

pueden ser modificadas por los OFs (Terry Jr 2012). Adicionalmente a la formación de 

aductos, se han reportado efectos en el fosfoproteoma asociado a alteraciones en la 

actividad y expresión de quinasas (Magnarelli and Fonovich 2013). 

  

1.1.7.1  Blanco primario: AChE 

 

La principal función de la AChE es la de hidrolizar a acetilcolina (ACh) y finalizar 

la neurotransmisión a nivel de la sinapsis colinérgica, la cual controla las mayores 

funciones del cerebro, como el aprendizaje y la memoria, el control de la comunicación 

nervio-músculo, la actividad muscular, etc. (Tsim and Soreq 2013).   Tanto la estructura 

como el sitio activo de esta enzima, contiene regiones similares a otras serina-
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hidrolasas. El dominio catalítico es la tríada de aminoácidos Ser-His-Glu. La reacción 

catalítica de AChE es extraordinariamente rápida a pesar de que el sitio activo reside 

en la parte inferior de un bolsillo profundo, según se comprobó mediante estudios 

cristalográficos (Fig. 7A). La naturaleza nucleofílica del carboxilato se transfiere a través 

del anillo imidazol de la His al grupo hidroxilo de la Ser lo que permite desplazar al 

resto colina del sustrato, formándose un intermediario acetil-enzima. Luego mediante 

una hidrólisis se libera el grupo acetato (Fig. 7B). En cambio, el sitio de unión periférico 

parece ser fundamental para algunas de las funciones “no clásicas” de AChE.  

Esta enzima tiene una distribución tisular variada con notable presencia en 

tejidos no neuronales, inclusive en placenta (Bhuiyan et al. 2006).   

 

 

Figura 7. A. Características estructurales de AChE obtenida por cristalografía de rayos X. 
                       B. Reacción enzimática. Adaptado de(Soreq and Seidman 2001). 
  
 

1.1.7.1.1  Inhibición de la actividad enzimática de AChE por organofosforados 

 

La enzima AChE es considerado el principal blanco de los OFs. Los OFs con 

estructrura P=O y los derivados  oxón tienen la capacidad de fosforilar a  la enzima 

uniéndose al grupo –OH de la serina que ocupa el sitio activo de la enzima (sitio 

esterásico) de manera análoga al sustrato natural. 

La Figura 8 muestra un esquema comparativo de la dinámica de interacción de 

la enzima con ACh y con el metabolito CPF oxón. La interacción con el metabolito oxón 

forma una unión éster fosfato más estable que la unión al sustrato fisiológico. Su 

velocidad de hidrólisis es muy lenta y presenta variaciones dependiendo de la 
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naturaleza química de los grupos R sustituyentes. El envejecimiento ocurre por 

hidrólisis no enzimática de uno de los grupos alcoxi (R-O-R) y el grado del mismo 

depende de la naturaleza de dicho grupo. La enzima envejecida permanece inhibida 

irreversiblemente. La recuperación de los niveles de actividad de AChE tiene lugar 

cuando se produce síntesis de novo de la enzima, proceso que lleva días (Costa 2006). 

 

Figura 8. Esquema de la interacción de acetilcolina (A) y de clorpirifos oxón (B) con el  
           sitio activo de la enzima AChE. Adaptada de (Barry et al. 2008). 

 

La inhibición de la enzima por OFs produce el “síndrome colinérgico”, por 

acumulación de ACh en las terminales sinápticas, provocando la estimulación continua 

de los receptores nicotínicos y muscarínicos con manifestación de los síntomas clínicos 

correspondientes, tales como taquicardia, contracciones musculares, diaforesis, 

sialorrea, epífera, broncoconstricción, cefaleas etc. 

 

1.1.7.2  Blancos secundarios  

1.1.7.2.1 Esterasa neuropática  

 

Otra esterasa blanco de varios OFs es la esterasa neuropática, fosfolipasa 

involucrada en el metabolismo fosfolipídico, el crecimiento neuronal y la 
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diferenciación neuronal (Terry Jr 2012). La fosforilación de ésta por OFs es similar a la 

observada en AChE, y conlleva a la degeneración axonal (Lotti and Moretto 2005). Sin 

embargo sólo los OFs que conducen al envejecimiento de la esterasa neuropática (por 

mecanismo análogo al descrito para AChE) pueden causar polineuropatía. Esta 

polineuropatía ocurre 2-3 semanas posterior a una sola exposición a OFs, no tiene 

relación con la inhibición de AChE y se caracteriza por hormigueo de las manos y pies 

seguido por pérdida sensorial, debilidad muscular progresiva y flacidez muscular (Costa 

2006). 

 

1.1.7.2.2  Carboxilesterasas 

 

Las CaEs de mamíferos son enzimas ubicuas localizadas en el retículo 

endoplasmático (RE) de muchos tejidos. Como se muestra en la Figura 9, al igual que 

AChE, la CaE posee la tríada catalítica de aminoácidos Ser, His, Glu en su sitio activo 

(Casida and Quistad 2004).  

 

      Figura 9. Mecanismo catalítico de carboxilesterasa de mamíferos (Imai 2006). 

 

Estas enzimas hidrolizan ésteres carboxílicos incluyendo ésteres de ácidos 

grasos como palmitoil-CoA, acilcarnitinas y mono-, di- y tri-acilgliceroles. Por otra 
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parte, las CaEs especialmente hCE1 (isoforma hepática), puede llevar a cabo reacciones 

de transesterificación.  También pueden participar en el transporte de ácidos grasos a 

lo largo del RE ó en el mantenimiento de la estructura de membrana. La hidrólisis de 

xenobióticos que contengan ésteres, tioésteres ó amidas les otorga un importante rol 

en la biotransformación de químicos, incluyendo insecticidas y diversas drogas 

(Wallace et al. 1999).  

Los metabolitos oxón de CPF, diazinón y paratión son potentes inhibidores de 

CaE tanto in vitro como in vivo. Estos OFs no son hidrolizados por estas enzimas, pero 

se unen a ellas estequiométrica e irreversiblemente permitiendo de este modo que las 

CaEs sean consideradas “scavengers” estequiométricos de compuestos OFs (Cole et 

al.2010).  La Figura 10 muestra como la CaE pueden ser inhibida por el OF paratión 

como resultado de la unión al grupo fosforilo de este compuesto (Tang et al. 2006). 

 

 

Figura 10. Mecanismo de inhibición de CaE por el OF paratión. El paratión mediado por las 
OFMs se activa a la forma “oxón” (paraoxón). A continuación paraoxón se une a la esterasa y 
es hidrolizado por la adición de agua. Se libera p-nitrofenol y la esterasa fosforilada, pudiendo 
ésta liberar el grupo fosfato y recuperar la actividad catalítica o conservar dicho grupo y 
envejecer perdiendo así la actividad. Modif. de Wheelock et al. 2005. 
  
 

Algunos OFs tiene mayor afinidad para unirse a CaEs que para AChE por lo que 

las CaEs limitan la neurotoxicidad de estos compuestos (Tang et al. 2006). Debido a 

ello resultan un indicador sensible de la exposición ambiental a plaguicidas como se ha 

demostrado en diversas especies (Wheelock et al. 2005). Las CaEs contribuyen así, de 

manera importante, a la detoxificación estequiométrica de muchos de los oxones 

+
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incluso a aquellos que son de baja afinidad para las A-esterasas. Los oxones y fosfatos 

tienen generalmente alta afinidad por el grupo serina del sitio esterásico de AChE, el 

cual es el blanco para la toxicidad aguda. Sin embargo, también, tienen una alta 

afinidad por otras serina-hidrolasas tales como las CaEs. La fosforilación 

estequiométrica de esta enzima genera la liberación del grupo “saliente” del sustrato. 

Dicha fosforilación ocurre a relativamente bajas concentraciones de oxón (Chambers 

et al. 1990). La CaE puede proteger así a la AChE de la inhibición por destrucción de 

oxones antes que tengan oportunidad de circular por el sistema nervioso. Sin 

embargo, al ser una detoxificación catalítica ”suicida”, la enzima es saturable y podría 

limitar su eficacia cuando el OF está presente en altas concentraciones (Tang and 

Chambers 1999).   

 

1.1.7.2.3  Otros blancos de acción 

 

Otros blancos alternativos que pueden contribuir a los efectos secundarios a 

corto y largo plazo son: butirilcolinesterasa que tiene un rol en la regulación de los 

niveles de ACh en el sistema nervioso central (Reid et al. 2013; Tsim and Soreq 2013) 

ácido graso amida hidrolasa, serina hidrolasa que cataboliza lípidos bioactivos entre los 

que se incluyen endocanabionoides; acil péptido hidrolasa, serina proteasa que 

interviene en la degradación proteica; aril formamidasa, enzima que interviene en la 

conversión del triptófano en ácido nicotínico y NADH; los receptores muscarínicos de 

acetilcolina, y el receptor de canabinoides CB1; transferrina, etc (Casida and Quistad 

2004; Terry Jr 2012). 

También se ha demostrado unión covalente de OFs al aminoácido tirosina de 

quinesina, molécula involucrada en el transporte intracelular, lo que debilita las 

interacciones quinesina-microtúbulos necesarias para el transporte axonal (Terry Jr 

2012). Adicionalmente, existen reportes que evidencian que los OFs pueden interferir 

con numerosas vías de señalización en el sistema nervioso central a través de la 

inducción de la fosforilación de quinasas reguladas extracelularmente (del inglés, 

extracellular regulated kinases, ERK) y c-Jun quinasas terminales (del inglés, c-Jun N-

terminal kinases JNK) vía proteina quinasa C (PKC) así como a través de la fosforilación 
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de la proteína de unión al elemento de respuesta de AMP cícliclo (del inglés, cyclic 

AMP response element (CRE)-binding protein, CREB) en diversos sistemas 

experimentales. En particular CPF afecta la expresión de genes que codifican para 

isoformas de PKC y de moduladores de su actividad en el cerebro de ratas en 

desarrollo (Magnarelli and Fonovich 2013). También se ha demostrado que CPF, en 

dosis que no producen signos manifiestos de toxicidad aguda, puede afectar la 

actividad de factores neurotróficos y de sus receptores asociado a la alteración de su 

autofosforilación (Terry Jr 2012). 

  

1.1.8  Utilidad de enzimas blanco como biomarcadores 

 

Un biomarcador desde el punto de vista toxicológico, se define, como una 

respuesta biológica a un agente químico. Sin embargo, no hay duda que la medición de 

un xenobiótico en un sistema biológico es una medida de la exposición (Gil and Pla 

2001). Por lo tanto, a los efectos prácticos, se considera que un biomarcador de 

exposición puede ser un compuesto exógeno (o su metabolito). Es así que el 

biomonitoreo de exposición a plaguicidas OFs implica la medición en medios biológicos 

(orina, sangre, saliva, aire exhalado, cabello, uñas y tejidos) del compuesto parental, 

sus metabolitos o bien los productos de reacción entre el compuesto (o metabolito) y 

un componente endógeno. Sin embargo, la evaluación del riesgo ambiental asociado a 

los plaguicidas OFs puede resultar complejo ya que su bajo coeficiente de partición 

octanol/agua y su alta velocidad de biotransformación evita que estos tóxicos se 

acumulen en la cadena alimentaria y puedan por lo tanto ser detectados por las 

técnicas analíticas convencionales. En ese sentido, el uso de biomarcadores ha sido 

particularmente conveniente para evaluar los efectos de esta clase de compuestos 

(Chambers et al. 2002). De hecho, un biomarcador de efecto se considera indicativo de 

un cambio bioquímico, o de la capacidad funcional de un organismo como resultado de 

la exposición al xenobiótico. En cuanto, al biomarcador de susceptibilidad, es un 

indicador de que el individuo es especialmente sensible al efecto de un xenobiótico o a 

los efectos de un grupo de xenobióticos (Manno et al. 2010). 
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Un biomarcador ideal debería ser altamente específico y capaz de detectar el 

impacto a nivel bioquímico/molecular de forma temprana previo a que los efectos 

adversos sean irreversibles. 

 

1.1.8.1  Acetilcolinesterasa 

 

La AChE ha sido universalmente reconocida como un biomarcador de efecto de 

alta especificidad para OFs y carbamatos (Gil and Pla 2001). No obstante dado que 

refleja el grado de exposición, ha sido utilizada ampliamente en toxicología básica, 

toxicología humana y en ecotoxicología como indicador de exposición, habiéndose 

determinado en tejidos tan diversos como eritrocitos, cerebro, hígado y placenta de 

animales de experimentación (Lassiter et al. 1999). AChE cumple con las condiciones 

necesarias para ser considerado como un biomarcador en la vigilancia biológica: es 

fácil de medir, muestra un comportamiento dependiente de la dosis de exposición a 

contaminantes, es sensible y muestra asociación con los efectos adversos para la salud 

(Lionetto et al. 2013). Desde hace más de dos décadas, se utiliza para evaluar el grado 

de exposición laboral. AChE se expresa en las neuronas colinérgicas y tiene una 

actividad relativamente alta en los eritrocitos, siendo responsable de la degradación de 

ACh plasmática.  

La OMS ha establecido la necesidad de intervención cuando la inhibición de la 

AChE eritrocitaria es del 30% con respecto al valor basal (Ames et al. 1995; Ohayo-

Mitoko et al. 2000). Adicionalmente, el uso de AChE como biomarcador para evaluar la 

exposición a OFs ha sido de utilidad en distintos modelos de estudio: humanos 

(Garabrant et al. 2008;Lionetto et al. 2013; López et al.2007; Rovedatti et al. 2012), en 

peces: (Botté et al. 2012), en ratas (AM Aboul-Soud et al. 2011; Chanda et al. 1997), en 

insectos: (Wu et al. 2011; Kavitha and Rao 2008), entre otros. Hernández y col han 

sugerido la utilidad de usar como biomarcador de exposición a la AChE en la vigilancia 

de los trabajadores expuestos a largo plazo a diferentes plaguicidas OFs y carbamatos 

(Hernández et al. 2005). Por otra parte, en los últimos años se ha demostrado la 

sensibilidad de AChE a otras especies químicas distintas de OFs y carbamatos, como 

metales pesados (Frasco et al. 2005; Frasco et al. 2007) , otros pesticidas como 
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piretroides (Reddy and Philip 1994), triazinas (Davies and Cook 1993) y paraquat 

(Szabó et al. 1992). 

Contrariamente a la inhibición de AChE, existen antecedentes de aumento de 

expresión de AChE después del tratamiento con anticolinesterásicos en células de 

retina (Keller et al. 2001) y cerebro de ratas (Grisaru et al. 1999), lo que se ha 

interpretado como una respuesta autoregulatoria. En este sentido, se ha reportado, en 

diferentes muestreos, un aumento significativo en la actividad de AChE en placenta de 

embarazadas residentes en el área del Alto valle de Río Negro asociado al período de 

pulverizaciones con OFs (Souza et al.2005; Rovedatti et al. 2012; Vera 2010; Vera et 

al.2012).  

 

1.1.8.2  Carboxilesterasa 

 

Los efectos del tratamiento con CPF sobre la actividad microsomal hepática de 

CaE y los niveles de glutatión reducido citosólico (He 1999), sugieren que los 

mecanismos de detoxificación están involucrados en proteger a la célula de los efectos 

inducidos por CPF en la exposición a largo plazo y probablemente en la inducción de 

tolerancia (Cometa et al. 2007). Dado que los OFs tiene mayor afinidad por las CaEs 

que por AChEs, se ha sugerido que CaE representa un biomarcador más sensible para 

evaluar la exposición ambiental de diversas especies a estos tóxicos, por lo que se ha 

propuesto su inclusión en ensayos de monitoreo (Wheelock et al. 2008). Respecto a 

poblaciones expuestas ambientalmente a OFs, estudios realizados en el Alto Valle de 

Río Negro utilizando  saliva de niños en edad preescolar y de sus madres se concluyó 

que la CaE salival refleja más apropiadamente el nivel de expsoción ambiental que 

AChE (Bulgaroni et al. 2012). En relación a la población de embarazadas residentes de 

la misma zona, hemos hallado inhibición de CaE en homogenato de placenta en 

diferentes muestreos durante el período de pulverizaciones. Más aún, dicha inhibición 

resultó menor a partir de la disminución en el uso de OFs acorde a las normas 

establecidas por el control integrado de plagas (Roveatti et al. 2012; Vera et al. 2012). 
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1.2   ESTRÉS OXIDATIVO  

 

1.2.1  Especies derivadas del oxígeno y del nitrógeno 

 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés), consisten en pequeñas 

moléculas de diversas estructuras derivadas del O2 que poseen un electrón 

desapareado en su último orbital. El O2 es una molécula bi-radical, que contiene dos 

electrones desapareados de spin o giro paralelo (conocido como un estado de triplete), 

característica que no lo hace altamente reactivo per se, pero sí es capaz de reaccionar 

con otras moléculas, convirtiéndose en precursor de las demás especies reactivas 

(Turrens 2003). 

Las ROS incluyen a estructuras radicales de O2 como el anión superóxido (O2
−• ), 

el radical hidroxilo (HO•), el radical peroxilo (RO2
• ) y el radical alcoxilo (RO•), y a 

estructuras no radicales, agentes oxidantes que son fácilmente convertidos a radicales 

como, peróxido de hidrógeno (H2O2), ácido hipocloroso (HOCL), ozono (O3) y oxígeno 

en singulete (1O2). 

Las especies reactivas derivadas del nitrógeno son el óxido nítrico (NO•) y las 

especies formadas por reacción de éste con el O2
−•, entre ellas el peroxinitrito 

(ONOO−•), potente oxidante. El NO• es producido por la enzima óxido nítrico sintasa 

(Martínez Vidal et al. 2009) y forma una amplia variedad de especies reactivas 

derivadas del nitrógeno (Ma 2010). 

El O2
−• no es un oxidante fuerte pero es el precursor de la mayoría de las ROS, y 

además está involucrado en la propagación de las reacciones oxidativas en cadena. Por 

dismutación espontánea o reacción catalizada por la enzima superóxido dismutasa 

(Latini et al.2010) se produce H2O2 el cual puede ser totalmente reducido a H2O o 

parcialmente a radical hidroxilo. La generación de HO• a partir de H2O2 y O2
−• ocurre in 

vivo en una reacción conocida como reacción de Haber Weiss, la cual es catalizada por 

los metales de transición cobre o hierro, especialmente Fe3+ (ver reacciones). 

      Fe3+ + O2
−• → Fe2+ + O2 

                           Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + HO•     Reacción de Fenton 

                                     O2
−•  + H2O2 → HO• + OH

-
 + O2             Reacción neta  
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La formación de HO• catalizada por metales Cr2+, Ni2+y Co2+ entre otros, puede 

ocurrir in vitro (Halliwell and Gutteridge 2007). 

  

1.2.2  Fuentes de especies reactivas 

 

El O2
−• ,cuya concentración celular es 10-11 M, se forma en estado fisiológico en 

la mitocondria a nivel del complejo I (NADH-ubiquinona oxido-reductasa), complejo II 

(succinato deshidrogenasa) y complejo III (Ubiquinol citocromo C reductasa)(Turrens 

2003). Su formación en el citosol está dado por diversas oxidasas como la xantina 

oxidasa en el proceso de conversión de xantina a ácido úrico (Dröge 2002) y en RE por 

las oxigenasas citocromo P450 provocando la oxidación de hierro contenido en la 

molécula. 

El H2O2, con una concentración celular del orden de 10-7 M, se genera 

principalmente en los peroxisomas, mediado por la acción de oxidasas sobre O2
−•. En la 

matriz mitocondrial se forma a través de la enzima superóxido dismutasa dependiente 

de manganeso (MnSOD), en el RE mediante flavoproteínas , y en el citosol por la 

enzima superóxido dismutasa dependiente de cobre-zinc (Cu-ZnSOD)(Halliwell and 

Gutteridge 2007).  

La vida media de las ROS son muy diferentes, la difusión del radical HO• es 

limitada, por lo que la reacción con las moléculas blanco se llevan a cabo 

prácticamente en el sitio de generación, algunos radicales peroxilos son relativamente 

estables, con una vida media del orden de segundos, pudiendo difundir lejos del su 

sitio de generación (Sies 1997), mientras que el H2O2 se mezcla fácilmente con el agua 

y puede difundir dentro y entre las células in vivo (Halliwell and Gutteridge 2007). 

 

1.2.3  Acciones biológicas de las especies reactivas 

 

A nivel homeostático, las ROS tienen diversas acciones sobre la función celular 

que incluyen la activación de factores de transcripción redox sensibles tales como AP-

1, p53 y NFkB, quienes regulan la expresión de diversas citoquinas entre ellas las pro 

inflamatorias, la diferenciación celular y la apoptosis. También se activan proteínas 
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quinasas de la familia de las proteína quinasas activada por mitógeno (del inglés, 

mitogen-activated protein kinases, MAPK). La activación de las ERK1/2 promueven la 

supervirvencia celular y la proliferación mientras que la activación de p38 MAPK y 

SAPK-JNK (stress-activated protein kinase–c-Jun amino terminal kinases) generalmente 

inducen la apoptosis. Ambas proteínas quinasas son activadas por fosforilación a 

través de ASK1 (apoptosis-regulating signal kinase 1) la cual se mantiene inactiva por 

su unión a tiorredoxinas en condiciones redox basales (Burton and Jauniaux 2011a). 

  

1.2.4   Sistema antioxidante 

 

Para neutralizar el exceso de ROS y prevenir el daño a ciertas estructuras 

celulares, los organismos aerobios poseen mecanismos de detoxificación enzimático y 

no enzimático. 

a- Mecanismos de detoxificación enzimáticos: incluyen a las enzimas 

antioxidantes SOD, catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx). Estas enzimas tienen la 

característica de poseer un centro metálico mediante el cual transfieren electrones 

para el proceso de detoxificación (Agarwal et al. 2012).  

Se conocen tres isoformas de SOD, SOD dependiente de manganeso de 

localización mitocondrial, SOD dependiente de cobre-zinc, citosólica y extracelular (EC-

SOD), que contiene cobre y zinc en su sitio reactivo. Como se mencionó, todas 

catalizan la conversión de O2
−• a H2O2. 

El H2O2 puede ser removido por dos tipos de enzimas: catalasas y peroxidasas 

como se muestra en la Fig. 11. 

 

 
Figura 11. Esquema de la detoxificación de peróxido de hidrógeno. CAT, catalasa; SOD, 
superóxido dismutasa; PR, peroxirredoxina; GPx, glutatión peroxidasa; GR, glutatión reductasa; 
GSH, glutatión reducido: GSSG, glutatión oxidado; PPP, vía pentosa fosfato. Extraído de 
Kalyanaraman 2013.  
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1.2.4.1  Catalasa  

 

La enzima CAT de mamíferos (EC 1.11.1.6) es un homotetrámero formado por 4 

subunidades idénticas de 60 kDa con un grupo hemo en cada una de ellas (Kirkman 

and Gaetani 2007). Es un enzima ubicua (mitocondrial y peroxisomal) presente en casi 

todos los seres vivos, cataliza la descomposición directa del peróxido de hidrógeno a 

O2 y H2O. 

La función de la CAT es más importante cuando los niveles de H2O2 son bajos, 

mientras que a altas concentraciones de H2O2 es la enzima GPx la responsable de la 

detoxificación (Kalyanaraman 2013). Gaetani y col concluyen que CAT elimina la mitad 

del H2O2  que puede ser generado en condiciones fisiológicas y patológicas sugiriendo 

que GPx elimina la otra mitad. Estos autores además sugieren que 

independientemente de la relación GPx a CAT, la fracción de H2O2 eliminada por la GPx 

debería permanecer igual en un rango de concentraciones de las dos enzimas o de 

velocidad de generación de H2O2 (Gaetani et al. 1996).  

 

1.2.4.2  Glutatión peroxidasa 

 

La GPx (EC 1.11.19) junto a tioredoxina reductasa y a iodotironina deiodinasa 

son identificadas como selenoproteínas, están involucradas en reacciones redox y 

tienen un residuo esencial para la actividad catalítica en el sitio activo: una 

selenocisteína. Las selenoproteínas tienen función biológica en oxidorreducciones, 

señalización redox, defensa antioxidante, metabolismo de hormona tiroidea y en la 

respuesta inmune (Lu and Holmgren 2009). La enzima GPx cataliza la oxidación de 

glutatión a glutatión oxidado utilizando H2O2 o hidroperóxidos orgánicos (ROOH). Esta 

enzima usa como cofactor al selenio, micronutriente esencial, el cual en el ciclo redox 

se oxida a ácido selénico y luego se reduce por el sistema de glutatión como se 

muestra en la Fig. 12.  
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Figura 12. Ciclo redox catalítico de GPx (Lu and Holmgren 2009).  

 

En humanos se conocen cinco isoformas: GPx1, de ubicación citosólica, GPx2 o 

isoforma gastrointestinal, GPx3 o plasmática, GPx4 ubicua para hidroperóxidos 

fosfolipídicos en membranas biológicas y GPx6, específica de epitelio olfativo y 

embrionario (Lu and Holmgren 2009). En homogenato de placenta humana se aisló y 

purificó una isoforma de GPx dependiente de selenio (Awasthi et al. 1979) 

Las GPxs son los principales componentes de la defensa antioxidante. No solo 

protegen a la célula de la toxicidad del H2O2 sino, que detoxifican de hidroperóxidos 

lipídicos convirtiéndolos a sus correspondientes alcoholes, previniendo así, la 

autooxidación de estructuras lipídicas (Christopherson and Glass 1969; Little and 

O´Brien 1968). De la misma manera la GPx dependiente de hidroperóxidos 

fosfolipídicos detoxifica los fosfolipídos oxidados situados dentro de las membranas 

(Kritharides et al. 1998). 

b- Mecanismos antioxidantes no enzimáticos: en éstos participan proteínas 

tales como transferrina, ferritina, ceruloplasmina y metaloproteínas que se unen a 

iones metálicos impidiendo la reacción de Fenton y la formación de radicales hidroxilos 

y otros aldehídos tóxicos.  

Además de enzimas y proteínas encargadas de mantener el estado redox de la 

célula, existen pequeñas moléculas no enzimáticas con actividad antioxidante, entre 

ellas GSH, vitaminas C y E, flavonoides, carotenoides, polifenoles, etc (Ma 2010) y 

mecanismos adaptativos que conducen a la expresión de genes antioxidantes 

(Kalyanaraman 2013). 
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1.2.4.3  Moléculas no enzimáticas con actividad antioxidante  

 

GSH es el mayor buffer redox de la célula, propiedad dada por el grupo tiol. Es 

sintetizado en el citosol a partir de glicina, L-glutamato y L-cisteína, reacción catalizada 

por las enzimas gama glutamil cisteína sintetasa (γGCS) y glutatión sintetasa (GS). GSH 

puede reaccionar directamente con las ROS y detoxificarlas, además, participa como 

molécula de conjugación en la reacción catalizada por la enzima glutatión S-transferasa 

(GST) facilitando la excreción de metabolitos intermediarios de fase I de 

metabolización de xenobióticos (Keppler 1999). 

También participa como equivalente de reducción en la detoxificación de 

lipoperóxidos llevada a cabo por la GPx. En el proceso de detoxificación se forma GSSG, 

el cual es reducido a GSH por acción de GR a expensas de NADPH, esta coenzima es 

generada por la vía de las pentosas fosfato. Otros compuestos tioles como las 787y 

reducir otros peróxidos (Burton and Jauniaux 2011a; Agarwal et al. 2012). 

La vitamina C y el α-tocoferol o vitamina E actúan en forma concertada. La 

vitamina C es hidrosoluble y puede reaccionar rápidamente con O2
−•

 y. HO• formando 

un radical ascorbato el cual reacciona con otro radical similar formando 

dehidroascorbato y ascorbato. Éste es necesario para reducir a la vitamina E oxidada, 

la cual se localiza en membranas biológicas reduciendo a su vez a radicales peroxílicos 

producidos durante el proceso de peroxidación lipídica (Kalyanaraman 2013). 

 

 1.2.4.4  Mecanismos adaptativos de la defensa antioxidante  

 

Ante la exposición continua a niveles moderados de ROS, producidos por 

diversos compuestos oxidantes y/o electrófilos de naturaleza química diversa (ej. 

aceptores de Michael, difenoles, quinonas, arsenicales trivalentes, metales pesados, 

etc,), la célula responde incrementando la síntesis de enzimas y proteínas para 

restaurar el balance redox (Huang et al. 2000; Osburn and Kensler 2008). 
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1.2.4.4.1   Factor transcripcional Nrf2 

 

Un mecanismo central en la defensa celular contra el estrés oxidativo o 

electrofílico está mediado por la inducción transcripcional de genes a través del factor 

transcripcional Nrf2. Forma parte de una familia de factores de transcripción de los 

cuales se conocen cuatro miembros: Nrf1 y Nrf2 que se expresan de forma ubicua, 

Nrf3 se expresa en placenta e hígado y p45 NF-E2 en eritrocitos (Jaiswal 2004; 

McMahon et al. 2001). De ellos, Nrf2 es el factor de transcripción más potente en la 

regulación de la expresión basal e inducida de genes que codifican a las enzimas 

antioxidantes. Pertenecen a una familia de proteínas básicas con un módulo 

característico denominado"zipper" o cierre de leucinas (bZip) en el dominio C-terminal 

(Fig. 13). A través de este dominio, heterodimeriza con proteínas Maf o Jun y se une a 

los genes blancos a través del sitio consenso ARE (antioxidant-response element)(Itoh 

et al. 2003).La secuencia ARE definida como 5'-TGACnnnGCA-3', está presente en 

regiones promotoras de genes que codifican enzimas de detoxificación de fase II y 

proteínas antioxidantes tales como quinona óxido reductasa-1 dependiente de 

NAD(P)H (NQO1), SOD, GST, GPx, hemo oxigenasa-1 (HO-1), glutamato cisteína ligasa, 

CAT y tiorredoxina, entre otros (Eggler et al. 2008; Motohashi and Yamamoto 2004). 

Corriente arriba del dominio bZip de Nrf2 se encuentran: un dominio “Cap’n’Collar” 

(CNC), un dominio acídico para la activación transcripcional, un dominio de unión a 

INrf2 (Inhibibor de Nrf2) y un dominio hidrofóbico N-terminal.  

La actividad de Nrf2 es regulada negativamente por INrf2 o Keap1 (del inglés, 

Kelch-like ECH associated protein 1). INrf2 contiene dos dominios principales, un 

dominio BTB (del inglés, broad complex, tramtrack, and bric-abrac) N-terminal por el 

cual se une a Cul3/Rbx1 y un dominio DGR C-terminal mediante el cual se une a Nrf2. 

INrf2 forma un complejo con Nrf2, y funciona como un adaptador para Cul3/Rbx1 

permitiendo su ubiquitinación y posterior degradación proteosómica (Fainstein 2007; 

Niture et al.2013). 
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 Figura 13. Representación esquemática de los dominios de Nrf2 
                     y Keap1 o INrf2 Niture et al, 2013. 

 

El complejo Nrf2:INrf2 sirve como un sensor del ambiente redox celular. En 

condiciones basales, Nrf2 se encuentra en citoplasma y en núcleo formando un 

complejo con INrf2/Cul3-RBX1, y degradándose continuamente (Kobayashi et al. 2004; 

Niture et al. 2009).  

Bajo condiciones pro-oxidantes se interrumpe la interacción Nrf2-INrf2 

permitiendo la estabilización y activación de Nrf2. La activación de Nrf2 y posterior 

reversión al estado basal, está altamente controlada por eventos de señalización que 

marcan una respuesta de pre-inducción, de inducción y de post-inducción. En la etapa 

de pre-inducción y ante señales electrofílicas u oxidativas, tirosinas quinasas 

desconocidas fosforilan residuos específicos de reguladores negativos de Nrf2 como 

INrf2, Fyn y Bach1 exportándolos del núcleo para su posterior degradación. El núcleo 

se prepara así para importar Nrf2 sin restricciones (Niture et al. 2011). En una segunda 

etapa o respuesta de inducción, las señales oxidativas modifican la cisteína 151 de 

INrf2 citoplasmático, seguida por fosforilación de la serina 40 de Nrf2 mediada por PKC 

resultando en la liberación de Nrf2 de su proteína inhibidora. Nrf2 se estabiliza y 

trasloca al núcleo activando en forma coordinada la expresión de genes de respuesta. 

La etapa final o respuesta de post-inducción controla el “switching off” o apagado de la 

expresión de genes activados por Nrf2. Gsk3β bajo el control de AKT y PI3K, fosforila a 

Fyn y lo conduce al núcleo, allí fosforila la Tyr 568 de Nrf2 resultando en la exportación 

nuclear y degradación de Nrf2. Al mismo tiempo, los reguladores inhibitorios de Nrf2, 

INrf2/Cul3-RBX1, Fyn y Bach1 son nuevamente sintetizados e importados al núcleo. 
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INrf2 mediante la ubiquitinación y degradación de Nrf2, Fyn a través de la fosforilación 

de Tyr568 de Nrf2 seguida de ubiquitinación y degradación y Bach1 debido a que 

heterodimeriza con proteínas Maf y compite con Nrf2 por el sitio de unión a ARE. Todo 

esto lleva al “switching off” de Nrf2 y a suprimir la expresión de genes citoprotectivos 

llevándolos al estado basal (Fig. 14)(Niture et al. 2013). 

 

Figura 14.Activación coordinada de genes mediada por la señalización Nrf2-ARE  
(Niture et al. 2013)  

 

1.2.5   Estrés oxidativo: consecuencias 

 

El aumento en la producción de oxidantes y/o la reducción de antioxidantes 

genera un desbalance redox conocido como estrés oxidativo. En general las ROS en 

bajas concentraciones operan como moléculas de señalización que promueven la 

proliferación celular y la supervivencia, como se mencionó previamente. En contraste, 

un incremento marcado de las mismas puede alterar diversas funciones que de 

persistir conduce a un severo e irreversible daño, resultando en muerte celular. Estos 

efectos patológicos son mediados por la apertura de canales iónicos, peroxidación 

lipídica, modificaciones proteicas y oxidación en el ADN (Ma 2010; Burton and Jauniaux 

2011a; Avery 2011).  
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1.2.5.1  Apertura de canales iónicos  

 

El desbalance redox conduce a la pérdida de la homeostasis del Ca2+ con la 

liberación de iones calcio desde RE y otros depósitos. La mayor concentración de este 

ión se encuentra dentro del RE comparado con la existente en el citosol, la cual es 

mantenida por bombas de la familia Ca2+-ATPasas, necesarias para el correcto 

plegamiento de proteínas. Las ROS son capaces de dañar los canales activando la 

liberación de Ca2+ desde la membrana del RE. Este aumento de calcio, altera vías de 

señalización dentro de la célula, provocando profundos efectos en diversas funciones. 

El incorrecto plegamiento de proteínas lleva a su acumulación generando más ROS y 

estimulando vías de señalización mediados por genes de respuesta a proteínas no 

plegadas (unfolded protein response, UPR) que llevan a la apoptosis celular. Además el 

aumento citosólico de iones calcio, tiene efectos adversos en la función mitocondrial, 

incrementando la propia producción de ROS y la apertura de poros en la membrana 

externa de la mitocondria, condiciones que alteran el potencial de membrana, colapsa 

la síntesis de ATP, se pierde la homestasis iónica y la célula muere por necrosis. 

Cuando el daño oxidativo ocurre en otras organelas o la apertura de poros es 

transitoria, la síntesis de ATP puede ser suficiente para permitir la muerte por 

apoptosis (Burton and Jauniaux 2011a). 

 

1.2.5.2. Oxidación de lípidos 

 

Las membranas plasmáticas o estructuras celulares que contienen grandes 

cantidades de ácidos grasos poliinsaturados son muy vulnerables al ataque de especies 

reactivas. Esto puede producir cambios en la permeabilidad y fluidez de la membrana, 

alterando los gradientes iónicos a ambos lados de la misma (Slater 1988). Como se 

muestra en la Figura 15, la peroxidación lipídica comienza con una fase de inicio en la 

cual, un radical libre con suficiente reactividad extrae un átomo de hidrógeno de un 

ácido graso poliinsaturado. El proceso continúa con un reordenamiento de enlaces que 

estabiliza la molécula por la formación de un dieno conjugado. El radical lipídico 
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reacciona con un oxígeno para formar un radical peroxilo que puede atacar proteínas 

de membrana o puede abstraer otro hidrógeno de una cadena de un ácido graso 

adyacente y así iniciar la fase de propagación, pudiendo oxidar a cientos de lípidos de 

membrana. Unos de los productos de la peroxidación lipídica más estudiado es el 

malondialdehído (MDA). La fase de finalización ocurre cuando un compuesto 

antioxidante como la vitamina E o BHT (butil-hidroxi-tolueno) dona un hidrógeno al 

radical peroxilo y forma el correspondiente radical de vitamina E o BHT que luego 

reacciona con otro radical peroxilo formando un producto no radical (Kalyanaraman 

2013).  

 

Figura 15.  Mecanismo de formación de lipoperóxido (Carney Almroth 2008).  

 

Si el radical peroxilo es atacado en una posición interna, mediante una 

ciclización o una reacción catalizada por metales puede producir un radical alcoxilo 

reactivo. Posterior a la ciclización el ácido graso puede formar un hidroperóxido o 

someterse a otra ciclización la cual produce aldehídos incluyendo malondialdehído 

(MDA) y 4-hidroxi-2-nonenal (Freed et al. 1979), dos productos de oxidación lipídica 

bien caracterizados. 

El MDA puede reaccionar con bases presentes en el ADN originando una 

mutación génica, mientras que el HNE reacciona principalmente con proteínas 

conduciendo a una alteración funcional afectando vías de señalización. El daño 

oxidativo en fosfolípidos puede conducir a la muerte celular no solo a través del daño 

en las membranas sino a través de los productos de peroxidación como HNE. El ataque 

a proteínas tales como JNK y la activación de caspasa 3 son mecanismos que llevan a la 

muerte celular inducida por peroxidación lipídica (Trachootham et al. 2008). 
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1.2.5.3   Oxidación de proteínas  

 

Tanto los aminoácidos libres como los que forman parte de las proteínas 

pueden ser blanco de daño oxidativo. Ciertos sitios de la cadena proteica son 

particularmente susceptibles a la oxidación. Cadenas laterales de proteínas 

conteniendo lisina, arginina, histidina, prolina y treonina son altamente sensibles a la 

oxidación catalizada por metales resultando en la formación de derivados carbonilos 

(grupos aldehídos y cetonas), los cuales pueden ser generados a través de vías de 

glicoxidación, peroxidación lipídica, α-amidación, etc. Debido a esta variedad de 

mecanismos, el nivel de proteínas carboniladas es usado como marcador de oxidación 

proteica y estrés oxidativo. El secuestro de un hidrógeno del grupo tiol de una cisteína 

lleva a la formación de puentes disulfuros y a un plegamiento anormal de proteínas 

que de manera análoga a la activación de ASK1, este anormal plegamiento lleva a la 

pérdida de la función de la proteína, a la agregación y a la muerte celular. El radical 

peroxinitrito (ONOO-) puede reaccionar con residuos tirosina y formar nitrotirosina 

que a niveles fisiológicos puede ser un proceso selectivo y reversible pero a niveles 

mayores son perjudiciales (Trachootham et al. 2008; Burton and Jauniaux 2011a). 

 

1.2.5.4   Oxidación de ADN 

 

El ADN puede ser menos susceptible a la oxidación comparada con proteínas y 

lípidos debido a su estructura de doble hélice y al escudo protector dado por las 

histonas y otras proteínas de revestimiento, sin embargo el daño oxidativo al ADN 

nuclear es detectable bajo ciertas condiciones. Las bases púricas, pirimídicas y 

azúcares que contienen N y O en su estructura actúan como centros nucleofílicos y son 

altamente susceptibles a reaccionar con electrófilos especialmente HO•. Los radicales 

ONOO-• y NO• reaccionan con bases del ADN e inducen las roturas de simple cadena. 

Los ataques contra los hidratos de carbonos pueden causar la ruptura de cadenas, 

mientras que a nivel de las histonas pueden llevar a entrecruzamiento e interferir con 

el plegamiento de la cromatina, la reparación del ADN y la transcripción, resultando en 

una expresión génica aberrante (Trachootham et al. 2008). 
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1.3  PLACENTA       

 

La placenta es un órgano transitorio que se forma durante el embarazo para 

mantener el crecimiento y desarrollo del embrión-feto. Cumple una multitud de roles 

críticos para la protección del feto en desarrollo. Es una barrera semipermeable que 

separa la madre y el feto y regula el intercambio de nutrientes, gases, desechos y 

moléculas endógenas y exógenas entre las circulaciones fetal y materna. Sirve como un 

órgano endócrino produciendo varias hormonas asociadas al embarazo y factores de 

crecimiento y asegura la protección del feto del ataque inmune maternal. También 

interfiere con el ingreso de drogas al feto ya que expresa transportadores de 

membrana y enzimas que participan en el metabolismo de xenobióticos. El desarrollo 

de estrategias para entender el rol de la placenta contra el ingreso de drogas es un 

desafío en toxicología (Ji et al. 2013)(. 

 

1.3.1  Desarrollo 

 

El desarrollo de la placenta humana comienza cuatro días posterior a la 

fecundación cuando un grupo de células embrionarias indiferenciadas inicia una 

división celular asimétrica y da origen al blastocisto que contiene dos poblaciones 

diferentes de células, la masa celular interna que origina al embrión y la externa o 

trofoblasto (TS) que consiste de células madres que establecen contacto estrecho con 

la mucosa uterina y forman la placenta. La implantación del blastocisto en el útero, 

hecho que ocurre en el sexto o séptimo día posterior a la fecundación, requiere de la 

interacción entre el trofoblasto y el endometrio (Benirschke et al. 2012). En la 

implantación, el blastocisto penetra en el epitelio luminar, atraviesa la lámina basal y 

se inserta en el estroma. Durante la implantación el trofoblasto comienza a invadir el 

tejido materno iniciando el proceso de vascularización con el fin de mantener un 

sistema vascular feto-placentario. Simultáneamente tiene lugar la remodelación 

vascular materna para generar la circulación útero-placentaria. Para que la 

placentación ocurra exitosamente es requerida una sincronización de la 
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vasculogénesis, angiogénesis y función trofoblástica, llevadas a cabo por numerosos 

factores que actúan por mecanismos autócrinos y parácrinos (Lunghi et al. 2007). En 

este estadio del desarrollo, el trofoblasto está unido al embrión mediante un 

pedúnculo de fijación que dará lugar al cordón umbilical.  

Tanto la implantación como la placentación producen un cambio significativo 

en las características de la pared uterina en respuesta a diferentes moléculas 

moduladoras. Esta transformación, denominada decidualización consta de una serie de 

eventos destinados a crear un ambiente propicio para recibir al blastocisto y permitir 

el desarrollo embrio-fetal. La transformación del endometrio a decidua consiste en la 

modificación de células del estroma endometrial, glándulas uterinas, vasos sanguíneos 

y células inmune uterinas. Se cree que la decidualización regula la invasión 

trofoblástica subsecuente y la formación de la placenta por alteración en la expresión 

de factores reguladores tales como metaloproteinasas, citoquinas, integrinas de 

superficie y moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. El trofoblasto, a su 

vez, libera señales parácrinas las cuales modulan la expresión génica de las células 

deciduales del estroma (Lunghi et al. 2007). 

 

1.3.2  Diferenciación del trofoblasto 

 

Las células TS constituyen el primer linaje celular que exhibe una función 

altamente diferenciada durante el desarrollo del embrión (Fig. 16). 

 Las células citotrofoblásticas (CTB) primitivas indiferenciadas que derivan de las TS dan 

lugar a dos tipos celulares (Bischof and Irminger-Finger 2005; Ji et al. 2012). Los CTBs 

vellosos (CTBv) que fusionan dando lugar al sinciciotrofoblasto (STB) multinucleado 

que cubre la vellosidad flotante, la cual está rodeada de sangre materna. El STB es 

responsable del transporte de proteínas y de la producción de hormonas tales como la 

gonadotrofina coriónica (hCG) y lactógeno placentaria, que participan en la 

homeostasis del embarazo (Lunghi et al. 2007). 
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Figura 16. Diferenciación del trofoblasto humano: (VA) vellosidad de anclaje, (CTBv) 
citotrofoblasto velloso, (D) decidua, (M) miometrio, (AE) arteria espiralada, (CC) células 
columnares, (EIV) espacio intervelloso, (STB) sinciciotrofoblasto, (VF) vellosidad flotante 
(Knöfler 2010. 
 

Está involucrado en el intercambio de gases, nutrientes y desechos a través de 

la interfase materno-fetal. La capacidad absortiva de esta capa celular está maximizada 

por la presencia de microvellosidades que incrementan considerablemente la 

superficie. Además exhibe un alto grado de tolerancia inmunológica dada por la falta 

de expresión de los antígenos leucocitarios humanos clase I (Nakamura 2009). La 

fusión CTB-STB es un proceso fisiológico específico de la placenta que se inicia con 

modificaciones de la membrana plasmática de ambas células tales como expresión de 

sincitina, caderina 11, fosfatidilserina y conexina 43, entre otras (Gauster et al. 2009). 

Este mecanismo de fusión permite mantener el “turn over” del STB el cual es no 

proliferativo, cuyos núcleos apoptóticos son liberados en los llamados “knots” 

sinciciales (Gauster et al. 2009). Recientemente se ha reportado que la apoptosis y 

liberación de fragmentos del STB no ocurre espontáneamente sino como consecuencia 

de apoptosis e injuria inducida por un insulto en una región localizada del STB 

(Longtine et al. 2012). Los CTBs extravellosos (CTBev) proliferan para formar el vello de 

anclaje y unen la placenta a la pared uterina (Knöfler 2010). Parte de estas células 

llamadas columnares se liberan y migrar a la decidua. Una subpoblación de estas 

células (células trofoblásticas intersticiales) invade el endometrio hasta el primer tercio 

del miometrio anclando el feto a la madre. Estas células se diferencian en células 

gigantes en las zonas más profundas del lecho placentario (Knöfler 2010). Otra 
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subpoblación adquiere características similares a las células endoteliales (células 

trofoblásticas endovasculares). Dichas células penetran en las arterias uterinas 

espiraladas y reemplazan a las células endoteliales maternas. Estas modificaciones 

resultan en el mayor diámetro de los vasos que inician y sostienen el flujo sanguíneo 

dentro del espacio intervelloso, necesario para mantener los requerimientos de 

crecimiento del feto (Knöfler 2010; Wang 2010). Recientemente se ha sugerido la 

existencia de otra subpoblación de CTBev, denominados endogandulares que 

participarían en el remodelado de las células  

glandulares abriendo las glándulas uterinas al espacio intervelloso generando un 

mecanismo de nutrición histiotrófica al embrión (Fitzgerald et al. 2010; Moser et al. 

2010).  

La diferenciación del trofoblasto está regulada por factores ambientales, tales 

como la tensión de oxígeno en la interfase materno-fetal y por varias hormonas y 

factores de crecimiento, incluidos los miARNs (Ji et al. 2013). La concentración de O2 es 

crítica ya que la hipoxia promueve la proliferación trofoblástica y la normoxia la inhibe 

e induce la migración celular (James et al. 2006). La desregulación de las actividades 

del trofoblasto, especialmente por defectos en la invasión de los CTBev y la 

subsiguiente falla en el remodelado de las arterias espiraladas son mecanismos que 

subyacen al desarrollo de la preeclampsia, un desorden asociado al embarazo 

caracterizada por hipertensión y proteinuria. 

 

1.3.3 Función de la placenta  

 

La implantación y placentación humana es un proceso único entre las especies 

mamíferas. La placenta humana es hemocorial y se caracteriza por el contacto directo 

entre la sangre materna y el trofoblasto. Funcionalmente se divide en unidades 

vasculares llamadas cotiledones, cada cotiledón está formado por un árbol velloso o 

vellosidades coriónicas, que actúan de barrera separando la circulación materna de la 

circulación fetal. Cada vellosidad está compuesta por estroma velloso, CTB, STB y por 

el endotelio de los capilares fetales (Fig. 17). Durante la gestación el espesor del STB 
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disminuye, el CTB se vuelve discontinuo y los procesos de intercambio entre la madre y 

el feto se facilitan (van der Aa EM et al. 1998). 

Como se mencionó, la placenta es un órgano altamente permeable a sustancias 

químicas que atraviesan desde la sangre materna al feto. Esta barrera formada por el 

STB, tiene la membrana de las microvellosidades en borde de cepillo en contacto 

directo con la sangre materna, constituyendo la cara apical de la membrana plasmática 

del STB. En la cara baso-lateral, la membrana carece de microvellosidades contactando 

con la circulación fetal. Ambas membranas además de ser estructuralmente distintas, 

difieren en la localización de los transportadores, enzimas y receptores hormonales 

(Prouillac and Lecoeur 2010).  

 

 

 Figura 17. Esquema de la localización y estructura de la barrera placentaria humana  (Prouillac 

and Lecoeur 2010).  

 

Las embarazadas están expuestas a una amplia variedad de agentes químicos. 

La exposición más frecuente proviene de la administración de medicamentos, factores 

relacionados al estilo de vida, tales como el cigarrillo, drogas de abuso, consumo de 

alcohol o factores ambientales y ocupacionales. La exposición ambiental varía 

geográficamente entre la población urbana y rural. Por lo que el feto está expuesto no 

solo a los xenobióticos que incorpora la madre en forma voluntaria sino también a los 

provenientes de los alimentos, del agua y del medio ambiente. En consecuencia el 

ambiente químico del feto está regulado por la acción de transportadores y de enzimas 
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biotransformadoras que selectivamente transportan y remueven compuestos 

químicos. 

 

1.3.4  Enzimas del metabolismo de xenobióticos en placenta 

 

La capacidad de biotransformación de la placenta representa del 2 al 3,3 % de 

la capacidad hepática (Rama Sastry 1998). Posee enzimas metabolizantes de fase I y II 

(Marin et al. 2004; Pasanen 1999). Las distintas isoformas de CYP varían con el 

desarrollo de la función placentaria, el tiempo de gestación y el estado de salud 

materno (Hakkola et al. 1996a; Hakkola et al. 1996b). Si bien la placenta humana 

expresa una variedad de ARNm de enzimas metabolizantes de xenobióticos durante el 

primer trimestre y en placenta a término, unas pocas son funcionalmente activas en el 

primer trimestre, mientras que sólo se demostró la inducción de CYP1 A1 en placentas 

a término de mujeres expuestas laboralmente a contaminantes medioambientales. De 

las enzimas de metabolización de fase II involucradas en la detoxificación de 

organofosforados, se ha detectado expresión de las enzimas GST, sulfo transferasas y 

UDP glucuronil transferasas (Myllynen et al. 2005) (Anexo 1-Tablas III y IV). 

 

1.3.5 Transportadores y bombas de eflujo 

 

La placenta humana expresa un gran número de proteínas transportadores (Ni 

and Mao 2011; Vähäkangas and Myllynen 2009). Dependiendo de la localización y 

función de estos transportadores pueden incrementar o disminuir la transferencia de 

xenobióticos a través de la placenta hacia la circulación fetal. La expresión difiere en la 

cara apical o basal de la membrana del STB originando un transporte polarizado. Esta 

complejidad aumenta por el hecho de que las células de los capilares fetales también 

poseen transportadores. Numerosos estudios sugieren que varios transportadores ABC 

(del inglés, ATP binding cassette) disminuyen la exposición fetal a xenobióticos 

(Myllynen et al. 2007). En el Anexo I-Tabla V se resume los transportadores placentales 

de xenobióticos y su distribución polarizada en la placenta. 
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1.3.6  Sistema colinérgico placentario  

 

La placenta humana, un tejido no-neuronal, contiene un activo sistema 

colinérgico que incluye ACh, colina acetiltransferasa (ChAT), AChE y receptores 

muscarínicos y nicotínicos de ACh (mAChR y nAChR)(Bhuiyan et al. 2006; Fant and 

Harbison 1981; Lips et al.2005). 

La ACh es sintetizada por la enzima ChAT a partir de colina y acetil coenzima A e 

hidrolizada por AChE en colina y acetato. A diferencia de lo que ocurre en las neuronas 

colinérgicas, la ACh no se encuentra almacenada en vesículas sino que se sintetiza y 

libera cuando es necesario. La colina es transportada desde el espacio extracelular al 

interior de la célula por dos subtipos de transportadores catiónicos orgánicos 

poliespecíficos, OCT1 y OCT3 (Wessler and Kirkpatrick 2008). 

La ChAT se observó principalmente dentro del CTB de placentas pretérmino y 

en células mesenquimales de igual manera que la enzima óxido nítrico sintasa 

endotelial (eNOS), sugiriendo que la ACh puede interactuar con las vías de señalización 

dependientes de óxido nítrico (ON). Usando como modelo células BeWo derivadas de 

coriocarcinoma humano y un agonista de ACh se demostró la habilidad de este 

agonista para incrementar significativamente el Ca2+ intracelular y la producción de ON 

en presencia de estradiol. Este efecto fue revertido por un inhibidor de mAChR, 

sugiriendo que actúa vía receptores muscarínicos. Estas interacciones sugieren un rol 

fisiológico relevante en la interfase materno-fetal, apoyando la hipótesis de que el 

sistema colinérgico placentario interactúa con el ON y vías de señalización de 

estrógenos para regular el crecimiento y/o la función placentaria (Bhuiyan et al.2006). 

Además la ACh actúa como molécula de señalización vía nAChR regulando el 

transporte de nutrientes, el flujo y volumen sanguíneo en vasos placentarios y la 

vascularización durante el desarrollo de la placenta (Kawashima and Fujii 2008). 

 

1.3.7  Mecanismos generadores de especies reactivas en la placenta 

 

Se reconocen diversos mecanismos fisiológicos generadores de especies 

reactivas durante la gestación (Myatt and Cui 2004). Entre ellos cabe señalar a la 
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cadena transportadora de electrones en las mitocondrias, la cual produce O2
−• y es 

considerada una potencial fuente de peróxidos lipídicos. Diversos autores sostienen 

que el estrés oxidativo presente en la gestación, es debido en parte  al incremento de 

la masa mitocondrial a medida que transcurre la gestación (Casanueva and Viteri 

2003). 

Otro mecanismo de generación de O2
−• está mediado por el aumento en la 

actividad de la enzima xantina oxidasa localizada en las células endoteliales, estroma y 

vellosidades de la placenta. Este aumento es coincidente con el período de reperfusión 

de la misma, en el cual se demuestra además un aumento de nitrotirosina en el 

trofoblasto y la activación de varias vías de apoptosis (Hung and Burton 2006). 

También se registra una mayor actividad de la enzima NADPH oxidasa entre las 

semanas 7 y 13 de gestación coincidente con la mayor expresión de la misma en el CTB 

y microvellosidades. Esto lleva a hipotetizar que las NADPH oxidasas pueden contribuir 

a la diferenciación y proliferación del trofoblasto (Poston and Raijmakers 2004). 

La expresión de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) en el STB, y la NOS 

tipo II u óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), que se expresa en las células de 

Hofbauer (macrófagos placentarios), generan óxido nítrico, el cual es un potente 

vasodilatador de la vasculatura placentaria manteniendo el tono vascular basal y 

atenuando la acción de los vasoconstrictores (Ghabour et al. 1995;Myatt et al.1997). 

 

     1.3.8   Moléculas antioxidantes  

 

En la placenta humana se ha demostrado la actividad de enzimas antioxidantes 

tales como MnSOD, Cu-ZnSOD, CAT, GPx, GST, y tiol-sulfuro oxidorreductasas, además 

de la presencia de antioxidantes no enzimáticos endógenos como el GSH y exógenos 

como las vitaminas E y C (Myatt and Cui 2004). 

Coincidente con el establecimiento de la circulación úteroplacentaria se ha 

demostrado un aumento en la expresión de genes de las enzimas antioxidantes CAT, 

GPx y SOD por lo que se lo considera como un mecanismo de respuesta adaptativa del 

tejido placentario (Wand and Walsh 1996). 
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1.3.9  El rol del oxígeno en la regulación de la invasión del trofoblasto 

 

La hipoxia fisiológica que caracteriza al primer trimestre de la gestación 

(semana 10 de la gestación), con niveles de presión de O2  menores a 20 mm Hg, ejerce 

un efecto regulatorio en el desarrollo y función del tejido placentario, influenciando la 

proliferación, diferenciación e invasión del trofoblasto (Ji et al.2013; Genbacev et al. 

1997), así como la vasculogénesis de las vellosidades (Charnock-Jones and Burton 

2000). La hipoxia actúa modificando la expresión de genes y estabilidad de ARNm 

(Caniggia et al. 2000). Por ejemplo, estimula la expresión del factor inducible por 

hipoxia (HIF1α) el cual mantiene la proliferación y del factor de transcripción Hash-2 

que previene la diferenciación. Se ha reportado un efecto inhibitorio de la hipoxia 

sobre la invasión del CTBev. Además el balance oxidativo influencia la diferenciación 

del CTBv y la función del CTBev afectando la sobrevida y el desarrollo del embrión. 

Se sabe que la hipoxia de las células madre embrionarias induce la expresión 

génica de HIF1α que, a su vez, activa varios genes involucrados en proliferación / 

diferenciación y respuestas celulares adaptativas a la baja disponibilidad de 

O2(Ramirez-Bergeron et al.2004). El ambiente hipóxico, en el cual el embrión se 

desarrolla en el embarazo temprano puede servir para proteger los tejidos fetales y los 

procesos de desarrollo contra los efectos nocivos de las ROS durante las fases críticas 

de la embriogénesis y organogénesis. Esta protección es potenciada por la existencia 

de mecanismos de defensa antioxidante interno y externo. Los primeros comprenden 

principalmente enzimas antioxidantes como la SOD, GPx y gamma-glutamilcisteína 

sintetasa. Mientras que los mecanismos de defensa externos están representados por 

los antioxidantes no enzimáticos tales como hipotaurina, taurina y ácido ascórbico 

(Guérin et al. 2001; Jauniaux et al. 2003b). 

Por otro lado, se cree que un inicio prematuro y generalizado de la circulación 

placentaria materna, antes del desarrollo de la defensa antioxidante en la placenta, 

está correlacionado con daño oxidativo del trofoblasto y podría representar una de las 

causas de la pérdida temprana del embarazo (Jauniaux et al. 2003a). La demostración 

que concentraciones fisiológicas de ROS ejercen efectos beneficiosos ha llevado a la 

formulación de la "teoría del desarrollo de radicales libres". Según esta teoría, el 
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desarrollo de los organismos puede estar influenciado por suministros diferenciales de 

O2 y/o gradientes en el estado redox intracelular (Allen and Balin 1989). De hecho, se 

sabe que concentraciones bajas de ROS estimulan la proliferación celular, así como la 

expresión génica, y se ha sugerido que las acciones favorables de las ROS pueden estar 

relacionadas con el control de la reacción inflamatoria local. Se hipotetiza que altas 

concentraciones de ROS pueden iniciar y propagar un proceso inflamatorio resultando 

en una apoptosis del tejido placental. 

El flujo de sangre materna está limitado para ingresar a la placenta hasta la 

semana 8-9 de gestación debido a la oclusión en la punta de las arterias 

uteroplacentarias por células trofoblásticas endovasculares ocasionado por una 

incompleta remodelación de las arterias espiraladas (Fig. 18)(Genbacev et al. 1997; 

Jauniaux et al. 2003b). La pérdida de estos tapones celulares luego de la semana 10-12 

permite establecer la circulación intervellosa y la presión de O2 se eleva hasta 40-80 

mm Hg. Esta tensión en el espacio intervelloso disminuye gradualmente desde el 

segundo al tercer trimestre, alcanzando aproximadamente 40 mm Hg en el tercer 

trimestre debido al aumento del consumo de O2 fetoplacentario. 

 

 

 

Figura 18. Diagrama de la interfase útero-placentaria A: primer trimestre, B: segundo y tercer 
trimestre de gestación. (VA) vellosidad de anclaje, (TEV) trofoblasto extra vellososo (Jauniaux 
et al. 2006). 
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Al final del primer trimestre, como consecuencia del ingreso de altas 

concentraciones de O2 se produce un estallido de estrés oxidativo que se evidencia en 

la periferia de la placenta temprana (Jauniaux et al. 2000), esto ocurre en un estadío 

de la gestación cuando el trofoblasto posee bajas concentraciones y actividad de 

enzimas antioxidantes, provocando un daño oxidativo local que lleva a la degeneración 

progresiva de vellosidades disparando la formación de las membranas fetales, 

esenciales para permitir el parto vaginal (Jauniaux et al.2003b). 

Además, el estrés oxidativo estimula la síntesis de estrógenos y de la hormona 

hCG cuya concentración sérica alcanza el pico máximo al finalizar el primer trimestre. 

La enzima CYP19 involucrada en la síntesis de estrógenos, es regulada a nivel 

transcripcional por O2, lo cual justificaría el aumento significativo de esta hormona al 

comienzo del segundo trimestre (Mendelson et al. 2005). Como se mencionó, la 

placenta se adapta a estos cambios en los niveles de O2 por modulación del HIF1α y 

por incremento de la defensa antioxidante celular (Carter 2000). HIF1α regula la 

expresión de genes requeridos para la adaptación celular a bajas concentraciones de 

O2, además puede regular la proliferación celular y la apoptosis mediada por genes 

tales como p53, p21 y Bcl2 (Majmundar et al. 2010). 

Finalmente otra etapa de la gestación que cursa con estrés oxidativo fisiológico 

es la que implica el fenómeno de isquemia-reperfusión que ocurre durante las 

contracciones uterinas. Este estímulo crónico podría tener un efecto regulador de la 

defensa antioxidante (Hung et al. 2001). 

 

1.3.10   Efectos de los organofosforados en la  placenta 

 

El sistema colinérgico de la placenta demostró ser un blanco sensible a la 

exposición a OFs tanto en animales de experimentación como en humanos. Se 

demostró que una sola dosis cutánea del OF metilparatión administrada a ratas 

preñadas disminuyó la actividad de la AChE en placenta (Abu-Qare and Abou-Donia 

2001). Sin embargo, como se mencionó, esta enzima aumentó durante el periodo de 

aplicación de OFs en la exposición subcrónica de residentes rurales, sugiriendo una 
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respuesta adaptativa (Rovedatti et al. 2012; Souza et al. 2005). Por otra parte, el 

análisis inmunohistoquímico de placentas de ratas expuestas a dosis subletales de 

metilparatión demostró disminución en la expresión de los receptores mAChR M1 y 

M2 respecto al grupo control (González-García et al. 2008). Estos hallazgos indican que 

podrían afectarse las funciones colinérgicas de la placenta por exposición a OFs.  

También ha sido reportado el impacto de OFs en la morfología de la placenta. 

Mediante un análisis morfométrico de placentas obtenidas de mujeres residentes en 

zonas agrícolas, expuestas a plaguicidas anticolinesterásicos, se determinó que el 

índice de madurez placentaria fue mayor en la región central que en zonas periféricas 

comparadas con el de mujeres no expuestas, cuyos índices fueron similares en ambas 

regiones. Se ha sugerido que una alteración en la concentración de ACh, la cual podría 

estar relacionada con el desarrollo de las vellosidades terminales y/o los vasos 

sanguíneos, precedería a las alteraciones morfológicas observadas (Acosta-Maldonado 

et al. 2009). Además, en algunas placentas de mujeres expuestas ambientalmente al 

plaguicida metilparatión, se observaron mediante microscopía electrónica, 

alteraciones como microinfartos, microcalcificaciones y depósito de material fibrinoide 

junto a una mayor proporción de características atípicas de las vellosidades (Levario-

Carrillo et al. 2001). Estos autores también reportaron en placentas de ratas expuestas 

oralmente a metilparatión múltiples alteraciones en células trofoblásticas y deciduales, 

aumento del número de vacuolas fagosómicas en las células, áreas hemorrágicas y 

fibrosadas en la decidua y persistencia de células inmaduras en circulación fetal, entre 

otras (Levario-Carrillo et al. 2004). 

En un estudio realizado en la zona del Alto Valle de Río Negro, se demostraron 

cambios en el perfil lipídico de la fracción nuclear y mitocondrial liviana 

correspondiente al STB de placentas provenientes de mujeres residentes rurales 

expuestas a OFs. Dichos cambios resultan compatibles con eventos proliferativos (Vera 

et al. 2012).  

 

1.3.11  Patologías del embarazo: sistemas experimentales de estudio 
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La perturbación de las funciones del trofoblasto puede ocasionar una variedad 

de complicaciones del embarazo como malformación, retraso del crecimiento fetal, 

aborto espontáneo y muerte fetal. Por ejemplo, una invasión limitada del trofoblasto 

por los vasos maternos se ha correlacionado con preeclampsia y restricción del 

crecimiento fetal, mientras que una invasión excesiva del trofoblasto se asocia con 

mola invasiva, placenta acreta y coriocarcinoma (Bernirchke 2006). 

Además, como se mencionó, las embarazadas están expuestas a una amplia 

variedad de agentes químicos. Estos compuestos pueden interferir con la función 

placentaria a diferentes niveles: en las vías de señalización, en la producción y 

liberación de hormonas y enzimas, en el transporte de nutrientes y productos de 

desecho, en la implantación, crecimiento celular y maduración y finalmente, en la fase 

terminal de la vida placentaria/ parto. Por lo tanto, cualquier desviación del desarrollo 

normal puede constituir una amenaza potencial para la función placentaria, resultando 

en partos prematuros, malformaciones congénitas o aborto en el peor de los casos. Sin 

embargo, es bien sabido que la placenta tiene una capacidad de reserva sustancial 

modulando estos efectos tóxicos. En lo que respecta a la toxicología placentaria, hay 

dos áreas principales de investigación, una de ellas estudia los cambios que se 

producen en los xenobióticos una vez ingresados en el tejido placentario y la otra 

estudia las modificaciones anatómicas y / o funcionales que se producen en el mismo 

como consecuencia de la exposición a xenobióticos. 

Para abordar estos temas numerosos modelos in vitro utilizando tejidos 

placentarios humanos y animales se han desarrollado en las últimas décadas (Bode et 

al. 2006; Correia Carreira et al. 2011; Evseenko et al. 2006; Glazier and Sibley 2006). 

Los estudios en animales dan información valiosa acerca de los efectos y la cinética de 

compuestos químicos en la unidad feto-placentaria. En los últimos años, los modelos 

animales “knockout” han proporcionado nuevos conocimientos sobre la importancia 

de los transportadores placentarios en estudios de toxicidad del desarrollo. Los 

modelos animales que imitan la situación humana se basan fundamentalmente en la 

organización histológica hemocorial de la placenta en roedores y primates. Es 

importante considerar las diferencias entre especies en lo que respecta a 

permeabilidad placentaria, actividad de transporte, patrones de flujo de sangre y las 
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actividades metabólicas (Enders and Blankenship 1999). Por otra parte, la estructura 

placentaria sufre cambios durante el embarazo (Panigel 1986). Por lo que, 

dependiendo de la especie, los productos químicos y toxinas pueden interferir 

diferentemente en el desarrollo placentario. También puede haber cambios en la 

función placentaria debido a la exposición a sustancias químicas durante los diferentes 

períodos de la gestación. Por lo tanto, las diferencias entre las especies deben tenerse 

en cuenta en los intentos de extrapolar los resultados a los seres humanos. 

Los modelos in vitro procedentes de placenta humana constituyen una opción 

atractiva porque este órgano resulta fácilmente disponible para estudios 

experimentales Hutson et al. 2011). Los métodos varían desde la utilización de 

fracciones subcelulares aisladas, líneas celulares establecidas originadas de placenta 

humana, cultivo de células primarias aisladas de placenta humana, cultivos de 

explantos placentales a modelos de perfusión placentaria. 

La perfusión placental humana retiene la estructura, incluyendo la polarización 

de la célula del STB por lo cual es un modelo válido para estudios de transporte 

placental. Los sistemas basados en el modelo de líneas celulares establecidas 

originadas de placenta humana han demostrado ser herramientas útiles para el 

estudio de expresión y función de proteínas transportadoras, así como del 

metabolismo de xenobióticos. Las líneas celulares comúnmente utilizadas en 

investigación toxicológica son las BeWo, JAR y JEG-3, las cuales están disponibles desde 

hace más de 30 años (Kohler and Bridson 1971; Patillo and Gey 1968; Patillo et al. 

1971). El cultivo de células primarias aisladas de placenta humana es utilizado 

rutinariamente en algunos laboratorios. Sin embargo, comparado con el uso de líneas 

inmortalizadas, es un método laborioso. El procedimiento incluye una digestión con 

tripsina del vello placental seguida por pasos de purificación (Kliman et al. 1986). 

Además se debe considerar que los trofoblastos primarios no proliferan en cultivo, lo 

que es una desventaja importante. Por otro lado, las células primarias claramente 

tienen la ventaja de representar a las células normales, mientras que las líneas 

celulares son provenientes de coriocarcinoma. 

Los cultivos de explantos placentarios humanos han sido ampliamente 

utilizados en la investigación placentaria. Los primeros estudios se centraron en 
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transporte placentario, metabolismo y función endocrina pero también se ha utilizado 

para otros fines, como es el estudio de la proliferación celular y diferenciación 

(Genbacev et al. 1992; Orendi et al. 2011). Los tejidos placentarios usados para los 

experimentos han sido principalmente de primer y tercer trimestre. De manera similar 

a la situación in vivo, los explantos vellosos contienen múltiples tipos celulares además 

de células trofoblásticas incluyendo células del estroma mesenquimales 

(miofibroblastos, fibroblastos, células musculares lisas), células endoteliales, células de 

la sangre y las células inmunes placentarias, lo cual es una ventaja para este sistema 

(Miller et al., 2005). Del mismo modo a las células trofoblásticas primarias, los 

explantos vellosos pueden utilizarse para estudiar los mecanismos de transferencia 

transplacentaria, así como la regulación de los transportadores y enzimas del 

metabolismo de xenobióticos. Sin embargo, porque no poseen una membrana 

continua no son útiles para el estudio de transporte transplacental. 

En relación al uso de sistema libre de células, este incluye homogenato total o 

fracciones subcelulares, (citosólicas, microsomas) utilizados ampliamente en estudios 

del metabolismo de xenobióticos (Partanen et al. 2010; Vähäkangas et al. 1989). 
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                                                   HIPÓTESIS 

 

La alteración del balance redox y el estrés oxidativo placental se asocian a 

diversas complicaciones de la gestación (Al-Gubory et al. 2010; Burton and Jauniaux 

2011b; Burton et al. 2009). Además se ha sugerido que el estrés oxidativo puede ser el 

vínculo clave entre insultos adversos y la programación fetal (Luo et al. 2006; Merlot et 

al. 2008). Teniendo en cuenta la alta vulnerabilidad de esta etapa y considerando que 

la placenta es una matriz de fácil acceso, se planteó la siguiente hipótesis de trabajo: 

 

 

“La exposición a plaguicidas OFs impacta sobre el balance redox de la 

placenta con consecuencias que pueden abarcar desde una respuesta adaptativa de 

las enzimas de la defensa antioxidante hasta la injuria y muerte celular”. 
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                                                     OBJETIVOS 

 

Considerando que el balance redox representa una pieza clave en la 

fisiopatología placentaria y que existen escasos antecedentes referidos al impacto del 

estrés oxidativo en la exposición a OF, este plan de tesis tuvo los siguientes objetivos:  

 

3.1  Objetivo General 

 

Analizar el efecto de plaguicidas OFs en el estado redox de la placenta y en 

cultivos de células trofoblásticas y su asociación con los mecanismos de respuesta al 

estrés oxidativo. 

 

3.2  Objetivos Específicos 

 

En el presente trabajo de tesis se utilizó como modelo de estudio poblacional 

homogenato de placentas provenientes de mujeres expuestas ambientalmente a OFs y 

como modelo in vitro  la línea celular JEG-3 derivada de coriocarcinoma humano. Para 

el primer modelo se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

 

  Estudiar si los OFs modifican la actividad del CaE.  

 Analizar el efecto de la exposición a OFs sobre los niveles de GSH, 

peróxidos lipídicos y carbonilación de proteínas. 

 Estudiar el efecto de la exposición a OFs sobre la actividad de enzimas de 

la defensa antioxidante CAT y GPx. 

 Estudiar el efecto de la exposición a OFs sobre los niveles de expresión del 

factor de transcripción Nrf2. 

 

Los objetivos planeados en el modelo de células JEG-3 fueron: 

 

Estudiar el efecto de CPF sobre: 

 la actividad de AChE en ausencia y presencia de un antioxidante. 
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 la generación de ROS. 

 los niveles de GSH. 

 la actividad de la enzima antioxidante CAT. 

 la expresión del factor de transcripción Nrf2, a nivel de proteína y ARNm. 

 la transcripción de los genes de respuesta antioxidante HO-1, GR y SOD1. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1  Estudio poblacional  

4.1.1  Diseño experimental 

 

El diseño del estudio de corte transversal se realizó en una población de la zona 

del alto Valle del Río Negro y Neuquén. Las características de esta región hacen que la 

producción agrícola sea el principal recurso económico de la provincia. Por ello en los 

valles se observan grandes plantaciones frutales predominando las de pepitas como 

manzanas y peras. Como se citó en 1.1.3.3, paralelo al inicio del riego y por un período 

próximo a la recolección de los frutos, se aplican diversos plaguicidas en su mayoría 

sobre la superficie foliar llegando al suelo entre el 20 y 50% (OMS. 1992) y 

dispersándose parte por el viento (Loewy et al. 2003). Las poblaciones cercanas a 

dichas plantaciones se encuentran expuestas en mayor grado. Los individuos más 

vulnerables a la exposición son mujeres embarazadas y niños, por lo que este estudio 

se realizó en 44 mujeres y sus neonatos residentes en zonas de chacras o comunidades 

aledañas a zonas de cultivo de la ciudad de General Roca. Fueron atendidas durante el 

parto en el servicio de Ginecología – Obstetricia y Neonatología respectivamente del 

Hospital F. López Lima de General Roca entre 2009 y 2011. Adicionalmente, se realizó 

el mismo procedimiento con 22 gestantes y sus neonatos de la ciudad de Neuquén 

atendidas en el Hospital Castro Rendón. Dicha población se consideró como grupo 

control sin historia previa de exposición a plaguicidas según autoreporte (ver Anexo II, 

ítem 1). 

Se organizaron tres grupos para este estudio: PP: (período de pulverizaciones) 

grupo expuesto constituido por mujeres embarazadas residentes en zona rural y cuyos 

partos coincidieron con los meses de aplicación de plaguicidas (octubre – diciembre); 

PR: (período de receso) grupo no expuesto constituido por mujeres embarazadas 

residentes en zona rural cuyos partos coincidieron con los meses de receso de 

aplicación de plaguicidas (abril-agosto); GC: (grupo control) constituido por mujeres 

embarazadas residentes en la ciudad de Neuquén cuya parición ocurrió entre los 

meses de abril-agosto. 
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Se utilizaron criterios de inclusión- exclusión. Se incluyeron mujeres de 15 a 35 

años con buen estado de salud general que asistieron al programa de atención 

prenatal. Se excluyeron mujeres obesas, diabéticas, con enfermedad tiroidea, cardíaca 

o hipertensión, fumadoras activas, alcohólicas, consumidoras de drogas de abuso, 

medicadas con fármacos que no se incluyan en el grupo A (según FDA, Food, Drug 

Administration), expuestas a Rayos X en el primer trimestre, con historia previa de 

eclampsia, pre-eclampsia o diabetes gestacional, con serología positiva para Chagas, 

HIV, toxoplasmosis y/o con cualquier enfermedad infecciosa. El muestreo fue al azar y 

quedó supeditado a la concurrencia al hospital por parte de las madres. Al momento 

del ingreso para la parición a los respectivos centros de atención, la obstétrica y los 

médicos obstetras solicitaron un consentimiento informado para la toma de muestras 

y realizaron una entrevista estandarizada para obtener información sobre hábitos y 

conductas de riesgo de las pacientes. La información requerida se registró en una 

planilla según Anexo II. Se registraron factores de confusión, cuya influencia sobre las 

variables de respuesta fue analizado estadísticamente. Los datos morfométricos de los 

neonatos se obtuvieron de las historias clínicas de los mismos y el peso de la placenta 

en balanza pediátrica. 

 

4.1.2  Material biológico: Placenta  

 

El tejido se recolectó de la cara materna de placentas a término en un radio de 

5 cm respecto al cordón umbilical. Las muestras se recolectaron dentro de los veinte 

minutos posteriores al parto natural e inmediatamente se colocaron en N2 líquido 

hasta su traslado al laboratorio donde se conservaron en freezer a -80 ºC hasta su 

procesamiento. 

 

4.1.3  Determinaciones analíticas en muestras de placenta 

 

Previo a las determinaciones analíticas, el tejido placental fue lavado al menos 

tres veces con solución salina tamponada (PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline) 

hasta obtener un sobrenadante límpido e incoloro, se secó con papel de filtro y se 
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pesó, todos los pasos se realizaron en baño de hielo. Posteriormente, el tejido se 

homogeneizó como se indica en cada determinación analítica.  

Las mediciones se hicieron en un espectrofotómetro Shimadzu UV-Visible 1601 

con termoestatizador Shimadzu TB-85. Las actividades registradas fueron expresadas 

en función de la concentración de las proteínas (Lowry et al. 1951). Todas las 

determinaciones se hicieron por triplicado. Se calculó el tamaño muestral requerido 

para detectar cambios significativos en las variables analíticas en estudio (p<0,05).  

 

4.1.3.1  Biomarcador de exposición a organofosforados 

4.1.3.1.1  Carboxilesterasa 

 

La actividad enzimática CaE (EC 3.1.1.1) se determinó según la técnica 

colorimétrica de Morgan y col. El método utiliza como sustrato α-naftil acetato 

obteniéndose como producto de la hidrólisis α-naftol el cual reacciona con el colorante 

Fast Garner produciendo un compuesto coloreado cuya intensidad se lee a 550 nm 

(Morgan et al.1994). Las condiciones de linealidad se habían establecido previamente 

en el laboratorio (Vera 2010). 

Se homogeneizaron 60 mg de tejido en 1,25 ml de buffer fosfato 0,1M pH 6,5 

conteniendo 0.5% Tritón X-100, se filtró y se centrifugó 10 min a 20000 g y 4 ºC. Se 

realizó una dilución 1/10 del sobrenadante en buffer fosfato pH 6,5 sin Tritón. Se 

utilizaron para la reacción enzimática alícuotas de 200 µl a las que se le agregó 400 µl 

de una solución conteniendo α-naftil acetato 60 mM y 400 µl de una solución acuosa 

del colorante Fast Garner 2,5 mM. La mezcla de reacción se incubó durante 10 min y 

posteriormente se determinó su absorbancia. Se utilizaron blancos de reactivos y de 

muestra. Para la curva de calibración se utilizaron diferentes cantidades de una 

solución estándar de α-naftol 6 mM. Los resultados se expresaron como mUI/mg de 

proteína.  
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4.1.3.2  Biomarcadores del estado redox 

4.1.3.2.1  Enzimas del sistema antioxidante 

4.1.3.2.1.1  Catalasa  

 

La actividad de CAT (EC1.11.1.6) se determinó según la técnica de Beers basado 

en la siguiente reacción  

 

registrando espectrofotométricamente de manera continua la disminución de 

la absorbancia del peróxido de hidrógeno a 240 nm (Beers and Sizer 1952). 

Para tal fin se homogeneizaron 60 mg de tejido en 2,5 ml de buffer fosfato 50 

mM pH=7. El homogenato se filtró y centrifugó 5 min a 2600 g y 4 ºC. La reacción se 

efectuó en cubeta de cuarzo agregando 1 ml del sobrenadante (conteniendo 0,1 mg de 

proteínas) y 40 µl de H2O2 25 mM a una temperatura constante de 25 ºC. El delta de 

absorbancia se dividió por la concentración inicial del sustrato y para calcular la 

actividad específica de CAT se utilizó el coeficiente de absortividad molar del peróxido 

de hidrógeno (40 M-1cm-1). Se expresó como UI/miligramo de proteínas del tejido. Una 

UI de CAT se define como la cantidad de enzima que descompone 1 µmol de sustrato 

por minuto a 25 ºC. Las condiciones de linealidad se habían establecido previamente 

en el laboratorio (Souza 2005). 

 

4.1.3.2.1.2  Glutatión peroxidasa dependiente de selenio  

 

La actividad de glutatión peroxidasa (EC 1.11.1.9) se determinó según el 

método modificado de Di Ilio  que se basa en las siguientes reacciones: 
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El peróxido es reducido mediante la reacción catalizada por la GPx, en la cual el GSH 

actúa como donante de hidrógeno; a continuación el GSSG se reduce de nuevo, es 

decir, es regenerado por reacciones subsiguientes, mediante una reacción en la que 

participan la GR y un donante de hidrógeno (NADPH+H+)(Di Ilio et al.1983). El consumo 

de NADPH se registra midiendo la disminución de absorbancia a 340 nm. Para ello, se 

homogeneizaron 300 mg de tejido en 1,2 ml de buffer fosfato de sodio 50 mM pH=7,4. 

El homogenato se filtró y centrifugó 20 min a 10000 g a 4 ºC. La reacción enzimática se 

realizó en una cubeta conteniendo 0,3 mM de H2O2, como sustrato, en 1 ml (volumen 

final) de buffer fosfato de sodio y GSH 1 mM como cosustrato, 0,5 UI/ml de GR, 0,21 

mM de NADPH y 1 mM de azida sódica como inhibidor de CAT. La reacción se inició 

con el agregado de 50 µl de sobrenadante del homogenato registrando en forma 

continua la oxidación de NADPH a 37 ºC. La actividad de la enzima se expresó como 

mUI/mg de proteína. Para los cálculos se utilizó el coeficiente de extinción molar del 

NADPH (ε = 5,8857 mM-1 cm-1). Para trabajar en condiciones de linealidad, se realizó 

una curva de actividad de GPx en función de la concentración de proteínas del 

sobrenadante. La elección de la alícuota de 50 µl (0,266 mg de proteína) para la 

determinación enzimática (Fig. 19) se hizo en base a un compromiso entre mantener 

las condiciones de linealidad y la disponibilidad de la muestra. 
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Figura 19. Actividad enzimática en función del contenido de 

proteínas del sobrenadante 10000 g. 

 

4.1.3.2.2.  Sistema antioxidante no enzimático 

4.1.3.2.2.1  Glutatión  

 

 

Figura 20. Fórmula estructural del glutatión 

El contenido de glutatión (Fig. 20) se determinó según técnica de Tietze. Los 

compuestos no proteicos con grupos –SH reaccionan con el ácido 5,5'-ditiobis-(2-

nitrobenzoico (DTNB) para formar ácido 5-tio-2-nitrobenzoico, compuesto coloreado 

que absorbe a 412 nm (Tietze 1969). Para tal fin, se homogeneizaron 150 mg de tejido 

en 1,25 ml de HClO4 0,5 N en baño de hielo para precipitar las proteínas con grupos 

sulfidrilos y evitar la oxidación de GSH durante el proceso. El homogenato se filtró y se 

centrifugó 10 min a 10000 g a 4 ºC. La reacción se realizó en una cubeta conteniendo 

1,8 ml de buffer fosfato 100 mM pH = 7, EDTA 10 mM y 20 µl de sobrenadante, se 

mezcló y se corrigió a pH=7 con buffer fosfato. Posteriormente se agregaron 100 µl de 

DTNB 6 mM, se mezcló por inversión y se leyó la absorbancia luego de 1 minuto de 

reacción contra blanco de H2O. Para calcular el contenido de grupos tioles solubles se 

m
U

I

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/Glutathion.svg
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usó el coeficiente de extinción molar del 5-tio-2-nitrobenzoico (ε = 13,6 mM-1 cm-1). 

Los resultados se expresaron en µmoles/mg proteína. 

 

4.1.3.2.3  Biomarcadores de estrés oxidativo 

4.1.3.2.3.1  Oxidación de lípidos: Determinación de sustancias reactivas al  

                  ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidación de lípidos conducen 

a la formación de hidroperóxidos los cuales se descomponen en productos secundarios 

como aldehídos, cetonas, etc. Entre los aldehídos formados el marcador más 

ampliamente usado como oxidación lipídica es el malondialdehido (MDA). Este 

compuesto se une al ácido tiobarbitúrico (TBA) formando una base de Schiff que 

absorbe a 535 nm (Ohkawa et al. 1979). Se utiliza butil hidroxitolueno (BHT) como 

antioxidante para impedir que se forme MDA durante el procesamiento de las 

muestras y sobreestimar el resultado final. 

Para tal fin, se homogeneizaron 300 mg de tejido en 3 ml de buffer fosfato 30 

mM conteniendo KCl 120 mM pH=7,4. El homogenato se filtró y se centrifugó durante 

10 min a 2600 g. Con el fin de eliminar las proteínas presentes en la mezcla de reacción 

se mezclaron 2,5 ml de sobrenadante, 250 µl de BHT y 2,5 ml de ácido tricloroacético 

(TCA) al 20%; la mezcla se centrifugó 10 min a 7000 g y 4 ºC. Se descartó el pellet y la 

reacción se realizó en una cubeta conteniendo 1 ml del sobrenadante y 500 µl de TBA 

incubando la reacción en baño a 95 ºC durante 15 min. Se determinó la absorbancia 

utilizando blancos de reactivos y blancos de muestra. Para calcular la concentración se 

realizó una curva de calibración usando como solución testigo diferentes diluciones de 

1,1,3,3-tetra-metoxipropano. Los valores se expresaron como nmoles/mg de proteína. 

 

4.1.3.2.3.2  Oxidación de proteínas: Determinación de grupos carbonilos 

 

Para la cuantificación de los grupos carbonilos se utilizó la técnica modificada 

de Levine basada en la reacción covalente de estos grupos con 2,4 dinitrofenilhidracina 
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(2,4 DNFH) formando como producto 2,4 dinitrofenolhidrazona (DNP) detectable por 

espectrofotometría (Levine et al. 1990). 

Para ello, se homogeneizaron 1.500 mg de tejido en 3 ml de buffer Krebs-

Ringer. El homogenato se filtró. Una alícuota de 1 ml del homogenato se trató con 1 ml 

de TCA al 6,5% y se centrifugó 5 min a 2600 g a temperatura ambiente. El pellet se 

resuspendió con 1,6 ml de TCA al 6,5% y se dispusieron 200 µl en cada uno de los 

tubos “blanco” y “problemas” (por triplicado), se centrifugó 5 min a 2600 g a 

temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante y los pellets de los tubos blanco 

se resuspendieron con 1 ml HCl 2 N y los de los problemas con 1 ml DNPH. 

Posteriormente se incubaron durante 1 h en baño a 37 ºC y en oscuridad agitándolos 

cada 15 min. Luego se colocaron en baño de hielo, se agregaron 200 µl TCA al 50% y se 

dejaron reposar 10 min, posteriormente se centrifugaron 5 min a 2600 g descartando 

el sobrenadante. Se realizaron al menos tres lavados con 2 ml de etanol/acetato de 

etilo (1/1 v/v cada vez) hasta que el pellet quedó totalmente incoloro. Luego de cada 

lavado se centrifugó 5 min a 2600 g descartando el sobrenadante. Finalmente se 

disolvieron los pellet con 1,3 ml de urea/Tris-HCl/EDTA, se separaron 20 l para 

cuantificación de proteínas por triplicado y se leyó la absorbancia a 370 nm. Para los 

cálculos se utilizó el coeficiente de extinción molar de 2,4 DNP (ε= 2,1 x 104M-1cm-1). 

Los resultados se expresaron en nmoles/mg proteína.  

 

4.1.4   Determinación de la proteína Nrf2: ensayo de western blot 

4.1.4.1  Preparación de extractos proteicos  

 

Para determinar el nivel proteico de Nrf2 en el tejido placental se analizaron 

nueve placentas elegidas al azar de cada grupo poblacional mediante la técnica de 

western blot. Se utilizó el equipo Mini PROTEAN R 3 cell de BioRad siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se homogeneizaron 500 mg de tejido en 1 ml de buffer 

RIPA (Tris-HCl 50 mM pH=7,2; NaCl 150 mM; Tritón X-100 1% v/v; SDS 0,1%) 

conteniendo 20 µl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo y 20 µl de cocktel inhibidor de 

proteasas en baño de hielo. Se dejó 30 min en hielo y se centrifugó 10 min a 2600 g a 4 

ºC. En el sobrenadante se cuantificaron las proteínas mediante la técnica de Bradford 
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usando como testigo albúmina sérica bovina (BSA), se fraccionó (60 µg de proteínas 

aproximadamente) en tubos eppendorf previo al agregado de buffer de siembra, se 

guardó a -80ºC hasta su procesamiento. Además de medir el nivel proteico de Nrf2 en 

el tejido, es interesante conocer si esta proteína transloca a núcleo como respuesta a 

una modificación en el ambiente redox celular, en este caso no fue posible su estudio 

dado que las muestras conservadas a -80ºC sufren la rotura de membranas en el 

proceso de descongelamiento no siendo factible la separación de la fracción  nuclear. 

 

4.1.4.2  Preparación de los geles 

 

a. Gel separador (acrilamida al 10% de 1 mm de espesor) 
Agua destilada                 4,00   ml 
Buffer Tris-HCl 1,5 M pH=8,82              5,00   ml 
SDS 10% P/V                              0,10   ml 
Bisacrilamida 30 %                  3,34   ml 
Persulfato de amonio (0,2 g/ml)               0,20   ml 
TEMED                                          5,00    µl 
  
 
b. Gel concentrador  
Agua destilada                             3,05   ml 
Buffer Tris-HCl 1,5 M pH=6,8                            1,25   ml 
SDS 10% P/V                            0,05   ml 
Arcilamida Bis 30%                             0,65   ml 
Persulfato de amonio (0,2 g/ml)               0,01   ml 
TEMED                              5,00    µl 
 

Una vez preparados los geles, se sembraron 60 µg de proteínas por calle, 

previamente hervidas durante 5 min, en una calle de cada gel se corrió un marcador de 

peso molecular. Se conectó el sistema a una fuente de poder y se dejó correr a 150 V 

hasta que el marcador de peso llegara a la parte inferior, aproximadamente 2 h. 

 

4.1.4.3  Transferencia de proteínas a soporte sólido 

 

Finalizada la migración, las proteínas se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories), utilizando como buffer de transferencia (Tris-Base 

24,7 mM; glicina 0,19 M; metanol 200 ml; H2O csp 1000 ml) pH 8,1-8,4. Finalizada la 
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transferencia se tiñeron los geles con azul de Coomasie y la membrana con rojo 

Ponceau. 

 

4.1.4.4  Tinción de geles 

 

Se colocaron los geles en una solución de azul Coomasie 0,1% (0,1 g del 

colorante en metanol 40% y ácido acético 10%) durante 1 h, luego se lavaron repetidas 

veces con una solución decolorante (metanol 40% y ácido acético 10%). 

 

4.1.4.5  Tinción de membranas 

 

Las membranas se tiñeron con una solución colorante de rojo Ponceau 

(colorante Ponceau S 0,5 mM disueltos en 100 ml de ácido acético al 1%) durante 5 

min, se lavaron con ácido acético 1%, se colocaron entre dos films y se “escaneareon” 

para verificar calidad y cantidad de proteínas. Luego se lavaron con TBS 1x pH=7,6 (Tris 

HCl 0,02 M; NaCl 136,8 mM; H2O csp 1000 ml) hasta desteñir y se procedió a bloquear 

con leche descremada al 5% en TBS-Tween 0,2% durante 2 h a temperatura ambiente 

con agitación. Se lavaron las membranas con TBS-Tween 0,2% y se incubaron con 

anticuerpo primario policlonal de conejo anti-Nrf2 (1:500) en TBS 1x durante la noche 

a 4-10 ºC con agitación. Transcurrido el tiempo, se lavaron las membranas durante 5 

min dos veces con TBS-Tween 0,2% y una vez con TBS 1x, luego se incubaron con la 

solución del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa de 

rábano, (1:5000) (Amersham Biosciences) en TBS durante 1 h a temperatura ambiente 

con agitación. Transcurrido el tiempo se lavaron las membranas durante 5 min dos 

veces con TBS-Tween 0,2% y una vez con TBS 1x. Se procedió a revelar con una 

solución v/v de los reactivos A y B. 

A: 2,5 ml Tris-HCl 100 mM pH=8,6; 25 µl luminol 250 mM; 11 µl cumárico 90 mM. 

B: 2,5 ml Tris.HCl 100 mM pH=8,6; 2 µl H2O2. 

Las señales reveladas se cuantificaron utilizando un software de análisis de 

imágenes (GelPro). Como estándar interno se utilizó la señal dada en la detección 

inmunológica de la proteína β-actina. 
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Para poner de manifiesto la señal de β-actina, se realizó el “striping” de la 

membrana con OHNa 1N durante 3 min, se lavó 6 veces con TBS 1x durante 5 min cada 

vez y se bloqueó la membrana con leche descremada al 5% en TBS-Tween 0,2% 

durante 2 h a temperatura ambiente con agitación. Se lavó la membrana con TBS-

Tween 0,2% y se incubó con anticuerpo primario anti-β-actina (1:300) en TBS 1x 

durante la noche a 4-10 ºC con agitación. Transcurrido el tiempo se lavó la membrana 

durante 5 min dos veces con TBS-Tween 0,2% y una vez con TBS 1x. Finalmente, la 

membrana se incubó con la solución del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 

conjugado con peroxidasa de rábano, (1:5000) (Amersham Biosciences) en TBS 

durante 1 h a temperatura ambiente con agitación y se lavó con TBS-Tween 0,2% 

durante 5 min dos veces y una vez con TBS 1x. Luego se procedió a revelar.  

 

4.2  Estudio in vitro 

4.2.1  Línea celular JEG-3. Cultivo 

 

En esta parte del trabajo de tesis se utilizó la línea celular JEG-3 (ATCC, HTB-36) 

derivada de coriocarcinoma humano, provistas por la American Type Culture Collection 

(ATCC, Rockville, USA). Las células se cultivaron en medio Dulbecco’s modificado por 

Eagle suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%, 100 U/ml de penicilina y 0.1 

mg/ml de estreptomicina a 37 ºC en una atmósfera de 5% de CO2.. 

Cuando las células llegaron a una confluencia de 80-90% se tripsinizaron para 

ser repicadas o congeladas. Para repicar, las células se lavaron 2 veces con PBS y 

posteriormente se trataron con 1 ml de tripsina 0,2% (P/V) 5 min a 37 ºC. Una vez 

desprendidas las células, se agregó 1 ml del medio suplementado al 10% con SFB. 

Posteriormente las células se dividieron de acuerdo al número de placas que se 

necesitaba o se congelaron gradualmente a -80 ºC en dimetilsulfóxido (DMSO). 

 

4.2.2  Tratamiento de células JEG-3 con clorpirifos 

 

Para evaluar el efecto de CPF en la línea celular JEG-3, se plaquearon 1,5x106 

células en placas de 10 cm de diámetro a las que se agregó 10 ml de medio de cultivo 
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(para el estudio de biomarcadores) y 5,5x105 células/pocillo en placas de 6 pocillos en 

2 ml de medio de cultivo (para estudiar la expresión y niveles de transcriptos de 

proteínas). Después de 24 hs, se descartó el medio, las células se lavaron dos veces con 

PBS 1x pH 7,4‐7,6 (NaCl 136,8 mM; KCl 2,6 mM;  Na2HPO4 10 mM; KH2PO4  1,7 mM; H2O 

csp 1000 ml) y se las expuso a 5, 50 ó 100 µM de CPF (solución stock de clorpirifos 0,25 

M en DMSO) en medio de cultivo suplementado, como se describió previamente pero 

con SFB al 1% para evitar la interacción del tóxico con las proteínas séricas. La 

concentración final de DMSO usada fue menor a 0,04% en todos los casos. Para el 

tratamiento con N-acetilcisteína (NAC), las células se incubaron con 10 mM de NAC en 

medio de cultivo durante 2 h, luego se les retiró el medio de cultivo y se les agregó las 

respectivas concentraciones de CPF con un nuevo agregado de NAC 10 mM. Se incubó 

durante 3 ó 24 hs. Finalmente las células se levantaron en:  

a- buffer fosfato de sodio 50 mM pH=7 y se guardó a -20ºC para las 

determinaciones bioquímicas. 

b- buffer Laemmli (Tris-HCl 60 mM pH=6,8; glicerol 10%; SDS 2%; 2-

mercaptoetanol 1%) y se guardó a -20ºC para el estudio de proteínas 

por western blot.  

c- Trizol (Sigma) y se guardó a -80ºC para extracción de ARN. 

 

4.2.3  Determinaciones analíticas en células JEG3 

 

Para las determinaciones bioquímicas se descongelaron las células en baño de 

hielo, se lisaron y se determinó la concentración de proteínas por método de Lowry 

usando como testigo BSA. Los resultados de las actividades enzimáticas se expresaron 

como UI/mg de proteína, definiendo una UI como la cantidad de enzima que 

descompone 1 µmol de sustrato por minuto a 30ºC para AChE y a 25ºC para CAT. Se 

establecieron las condiciones de linealidad en ambos casos.  

 

4.2.3.1   Biomarcador de exposición a organofosforados 

4.2.3.1.1  Acetilcolinesterasa 
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La actividad enzimática se determinó de acuerdo al método de Ellman y col. 

usando acetiltiocolina como sustrato. Se utilizaron 200 µl de extracto celular 

equivalente a 500 mg de proteínas en un volumen final de 1570 µl de buffer fosfato de 

sodio 100 mM pH=8 conteniendo 10 mM de DTNB y 0,75 mM de ioduro de 

acetiltiocolina. El ioduro de acetilcolina fue usado como sustrato y la tiocolina, 

producto de su degradación, fue detectada colorimétricamente en su reacción con 

DTNB. El cambio en la absorbancia se registró a 412 nm de manera continua durante 2 

min a una temperatura constante de 30 ºC. Los cálculos se realizaron empleando el 

coeficiente de extinción molar del TNB (producto de reacción entre el DTNB y los 

ésteres de la colina) 14,150 mM-1
 

cm-1  previa corrección de la absorbancia debido a 

hidrólisis espontánea no enzimática del sustrato.(Ellman et al.1961). La linealidad del 

método se comprobó analizando diluciones del extracto celular. La ecuación lineal 

obtenida fue y =0,3241x con un coeficiente de correlación de R2 = 0,9786. La actividad 

específica se expresó como mUI/mg de proteína. 

 

 4.2.3.2  Biomarcadores del estado redox 

4.2.3.2.1  Sistema antioxidante enzimático 

4.2.3.2.1.1  Catalasa  

 

La actividad de catalasa (EC1.11.1.6) se determinó como se describe en el ítem 

4.1.3.2.1.1  utilizando 100 mg de proteínas del extracto celular, previa determinación 

de las condiciones de linealidad (Beers and Sizer 1952).  

 

4.2.3.2.2  Sistema antioxidante no enzimático 

4.2.3.2.2.1  Glutatión  

 

La determinación de GSH se realizó mediante la técnica colorimétrica, basada 

en la reacción producida por los grupos tioles con DTNB en medio alcalino que absorbe 

a 412 nm (Ellman, 1959). Para su cuantificación se realizó una curva de calibración con 

GSH como estándar. Se expresó en nanomoles/ miligramo de proteína. 
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 4.2.4  Detección de ROS  

 

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos en las placas de cultivo según se 

indica en 4.2.2 y se expusieron a CPF. Se incubaron durante 3 y 24 hs, luego de 

transcurrido el tiempo se les cambió el medio de cultivo por otro carente de suero y 

rojo fenol para evitar interferencias. Se incubaron las células durante 30 min a 37 ºC en 

presencia de 10 mM del reactivo fluorogénico diacetato de 2´,7´-

diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA). Luego se realizaron tres lavados con PBS 1x. Las 

células se observaron en microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE 2000U (Nikon 

Corporation, Japón). El colorante H2DCFDA es hidrolizado por esterasas inespecíficas y 

la posterior reacción con las ROS, produce fluorescencia. Se obtuvieron tres fotos (tres 

campos observados) por condición de tres experimentos  independientes.   

 

4.2.5  Ensayo de western blot 

4.2.5.1  Preparación de extractos proteicos  

 

Los extractos proteicos totales se prepararon según se indica en el ítem 4.2.2 

inc b”. Los extractos correspondientes a las fracciones citoplasmáticas y nucleares se 

obtuvieron como lo describió (Schreiber et al. 1989) con modificaciones. Luego del 

período de incubación las células se levantaron y se lavaron con PBS 1x frío, se 

resuspendieron en 300 µl de buffer A (HEPES 20 mM pH=8.0, EDTA 1 mM, MgCl21,5 

mM , KCl 10 mM, DTT 1 mM) con el agregado de un cocktel inhibidor de proteasas 

(Sigma). Se dejó reposar 15 min en baño de hielo, se agregó 7,5 µl de Nonidet P-40 al 

10% se agitó vigorosamente 10 seg y luego se centrifugó 1 min a 16000 g a 4 ºC, se 

separó el  sobrenadante. El pellet correspondiente a la fracción nuclear enriquecida se 

lavó 3 veces con solución “A” y se resuspendió en 50 µl de buffer B (HEPES 20 mM 

pH=8x , EDTA 1 mM, MgCl2 1,5 mM, NaCl 10 mM, DTT 1 mM, cocktel inhibidor de 

proteasas y glicerol al 20%). Tanto los extractos proteicos de células enteras, como las 

fracciones sobrenadante (correspondiente a la fracción citoplasmática) y las fracciones  

nucleares enriquecidas se sonicaron. A todos los extractos se les determinó la 
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concentración de proteínas por el método de Bradford usando BSA como estándar. 

Todas las muestras se conservaron a -80 °C hasta su análisis. 

 

4.2.5.2  Detección inmunológica de proteínas transferidas a soporte sólido  

 

Los extractos proteicos se descongelaron, se hirvieron durante 5 min y se 

centrifugaron. Las proteínas de los extractos (50 µg) se separaron en geles de 

poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS) al 10 %, posteriormente se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Bioscience) y se siguió 

según técnica descripta para muestras de placenta, ítem 4.1.4.3. En los extractos 

celulares se probaron los siguientes anticuerpos primarios: policlonal anti-Nrf2 (1:500), 

anticuerpo monoclonal β-actina (1:300), anti-GAPDH (1:2000) y anticuerpos 

secundarios conjugado con peroxidasa de rábano, (1/5000) (Amersham Biosciences). 

 

4.2.6  Purificación de ARN total  

 

La células crecidas a una confluencia entre el 80-90% provenientes de una placa 

de 6 pocillos se lavaron dos veces con PBS 1x y se resuspendieron en 750 µl de TRIZOL 

(Sigma) en baño de hielo. Se agregó 150 µl de cloroformo, se dejó reposar 15 min y 

luego ser centrifugó 15 min a 12000 g a 4 ºC. La fase superior se transfirió a un nuevo 

tubo y el ARN se precipitó con 750 µl de isopropanol 10 min a temperatura ambiente. 

El pellet obtenido se centrifugó a 12000 g 10 min a 4 ºC y se lavó con 750 µl de etanol. 

El ARN precipitado se secó a temperatura ambiente y se resuspendió en agua libre de 

RNasas. La calidad del ARN se confirmó mediante electroforesis en geles 

desnaturalizantes. Para tal fin la muestra se disolvió en buffer MOPS (formaldehído 

7,2% (v/v), formamida 50% (v/v), y bromuro de etidio 10 ng/µl, y se calentó 15 min a 

65 ºC, (para romper estructuras secundarias), se sembró en un gel desnaturalizante de 

agarosa 1% (P/V) con formaldehído 7,2% (v/v) en MOPS, y se corrió en buffer MOPS a 

25-30 mA. Las bandas del ARN ribosomal 28S y 18S se observaron bajo la luz 

ultravioleta. La calidad del ARN se evaluó mediante la relación de la cantidad de la 

banda correspondiente a 28S respecto a la de 18S, una relación mayor o igual a 1 se 
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considera que la muestra es apropiada. Por otro lado, la cuantificación de los ARN se 

obtiene mediante la lectura de la absorbancia a 260 nm, sabiendo que 1 DO260 equivale 

a 40 µg/ml de ARN. A su vez la pureza puede ser evaluada mediante la relación 

obtenida de absorbancias a 260 nm versus a 280 nm, considerándose valores 

aceptables entre 1,8 y 2. Finalmente las muestras se conservan a –80 ºC hasta su 

utilización. 

 

4.2.7  Reacción de Transcriptasa Reversa (RT) 

 

La síntesis de ADNc se realizó a partir de 1 µg de ARN purificado en un volumen 

final de 20 µl. Al volumen conteniendo 1 µg de ARN se agregó 1 U/µl de RNasin 

(Promega), inhibidor de RNasas, 2 µl de buffer de reacción 1x (Tris-HCl -pH =8,3- 50 

mM, KCl 75 mM, MgCl2 3 mM), 12,5 pmoles/µl de una mezcla de 

hexadesoxinucleótidos de secuencias al azar (iniciadores de la RT), DTT (10 mM) y H2O. 

Esta mezcla se incubó a 65 ºC durante 15 min para destruir estructuras secundarias. 

Posteriormente se agregaron, 1 mM dNTPs (de cada uno) y 10 U/µl de la enzima M-

MLV transcriptasa reversa (Invitrogen) y se incubaron 10 min a 25 ºC y luego 50 min a 

37 ºC. Finalmente se inactivó la reacción incubando a 95 ºC durante 3 min.  

 

4.2.8  PCR (reacción en cadena de la polimerasa) 

4.2.8.1  Semi-cuantificación del ADNc  

 

Los fragmentos de ADNc sintetizados por la reacción de RT se amplificaron por 

PCR. El número de ciclos utilizados se optimizó para que la amplificación de los 

transcriptos se encontrase en el rango lineal. Los productos de amplificación se 

corrieron en geles de agarosa y se visualizaron a través de la tinción con bromuro de 

etidio. El protocolo de amplificación para todos los ADNc incluyó: 1 ciclo de 

desnaturalización inicial a 95 ºC por 3 min, seguido por 22-27 ciclos (dependiendo de la 

abundancia del transcripto a amplificar) de 30 seg a 95 ºC, 30 seg a 60 ºC, 30-90 seg 

(dependiendo del tamaño del transcripto a amplificar) a 72 ºC y un ciclo de 10 min a  

72 ºC.  
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4.2.8.2  PCR en tiempo real 

 

La expresión de Nrf2, SOD1, HO-1 y GR se cuantificó por la técnica de PCR en 

tiempo real (ABI 7500, Applied Biosystems) con el software de detección v1.4 Los 

experimentos se realizaron usando 1x SYBRGreen PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) y los “primers” correspondientes para cada transcripto. Las secuencias de 

los oligonucleótidos empleados para amplificar cada transcripto y la concentración 

usada se detalla en el Anexo I- TablaVI. Las condiciones de ciclado incluyeron un ciclo 

de 10 min a 95 oC, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95 oC y 1 min a 60 oC. La 

especificidad se verificó por el análisis de las curvas de “melting”. Cada muestra se 

analizó por triplicado y los datos fueron normalizados a los niveles de transcriptos de 

ciclofilina A calculando los niveles de expresión relativa con el método 2 -ΔΔCt ( Livak 

and Schmittgen 2001). La eficiencia de amplificación de la reacción fue cercana al 98%.  
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                                                    RESULTADOS 

 

5.1  Estudio poblacional  

5.1.1  Características de la población estudiada 

 

Para conocer las características, hábitos y conductas de riesgo de la población 

estudiada, se elaboró una entrevista (Anexo II) y se llevó a cabo el registro de dichos 

aspectos según se mencionó en Materiales y Métodos 4.1. Los resultados se indican en 

la Tabla VII.  

 

Tabla VII. Características demográficas de los grupos control, período de receso (PR) y período 

de pulverizaciones (PP) en la población estudiada. 

 

a Los resultados se expresan en valores promedios ± desviación estándar. ANOVA y test a 
posteriori de Tukey: diferencias no significativas. 
b Los resultados se expresan como porcentaje. Prueba chi-cuadrado: diferencias no 
significativas. 

 

 

Del análisis comparativo de los datos pertenecientes a los tres grupos, se 

observa que los grupos rurales PR y PP tienen características demográficas 

Características

demográficas

Control

(n=24)

Período de 

receso

(n=22)

Período de 

pulverizaciones

(n=24)

Edad (años)a 23.6 ± 5.6 24.6 ± 5.9 21.9 ± 5.9

Paridada 1.2 ± 1.7 1.6 ± 1.7 1.1 ± 1.5

Nivel de instrucciónl (%)b

Sin instruccción 0 0 5

Primario 60 80 79

Secundario 40 20 8

Terciario 0 0 8

Hábito de fumar (%)b

Fumador activo 0 0 0

Fumador pasivo 4 23 25

Consumo de agua de pozo (%)b 0 15,4 8,3

Pulverizaciones domésticas(%)b 0 11,5 16,7
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homogéneas y las diferencias que se observan no fueron significativas cuando se las 

compara con el grupo control, particularmente las relacionadas con los factores de 

confusión: fumadora pasiva, consumo de agua de pozo y uso de insecticidas 

domésticos. 

En la tabla VIII se muestran los datos morfométricos registrados de los 

neonatos y placentas estudiadas según el Anexo II. De igual modo a los datos 

relacionados a las características demográficas de la población, los datos 

morfométricos de neonatos y placentas no mostraron cambios significativos entre los 

grupos estudiados. 

 

Tabla VIII. Parámetros morfométricos de los neonatos y las placentas del grupo control y de la 
población rural en los períodos de receso y pulverizaciones.  

 
 

Los resultados se expresan en valores promedios ± desviación estándar.  
a Datos corregidos por edad gestacional y sexo.  
b Dato expresado como peso placenta (kg)/peso neonato (kg) 
c Prueba de ANOVA y test a posteriori de Tukey: diferencias no significativas. 
d Prueba chi-cuadrado: diferencias no significativas. 
e Indice ponderal: (peso al nacer en gramos/talla en centímetros al cubo por 100)2. 
  

 

 

 

Características Control

(n=24) 

Período de 

receso

(n=24) 

Período de

pulverizaciones 

(n=24) 

Peso del neonato (kg) a,c 3.313 ± 0.49 3.437 ± 0.34 3.209 ± 0.38 

Talla del neonato (cm) a,c 48.28 ± 3.22 49.12 ± 1.65 48.91 ± 2.77 

Perímetro cefálico (cm) a,c 35.40 ± 3.46 34.76 ± 1.12 34.38 ± 1.06 

Peso de la placenta (gr) c 515.80 ± 88,49 510.77 ± 98.00 494.92 ± 104.52 

Índice placentario b,c 0.16 ± 0.02 0.15 ± 0.03 0.15 ± 0.02 

Índice ponderal  c,e 3.05 ± 1.13 2.91 ± 0.37 2.75 ± 0.31 

Edad gestacional c 38.72 ± 1.34 38.27 ± 1.22 39.29 ± 1.16 

Neonatos masculinos  d 64 54 29

Neonatos femeninos  d 36 46 71
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5.1.2  Biomarcador de exposición: Actividad de Carboxilesterasa 

 

Para evaluar la exposición a plaguicidas  en las mujeres gestantes se determinó 

la actividad de CaE en homogenato de placentas. Como se mencionó en Introducción 

(ítem 1.1.7.2.2), las CaEs constituyen blancos sensibles de los OFs (Casida and Quistad 

2004). Los resultados de la actividad enzimática de CaE de placentas recogidas durante 

el PP muestran que ésta disminuyó un 16,5% comparado con el grupo control y un 19% 

cuando se la compara con los valores obtenidos en placentas provenientes de la 

población rural recogidas en el PR (Fig. 21). Los valores obtenidos en el grupo control 

se hallan dentro del rango reportado por Yan y col. para placenta humana (85 a 170 

mUI/mg proteínax min) con una media de 97,37±16,38 mUI/mg proteína x min (Yan et 

al. 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 21. Actividad enzimática de carboxilesterasa en homogenatos de placentas humanas 
expresada en mUI/mg proteína. GC: grupo control (n=23): 97,37±16,38 mUI/mg proteína; PR: 
período de receso (n=22): 101,15±26  mUI/mg proteína y PP: período de pulverizaciones 
(n=24): 82,09±17,25 mUI/mg proteína. Los datos representan los valores promedios ± 
desviación estándar. Las diferencias entre los grupos se evaluaron por ANOVA y test a 
posteriori de Tukey (*p <0,05; **p < 0,01). 

 

5.1.3 Biomarcadores del estado redox 

5.1.3.1 Concentración de Glutatión reducido 

 

El GSH, tripéptido que contiene el grupo tiol en estado reducido, es el 
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 antioxidante de mayor importancia celular. Los resultados obtenidos de la valoración 

de GSH en homogenato de placentas no mostraron variaciones significativas entre los 

grupos estudiados (Fig. 22). Los valores obtenidos son ligeramente menores que los 

rangos de valores hallados en placenta humana que es de 5,24±3,01 µmol/mg de 

proteína(Ahamed et al. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Concentración de GSH en homogenato de placentas humanas. GC: grupo control 
(n=20): 1,34±0,51 µmoles/mg proteína; PR: período de receso (n=20): 1,42±0,71 µmoles/mg 
proteína y PP: período de pulverizaciones (n=20): 1,67±0,64 µmoles/mg proteína. Los datos 
representan los valores promedios ± desviación estándar. No se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos cuando se evaluaron con ANOVA y test a posteriori de Tukey.  
 
 

5.1.3.2 Actividad de Catalasa y Glutatión peroxidasa 

 

Los resultados de la valoración de las dos enzimas de la primera línea 

antioxidante en homogenato de placentas no mostraron variaciones significativas 

entre los grupos (Fig. 23A y 23B). Los valores obtenidos para CAT están en el rango de 

valores obtenidos por Wang y col. (Wang and Walsh 1996). Igualmente los valores de 

GPx hallados en este estudio fueron similares a los reportados por Zamudio y 

col.(Zamudio et al. 2007).  
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Figura 23. Actividad enzimática de catalasa (A) GC: grupo control (n=24): 40,26±12,26 UI/mg 
proteína; PR: período de receso (n=22): 37,09±17,49 UI/mg proteína y PP: período de 
pulverizaciones (n= 22): 36,42±14,42 UI/mg proteína. Actividad enzimática de glutatión 
peroxidasa (B) en homogenatos de placentas humanas, GC: grupo control (n=24): 78,10±18,41 
mUI/mg proteína; PR: período de receso (n=22): 91,70±22,98 mUI/mg proteína y PP: período 
de pulverizaciones (n= 22): 86,82±18,18 mUI/mg proteína. La diferencia entre los grupos 
fueron evaluadas con ANOVA y test a posteriori de Tukey. Los datos representan los valores 
promedios ± desviación estándar. No se encontraron diferencias significativas. 
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mostraron variaciones significativas entre los grupos estudiados (Fig. 24). Es 

importante destacar que no fue posible comparar los valores obtenidos en el presente 

trabajo con aquellos reportados por otros autores debido a las diferentes condiciones 

experimentales utilizadas. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Biomarcadores de estrés oxidativo en homogenatos de placentas humanas. A: 
niveles de TBARS en GC: grupo control (n=20): 0,12± 0,04 nmoles/mg proteína; PR período de 
receso (n=20): 0,11± 0,04 nmoles/mg proteína y PP: período de pulverizaciones(n=19): 0,10 ± 
0,03 nmoles/mg proteína. B: contenido de grupos carbonilos en GC: grupo control (n=23): 
6,67± 1,61 nmoles/mg proteína; PR: período de receso (n=20): 7,32± 2,11 nmoles/mg proteína 
y PP: período de pulverizaciones (n= 22): 6,88± 1,87 nmoles/mg proteína. La diferencia entre 
los grupos fueron evaluadas con ANOVA y test a posteriori de Tukey. Los datos representan los 
valores promedios ± desviación estándar. No se encontraron diferencias significativas. 
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5.1.4 Asociación entre biomarcadores de estrés oxidativo y el tiempo de 

exposición a plaguicidas o la actividad de carboxilesterasa 

 

El análisis de regresión de los parámetros estudiados en los homogenatos de 

placentas correspondiente al grupo PP no permitió establecer una asociación 

significativa entre los biomarcadores de estrés oxidativo  y el tiempo de exposición 

(cantidad de días transcurridos desde la primera aplicación de OFs hasta la fecha de 

parto) a plaguicidas o con la actividad de la enzima CaE.  

 

5.1.5 Asociación entre parámetros morfométricos del neonato y la placenta con 

los diferentes biomarcadores analizados 

 
Se realizó un análisis de regresión a los fines de establecer posibles 

asociaciones entre los parámetros morfométricos del neonato y la placenta con los 

biomarcadores estudiados dentro de cada grupo. Sólo se halló asociación significativa 

negativa entre el índice placentario y la actividad de CAT para el grupo PP (Fig. 25). 
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Figura 25. Relación entre el índice placentario (peso de la placenta/peso del neonato) y la 
actividad de catalasa en placenta en el grupo PP. La línea representa la regresión lineal 
 (p =0,023; r = -0,48). 
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5.1.6  Niveles placentales del factor de transcripción Nrf2  

 

Finalmente, se evaluó en homogenato de placenta los niveles proteicos del 

factor de transcripción Nrf2, el cual desempeña un rol clave en el matenimiento de la 

homeostasis redox. La Figura 26 muestra un análisis de western blot representativo de 

los niveles obtenidos en extractos de placentas correspondientes a los distintos grupos 

poblacionales, los cuales no mostraron cambios significativos. 

 

      

Figura 26. Western blot de extractos proteicos obtenidos de homogenato de placentas 
humanas provenientes de GC: grupo control; PR: período de receso; PP: período de 
pulverizaciones. El ensayo se realizó usando anticuerpos anti-Nrf2 y anti-β-actina, como se 
detalló en materiales y métodos. El gráfico de barras representa la cuantificación 
densitométrica de los valores promedios ± desviación estándar de los niveles relativos de Nrf2 
respecto a β-actina de nueve muestras de placenta de cada grupo. 
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5.2  Estudio in vitro 

 

En este trabajo de tesis se utilizaron cultivos de la línea celular JEG-3 derivada 

de coriocarcinoma humano como un sistema de células trofoblásticas modelo para 

evaluar el impacto y posibles mecanismos involucrados en la exposición al 

organofosforado CPF. Trabajos previos del laboratorio habían demostrado que el 

tratamiento de células JEG-3 con concentraciones de CPF de hasta 100 µM durante 24 

hs no altera significativamente la viabilidad, medida por ensayos de MTT, ni la 

morfología celular (Fig. 27)(Ridano et al. 2012). 

 

 

 

Figura 27. A. Viabilidad de las células JEG-3 expuestas a CPF. Las células fueron cultivadas en 
presencia de las concentraciones indicadas de CPF o vehículo solamente (CPF 0, condición del 
control) para 24 hs (barras grises) o 48 hs (barras negras). La viabilidad celular se evaluó 
mediante el ensayo de reducción de MTT. Los resultados representan la media ± SEM de 
cuatro experimentos independientes realizados por cuadruplicado y se presentan como 
porcentaje de control. No se detectó diferencias significativas (p < 0,05) en comparación con el 
control. B. Efecto de CPF sobre la morfología celular de JEG-3. Las células fueron expuestas a 
0,04% DMSO (control), 50 µM ó 100 µM de CPF por 24 hs. Las células se fijaron y analizaron 
por microscopia de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-desmoplaquina (rojo) y tinción 
nuclear por Höechst (azul). Flecha: un núcleo anormal; punta de flecha: un núcleo mitótico. C. 
Se contaron más de 500 núcleos en al menos cinco campos al azar en cada condición de cultivo 
en tres experimentos independientes y los resultados se expresan como porcentaje de los 
núcleos totales. Barra negra: normal y barra gris: anormales (núcleos condensados/ 
fragmentados). Adaptado de (Ridano et al. 2012), reproducción autorizada por los autores. 
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5.2.1  Biomarcador de exposición 

5.2.1.1  Acividad de Acetilcolinesterasa 

 

No se registraban al momento de realizar este trabajo datos bibliográficos del 

efecto de CPF sobre la actividad de acetilcolinesterasa en células JEG-3 y dado que esta 

enzima es reconocida como el blanco principal de exposición a OFs se realizó su 

medición.  

Como se observa en la Fig. 28A, la exposición de células JEG-3 a CPF durante 24 

hs inhibió la actividad de la enzima de forma dependiente de la concentración del OF.  

La Fig. 28B muestra que ante el agregado del antioxidante NAC, previo a la 

incubación con el OF, la actividad de la enzima en las células JEG-3 expuestas a 5 µM 

de CPF se mantiene, mientras que a 50 µM se observó una inhibición parcial de la 

enzima. Estos resultados demuestran que AChE se expresa en estas células, que su 

actividad es inhibida por CPF y que la misma se revierte en parte por la presencia del 

antioxidante NAC. 

 

 

Figura 28. Actividad de acetilcolinesterasa en células JEG-3 tratadas durante 24 hs. A: células 
grupo control (0) incubado con DMSO al 0,04 %: 10,09± 0,59 mUI/mg proteína, grupo tratado 
con CPF 5 µM: 2,38±0,91 mUI/mg proteína y grupo tratado con CPF 50 µM: 0,24± 0,08 mUI/mg 
proteína. B: agregado de 10 mM de NAC previo al tratamiento durante 24 hs. Grupo control 
(0): 8,91± 0,99 mUI/mg de proteína, grupo 5 µM: 9,52±0,48 mUI/mg de proteína y grupo 50 
µM: 4,17± 0,21 mUI/mg de proteína. Los valores expresados en mUI/mg de proteína 
representan los valores promedios ± desviación estándar de tres experimentos independientes 
realizados por duplicado. Análisis estadísticos evaluados por ANOVA y test a posteriori de 
Tukey. Diferencias significativas con el grupo control (0) (*p <0,05; **p < 0,01). 
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5.2.2  Generación de especies reactivas del oxígeno 

 

Para comprobar si la exposición a CPF genera ROS, se cultivaron células JEG-3 

con distintas concentraciones de CPF durante 3 y 24 hs según se explicó en Materiales 

y Métodos ítem 4.2.2. Transcurrido el tiempo, se incubó con un colorante permeable 

no fluorescente (H2DCFDA), el cual al ser clivado por esterasas intracelulares puede 

reaccionar con ROS y producir fluorescencia verde detectable por microscopía (Fig. 

29A y 29B). La Figura 29C corresponde al control positivo en el que cual se expusieron 

las células a 100 µM de H2O2. Estos resultados permiten concluir que CPF induce la 

generación de H2O2 o radicales peroxilos. 

 

 

Figura 29. Generación de ROS en células JEG-3 expuestas a CPF. Las células se cultivaron con 
50 ó 100 µM de CPF durante 3 (A) ó 24 hs (B). Las células control sin tratamiento se cultivaron 
con DMSO al 0,04%. Finalizado el tiempo de cultivo se agregó 10 mM de H2DCFDA por 30 
minutos y se observó la intensidad de la fluorescencia por microscopía. (C) control positivo 
tratado con 100 µM de H2O2 durante 3hs. 
 
 

5.2.3  Sistema de defensa antioxidante 

 

Con el fin de analizar si la exposición de células JEG-3 a CPF altera la capacidad 

del sistema de defensa antioxidante se determinó la actividad de la enzima CAT, 

“scavenger” de H2O2, y el contenido de GSH, principal antioxidante no enzimático. 

Como se muestra en la Figura 30A la actividad de CAT en células expuestas a 100 µM 

de CPF, se incrementó un 37% con respecto a las células control tratadas sólo con el 
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vehículo (p<0,05). Por el contrario, como se observa en Figura 30B, el contenido de 

GSH disminuyó un 32% y un 39% cuando se compara los grupos tratados con 50 ó 100 

µM respecto al grupo control (p<0,001). Estos datos demuestran que CPF modifica la 

defensa antioxidante de células JEG-3. 

 

 

Figura 30. Efecto del tratamiento con CPF en células JEG-3 sobre la actividad de CAT (A), grupo 
control: 5,88±0,43 mUI/103mg proteína, grupo 50 µM: 8,05±0,19 mUI/103mg proteína y grupo 
100 µM: 9,08±0,13 mUI/103mg proteína y  (B) contenido de GSH grupo control: 20,61±0,82 
nmoles/mg proteína, grupo 50 µM: 13,99±0,38 nmoles/mg proteína y grupo 100 µM: 
12,52±0,56 nmoles/mg proteína. Las células fueron cultivadas durante 24 hs con las cantidades 
indicadas de CPF. Las barras representan los valores promedios ± desviación estándar de al 
menos cinco experimentos independientes realizados por duplicado. Diferencias significativas 
con el grupo control (0) (*p <0,05; **p < 0,01). 
 
 

5.2.4  Expresión de Nrf2 

 

Con la finalidad de conocer los mecanismos que median la inducción de la 

actividad enzimática de CAT se analizó la expresión del factor de transcripción Nrf2 en 

las células JEG-3. Los resultados muestran que CPF induce la expresión proteica de 

Nrf2 en las células tratadas con 50 ó 100 µM de CPF durante 24 hs (Fig. 31A). Células 

JEG-3 tratadas con H2O2 100 µM mostraron un aumento similar.  

Con el fin de establecer si el incremento en la expresión de la proteína Nrf2 se 

asociaba con incrementos similares en su transcripción, se evaluó mediante qRT-PCR el 

nivel del transcripto de Nrf2. Como se muestra en la Figura 31B el ARNm de Nrf2 

aumentó significativamente con 100 µM de CPF cuando se lo compara con el control.  
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Figura 31. A. Efecto de CPF en los niveles de la proteína Nrf2 y su transcripto en extractos 
proteicos de células enteras  JEG-3. Las células expuestas a CPF (0; 50 ó 100 µM) durante 24 hs 
se analizaron mediante  western blot. Se utilizó anticuerpos anti-Nrf2 y anti-β-actina según se 
describe en materiales y métodos. La imagen que se muestra es representativa de al menos 
tres experimentos diferentes. El gráfico de barras representa la cuantificación densitométrica 
de los niveles relativos de Nrf2 respecto a β-actina de tres experimentos diferentes. 
Diferencias significativas con el grupo control (0) (*p<0,05). B. Expresión del ARNm de Nrf2 en 
células JEG-3 expuestas a CPF. La expresión se cuantificó por qRT-PCR (ABI 7500, Applied 
Biosystems). Las células se cultivaron durante 24 hs en presencia de las concentraciones 
indicadas de CPF o sólo con el vehículo (0). Los resultados fueron normalizados con el 
transcripto de ciclofilina A y expresados de acuerdo al método 2-ΔΔCt usando como calibrador el 
nivel de ARNm obtenido en la condición control (0). Los datos son presentados como la media 
± DE de al menos tres experimentos independientes realizados por duplicado. Diferencias 
significativas con el grupo control (0) (*p<0.05).  
 
 

5.2.5   Traslocación  de Nrf2 

 

Dado que la traslocación de Nrf2 desde el citoplasma al núcleo es un evento 

esencial para la inducción de numerosos genes antioxidantes y detoxificantes se 

analizó el patrón de localización de la proteína Nrf2 en extractos de células JEG-3 

tratadas con CPF. El análisis mediante western blot de extractos celulares 

correspondientes a las fracciones  nucleares enriquecidas y sobrenadante utilizando el 

anticuerpo anti-Nrf2 demostró un traslocación significativo de la proteína Nrf2 en la 
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fracción  nuclear  enriquecida luego de 3 hs de exposición a CPF (Fig. 32A). Una 

cantidad importante de Nrf2 se mantuvo en dicha fracción luego de 24 hs de 

exposición a CPF, si bien la proporción no fue diferente a la observada en la muestra 

control, el ensayo confirma el aumento significativo en la cantidad total de Nrf2 frente 

al agregado de CPF (Fig. 32B). La ausencia del marcador citoplasmático de la proteína 

GAPDH en la fracción nuclear enriquecida confirma que no hubo contaminación 

cruzada.         

 

 
Figura 32. Efecto de CPF en la  de la proteína Nrf2. Extractos proteicos preparados de células 
JEG-3 expuestas a CPF (0; 50 ó 100 µM) por 3 hs (A) y 24 hs (B) se analizaron mediante western 
blot. Los extractos correspondientes al sobrenadante (FC) y fracciones nucleares enriquecidas 
(FN) se obtuvieron según se detalló en Materiales y Métodos. Igual cantidad de proteínas de 
los extractos proteicos fueron sembradas en las correspondientes calles de los geles de 
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio para electroforesis. Para el análisis de inmunoblot se 
utilizó un anticuerpo anti-Nrf2. Se utilizó un anticuerpo anti-GAPDH como control de 
contaminación. Para normalizar la corrida proteica en los extractos correspondientes a las 
fracciones nucleares se utilizó la tinción de Ponceau. Las barras representan la cuantificación 
densitométrica de los niveles relativos de Nrf2 respecto a GAPDH en el sobrenadante (barras 
grises) y de Nrf2 respecto a la intensidad de la banda señalada con una flecha en la tinción de 
Ponceau (barras blancas). Los gráficos de barras son representativos de tres experimentos. 
Diferencias significativas con el grupo control (*p<0,05). 
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5.2.6  Transcripción  de genes de enzimas antioxidantes  

 

Para determinar si el aumento en la expresión y traslocación nuclear de la 

proteína Nrf2 modula, en parte, la transcripción de los genes que codifican a enzimas 

del sistema de defensa antioxidante se analizó la expresión de HO-1; SOD1 y GR 

mediante qRT-PCR en células JEG-3 expuestas a CPF. Como se muestra en la Figura 33, 

los niveles de ARNm de HO-1 y GR fueron significativamente incrementados, mientras 

que el de SOD1 se mantuvo sin cambios en las condiciones analizadas. El incremento 

en los niveles de transcripto de HO-1 se correlacionó con un aumento en sus niveles 

proteicos tanto a las 3 hs como a las 24 hs de exposición a CPF (Fig. 34). 

Estos resultados claramente indican que CPF induce la activación 

transcripcional de enzimas antioxidantes. 

 

Figura 33. Efecto de CPF en los niveles de expresión de ARNm de HO-1, SOD1 y GR en células 
JEG-3. La expresión de los genes indicados fue cuantificada por qRT-PCR (ABI 7500, Applied 
Biosystems). Las células fueron cultivadas durante 24 hs en presencia de las concentraciones 
indicadas de CPF o sólo con el vehículo (0). Los resultados fueron normalizados con el 
transcripto de ciclofilina A y expresados de acuerdo al método 2-ΔΔCt usando como calibrador el 
nivel de ARNm obtenido de la condición control (0). Los datos son presentados como la media 
± DE de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado. Diferencias 
significativas con el grupo control (*p<0,05; **p<0,01). 
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Figura 34. Efecto de CPF en los niveles de la proteína HO‐1. Extractos proteicos de células 
JEG‐3 expuestas a CPF (0; 50 ó 100 μM) durante 3 y 24 hs se analizaron mediante western blot. 
Se utilizó anticuerpos anti‐HO‐1 y anti‐β‐actina según se describe en materiales y métodos. La 
imagen que se muestra es representativa de al menos dos experimentos diferentes.    
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DISCUSIÓN 

 

Los plaguicidas OFs utilizados ampliamente en la producción agrícola, 

constituyen una clase importante de químicos contaminantes del medio ambiente. 

Existe una preocupación creciente sobre los efectos en la salud humana producto de la 

exposición crónica especialmente sobre grupos vulnerables. Diversos estudios 

epidemiológicos relacionan la exposición a plaguicidas OFs durante la gestación con el 

deterioro del crecimiento fetal y del desarrollo (Eskenazi et al. 2010), la disminución 

del tiempo de gestación (Eskenazi et al. 2004), la disminución de la talla y el peso en el 

neonato (Perera et al. 2003; Whyatt et al. 2004) y la disminución de la circunferencia 

de la cabeza del neonato (Berkowitz et al. 2004). Sin embargo, poco se sabe sobre el 

estrés oxidativo inducido por exposición a OFs en el tejido placentario. Teniendo en 

cuenta la alta vulnerabilidad del feto a los tóxicos durante el desarrollo intrauterino y 

considerando que la placenta es una matriz de utilidad para biomonitorear el efecto de 

la exposición a xenobióticos (Prouillac and Lecoeur 2010), en este trabajo de tesis se 

realizaron estudios que permitieron establecer algunos aspectos relevantes 

relacionados al balance redox de la célula trofoblástica expuesta a plaguicidas. 

 

6.1  Estudio poblacional 

 

La actividad enzimática del biomarcador CaE analizada en homogenatos de 

placenta de gestantes residentes en áreas rurales durante el período 2009-2011, 

mostró una disminución significativa indicando que la población objeto de estudio 

estuvo expuesta a plaguicidas durante el PP. Estos resultados concuerdan con estudios 

previos realizados en nuestro laboratorio en los que se demostró tanto exposición 

sistémica a estos tóxicos como exposición en placenta de mujeres embarazadas 

residentes en el Alto Valle de Río Negro (Vera et al. 2012). Los valores de inhibición 

hallados en este estudio de tesis representan prácticamente la mitad del nivel de 

inhibición observado en placentas colectadas en el período 2006-2008 de dicho 

estudio. Esta discrepancia entre los resultados de diferentes muestreos puede ser 

explicado por la disminución en el volumen y/o la frecuencia de las aplicaciones en los 
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últimos años coincidentes con los cambios implementados en el plan de control 

integrado de plagas (INTA 2006-2007) y sus modificaciones posteriores. Está 

ampliamente documentado que la medición de CaE es un reconocido blanco 

secundario y es considerada un indicador sensible de exposición ambiental a 

plaguicidas OFs, carbamatos y piretroides (Wheelock et al. 2008; Wheelock et al. 

2005).  

Cabe destacar que la inhibición de CaE puede ser importante como indicador de 

toxicidad acumulativa a la exposición a múltiples plaguicidas anticolinesterásicos 

(Cohen 1984; Karanth et al. 2004) como es el caso de la población en estudio. 

Considerando la acción detoxificante de estas esterasas sobre compuestos exógenos 

como carbamatos (Sogorb and Vilanova 2002), piretroides (Anand et al. 2006; Nishi et 

al. 2006)  y narcóticos (Redinbo et al.2003), los resultados obtenidos en este trabajo de 

tesis en relación a la inhibición de CaE permiten hipotetizar la existencia de un riesgo 

toxicológico sobre la salud fetal, a corto y/o largo plazo. 

La determinación de biomarcadores de estrés oxidativo y del sistema 

antioxidante como alternativa a la imposibilidad de evaluar las ROS, dada su corta vida 

media, no mostró diferencias significativas en el contenido de GSH, en las actividades 

de CAT y GPx placental, como tampoco en la concentración de proteínas carboniladas y 

en los productos de oxidación lipídica en placentas obtenidas durante el período de 

pulverización. Sin embargo, un estudio previo de nuestro laboratorio, había informado 

una mayor actividad de CAT en placentas, asociada a la exposición a OFs en una 

población rural del valle del Río Negro (Souza et al. 2005). Nuevamente, se puede 

considerar que la disminución en el volúmen y/o la frecuencia de las aplicaciones de 

OFs en los últimos años, coincidentes con los cambios implementados en el plan de 

control integrado de plagas(INTA 2006-2007) podría justificar esta discrepancia entre 

los resultados de diferentes muestreos.  

En coincidencia con la ausencia de modificaciones significativas en las 

actividades de CAT y GPx placental, en el presente estudio no se observaron cambios 

en los niveles de la proteína Nrf2 en los homogenatos de placentas expuestas. 

El crecimiento y el tamaño fetal al nacer son críticos en la determinación de la 

morbilidad y mortalidad del neonato y su vida posterior. El principal determinante del 
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crecimiento intrauterino es el suministro de los nutrientes de la placenta al feto; de 

hecho, en muchas especies, el peso fetal a corto plazo tiene una correlación positiva al 

peso de la placenta, como una medida aproximada del área de superficie para el 

transporte materno-fetal de nutrientes. A su vez, la capacidad de transferencia de 

nutrientes de la placenta depende del tamaño de la misma, la morfología, el flujo de 

sangre y la expresión de transportadores, además de la síntesis de hormonas y el 

metabolismo de los nutrientes claves, los cuales influyen en la tasa de crecimiento 

fetal. Si bien la eficiencia de la placenta está en parte determinada genéticamente y 

tiene variaciones naturales dependiendo de la especie, raza y número de pariciones, es 

también sensible a las condiciones ambientales durante el embarazo como 

disponibilidad de oxígeno, estado de nutrición y características del flujo sanguíneo 

uterino (Fowden et al. 2009). Los cambios en cualquiera de estos factores, se traducen 

en disminución de eficiencia placentaria, pudiendo afectar el crecimiento intrauterino. 

Fowden y col definen eficiencia placentaria como los gramos de feto producidos por 

gramo de placenta (Fowden et al. 2009). En este trabajo, si bien no se hallaron 

diferencias significativas entre los parámetros morfométricos de la placenta y el 

neonato entre los grupos estudiados, se observó una moderada asociación negativa 

entre la actividad de CAT y el índice placentario en el grupo de gestantes expuestas a 

OFs (PP) (Fig. 31). En cambio no se encontró asociación entre estas variables en 

ninguno de los otros grupos estudiados. Dicho índice es una medida de la ineficiencia 

de la placenta, independiente del sexo fetal (Haeussner et al. 2013). Este resultado 

sugiere que una menor capacidad para eliminar el H2O2 podría producir un desbalance 

entre la capacidad funcional de la placenta y la demanda fetal. Así, una menor 

actividad de CAT podría predisponer a la ineficiencia de la placenta, por lo que CAT 

placentaria podría representar un potencial biomarcador de susceptibilidad a 

plaguicidas. En este aspecto se requieren estudios adicionales diseñados desde una 

perspectiva genética-ambiental para examinar los potenciales efectos oxidativos en la 

placenta de residentes rurales expuestas a OFs. En relación con esto, se ha reportado 

que las diferencias interindividuales en la expresión de CAT embrionaria y fetal 

constituyen un determinante de riesgo importante de patologías del desarrollo 

mediadas por ROS (Abramov and Wells 2011). Resulta además de interés señalar que la 
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población estudiada estuvo expuesta a OFs en la etapa final del embarazo, un período 

crítico para el crecimiento intrauterino que se ha asociado con los niveles de estrés 

oxidativo de la placenta medidos al momento del parto (Min et al. 2009).  

En conjunto, los resultados del estudio poblacional indican que si bien la 

disminución de la actividad de  CaE placentaria  sugiere exposición medioambiental a 

plaguicidas en las gestantes de la población rural, no se detectaron cambios en los 

biomarcadores del sistema antioxidante y de estrés oxidativo, indicando que el balance 

redox pudo ser sostenido. Adicionalmente sugieren que la actividad de CAT placentaria 

podría representar un bionmarcador de susceptibilidad.  

 

6.2  Limitaciones del estudio 

 

Estos resultados deben ser interpretados considerando algunas limitaciones. 

Se sabe  que el balance oxidativo de la placenta, está sujeto a diversos factores como 

la dieta, el polimorfismo de las enzimas antioxidantes y detoxificantes, entre otros (Al-

Gubory et al. 2010). Como se mencionó la placenta humana es hemocorial y la sangre 

materna baña directamente el sincitiotrofoblasto del árbol velloso fetal. Varias 

evidencias sugieren que es admisible que el flujo de sangre en el espacio intervelloso 

es intermitente en embarazos normales (Hung and Burton 2006; Hung et al. 2010; 

Burton and Jauniaux 2004). Esta intermitencia culmina con el parto cuando las 

contracciones uterinas son más frecuentes y vigorosas (Brar et al. 1988), generando la 

posibilidad de una lesión de tipo isquemia-reperfusión en la placenta. Uno de los 

muchos efectos nocivos de la reperfusión es la producción de ROS que pueden dañar 

los lípidos de membrana, oxidar el ADN o desnaturalizar proteínas con actividad 

enzimática, llevando a daño oxidativo celular. Además, la hipoxia-reoxigenación 

repetitiva causa estrés oxidativo en la placenta humana durante el parto asociado a un 

aumento oxidativo en la circulación placento-fetal y maternal. La asociación entre el 

modo de trabajo de parto y el estrés oxidativo sigue siendo controversial. Algunos 

investigadores han observado que el parto vaginal se asocia con aumento de estrés 

oxidativo en la madre (Fainaru et al. 2002; Inanc et al. 2005; Sridhar et al. 2007), feto y 

la placenta (Cindrova-Davies et al. 2007), mientras que otros no han podido detectar 
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relaciones similares (Roberts et al. 2009). La contribución de la placenta al estrés 

oxidativo durante el parto es confusa. Hung y col. han observado un mayor estrés 

oxidativo materno antes y después del parto vaginal en comparación con las mujeres 

que optan por la cesárea(Hung et al.2011), mientras que otros autores no encontraron 

diferencias en biomarcadores oxidativo en la placenta humana según el modo de parto 

(Min et al.2009; Roberts and Hubel 2009). Un estudio en el cual examinaron el efecto 

de la duración del trabajo de parto en los marcadores de estrés oxidativo y enzimas 

antioxidantes encontraron que varios marcadores de estrés oxidativo de la placenta 

aumentaban como resultado del trabajo de parto de largo plazo (mayor a 15 hs) 

comparados con aquellos medidos en placentas provenientes de trabajo de parto de 

corto plazo (menor a 5 hs) (Cindrova-Davies et al. 2007). Con el fin de minimizar estos 

factores que pueden contribuir a resultados inconsistentes, en el presente estudio se 

trabajó con muestras de tejido placental provenientes de partos vaginales de 

gestantes con menos de 10 hs de trabajo de parto. Por otra parte cabe destacar que el 

factor “horas de trabajo de parto“ no fue considerado en otros trabajos (Obolenskaya 

et al. 2010; Ahamed et al. 2009) quienes hallaron una asociación positiva entre el nivel 

de contaminantes placentarios y biomarcadores de estrés oxidativo. 

 

6.3  Estudio in vitro  

 

Los modelos in vitro basados en el uso de líneas celulares establecidas 

originadas de placenta humana han demostrado ser herramientas útiles para el 

estudio de expresión y función de proteínas transportadoras, así como en el 

metabolismo de xenobióticos. Las líneas celulares comúnmente utilizadas en 

investigación toxicológica son las BeWo, JAR y JEG-3, las cuales están disponibles de 

hace más de 30 años (Kohler and Bridson 1971; Pattillo and Gey 1968; Pattillo et al. 

1971).  

En este trabajo se evaluó el impacto de CPF sobre la enzima AChE, blanco 

principal de acción de los plaguicidas OFs. Se demostró que AChE se expresa en las 

células JEG-3 y que su actividad fue inhibida por la exposición a CPF. Buratti y col., han 

reportado que las enzimas citocromos CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19 y CYP3A4 son las 
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responsables de la formación de derivados oxón de numerosos OFs (Buratti et 

al.2003). Además se demostró que CPF oxón es un inhibidor de la enzima AChE tres 

órdenes de magnitud más potente que el compuesto parental (Forsyth and Chambers 

1989). Dado que CYP1A2 y CYP3A4 (Pavek et al. 2007; Storvik et al. 2011) están 

presentes en las células JEG-3, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que CPF 

es convertido a oxón en estas células.  

La inhibición de AChE mediada por CPF fue revertida, en parte, por el 

antioxidante NAC. El agregado previo de NAC al medio de cultivo revirtió de manera 

significativa la inhibición de la enzima particularmente en bajas dosis de CPF, indicando 

un potencial efecto protector. NAC es una pro droga capaz de aumentar el contenido 

de GSH incrementando la tolerancia de las células a los efectos de CPF. Es un conocido 

antioxidante que puede ser fácilmente desacetilado a L-cisteína, el aminoácido 

limitante para la síntesis de GSH. Además es  reconocido como un imporante 

“scavenger” de ROS. Como se mencionó el H2O2 y O2
−• se forman durante el proceso 

de óxido -reducción llevado a cabo por las enzimas detoxificantes de fase I (Fig. 5). Se 

ha reportado que el H2O2 es, además del O2, una molécula utilizada por estas enzimas 

para realizar las monooxigenaciones, lo cual explicaría en parte, el efecto protector de 

NAC en la inhibición de AChE ya que se formaría menor cantidad de oxón. Otro 

mecanismo posible que explicaría la acción protectora del NAC es el referido al efecto 

del H2O2 sobre la expresión de AChE. En este sentido, se demostró en pacientes que 

presentaban vitiligo acumulación de peróxido de hidrógeno en la epidermis, en el 

orden milimolar. Este peróxido de manera dependiente de la concentración oxida los 

residuos metionina y triptófano próximos al sitio catalítico de las enzimas AchE y 

butirilcolinesterasa epidermal generando su activación/deactivación (Schallreuter et al. 

2004; Schallreuter and Elwary 2007. 

En coincidencia con el resultado de esta tesis, NAC fue capaz de recuperar la 

inhibición de AChE del plasma inducida por diazinon en ratas (Shadnia et al. 2007), así 

como en cerebro de la anguila europea (Anguilla anguilla)(Peña-Llopis et al. 2003). Sin 

embargo su concentración debe ser controlada debido a que puede resultar tóxica 

para las células. El NAC a altas concentraciones puede actuar como un pro oxidante y 

comportarse como un catalizador en la formación de radicales libres. La autooxidación 
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del grupo tiol presente en su estructura se produce en presencia de metales de 

transición tales como Fe+3, el cual se reduce a su forma catalíticamente activa Fe+2. La 

autooxidación de este grupo sulfidrilo puede producir O2
−•  y H2O2. De este modo, 

factores necesarios para la generación de HO• de acuerdo a la reacción de Fenton tales 

como H2O2 y Fe+2, pueden ser generados durante este proceso (Corinne Sprong et 

al.1998). En este trabajo de tesis se utilizó la concetracion de 10 mM la cual no produjo 

reducción en la viabilidad celular. 

Es conocida la transferencia placentaria de NAC y la protección que confiere al 

feto en mujeres embarazadas intoxicadas con paracetamol (Horowitz et al.1997). En 

ratas se ha comprobado que el NAC restaura el balance redox fetal y materno 

producido por infecciones sistémicas e intrauterinas reduciendo la tasa de nacimientos 

pre término (Buhimschi et al. 2003).También se ha comprobado la capacidad de 

atenuar la respuesta de citoquinas en la placenta y en el feto, las cuales pueden estar 

mediadas por el estrés oxidativo en respuesta a una infección materna (Beloosesky et 

al. 2006). 

Por otra parte, Saulsbury y col. han reportado en oligodendrocitos que tanto 

CPF como CPF oxón, pueden actuar como una fuente de ROS que podría conducir a 

una injuria celular (Saulsbury et al. 2009). En este trabajo se demuestra la generación 

de ROS por CPF y el impacto de éstos sobre el sistema antioxidante en las células JEG-

3. GSH, el mayor antioxidante no enzimático celular que actúa directa e 

indirectamenta tratando de recuperar el equilibrio redox, se encontró disminuído por 

acción de CPF y CAT, una de las enzimas de defensa antioxidante más importante 

destinada a reducir el contenido intracelular de H2O2 mostró un aumento en su 

actividad. El incremento en la actividad de esta enzima en las células expuestas a CPF, 

puede ser un mecanismo para contrarrestar la generación de ROS. Se ha demostrado 

modificación del sistema antioxidante en respuesta al estrés oxidativo generado por 

OFs, en distintos sistemas tales como en linfocitos humanos (Banerjee et al. 1999), en 

tejido hepático de ratas (Tuzmen et al 2008) y en células neuronales (Giordano et al 

2007), entre otros. 

Además en respuesta a la exposición a CPF, se demostró la inducción en la 

expresión de dos de los tres genes detoxificantes de fase II estudiados, HO-1 y GR. 
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Junto a estas inducciones se comprobó un aumento en la expresión y en la localización 

nuclear de la proteína Nrf2. Los tres genes antioxidantes estudiados, HO-1, GR y SOD1 

tienen en común un elemento de respuesta antioxidante (ARE) en sus promotores y se 

expresan de manera dependiente de Nrf2. Como se mencionó en la Introducción (ítem 

1.2.4.4.1), este factor actuando a través de un elemento de respuesta 

antioxidante/electrófilo, juega un papel fundamental en la homeostasis redox celular 

(Kaspar et al. 2009).  

El sistema Nrf2/INrf2 detecta principalmente el estrés oxidativo de baja 

intensidad (Lushchak 2011). En respuesta a esto, Nrf2 se trasloca al núcleo, donde se 

une a los sitios ARE de los genes blanco para inducir la expresión de múltiples genes de 

la defensa celular, incluyendo CAT, GR y HO-1 (Alam et al. 1999; Kaspar et al. 2009; 

Reichard et al. 2007).  

Entre los genes estudiados, el que mostró mayor inducción en respuesta al 

tratamiento con CPF fue el de HO-1. La enzima hemooxigenasa (HO) cataliza la 

velocidad de la etapa limitante de la oxidación del grupo hemo a biliverdina, monóxido 

de carbono y hierro libre. Los tres componentes presentan propiedades 

citoprotectoras. La biliverdina se oxida rápidamente a bilirrubina, un potente 

antioxidante endógeno, el monóxido de carbono actúa de forma similar al óxido nítrico 

produciendo vasodilatación y como consecuencia disminuye el tono vascular, inhibe la 

agregación plaquetaria y las cascadas inflamatorias y apoptóticas. Si bien el hierro libre 

es capaz de generar ROS mediante la reacción de Fenton, la enzima HO interactúa con 

las bombas de hierro y además induce la síntesis de ferritina, molécula quelante de 

hierro. En adición a esto, los niveles de hierro producidos por la acción de esta enzima 

no tienen un efecto neto en el contenido de hierro libre total intracelular. Se han 

identificado tres isoenzimas de HO, las isoformas HO-2 y HO-3 son constitutivas y la 

HO-1 es altamente inducible por diferentes estímulos tales como el grupo hemo, 

citoquinas, mitógenos, metales, shock térmico, radiaciones UV, hipoxia o hiperoxia y 

ROS (Maines et al. 1986). 

Un creciente número de estudios realizados en varias condiciones 

experimentales implican a la HO-1 en la regulación del estrés oxidativo (Castilho et al. 

2012; Lee et al. 2012; Vicente et al. 2003). En particular, la proteína HO y 
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específicamente sus derivados participan en la preservación de la quiescencia uterina 

durante la gestación, la regulación del control hemodinámico en el útero y la placenta, 

la regulación de las cascadas apoptóticas y antiinflamatorias en células trofoblásticas y 

lo más importante en el mantenimiento del equilibrio redox del tejido placentario 

(Bainbridge and Smith 2005). Por otra parte, se ha propuesto que la disminución en la 

expresión de HO y/o en su actividad durante la gestación, participa en la iniciación de 

varios procesos patológicos involucrados en la etiología de la preeclampsia (Bainbridge 

and Smith 2005). En este sentido, en placentas patológicas se demostró mediante 

análisis inmunohistoquímico una aparente disminución en la expresión de ambas 

proteínas, HO-1 y HO-2 (Lash et al. 2003) . 

Otra de las enzimas antioxidantes analizadas que fue activada 

transcripcionalmente es la GR, la cual contribuye a mantener el contenido de GSH 

(Qanungo and Mukherjea 2000). GSH, como se mencionó, es un antioxidante natural 

de las células que disminuye las ROS.El aumento de la expresión de GR en células JEG-3 

tratadas con CPF sugiere que esta molécula está contribuyendo a mejorar la capacidad 

antioxidante de la célula.  

Estos resultados indican que la tolerancia de las células JEG-3 a la exposición a 

CPF se explica, al menos en parte, por la capacidad de éstas para activar mecanismos 

de defensa antioxidante. En este sentido las células trofoblásticas tienen la maquinaria 

intracelular necesaria y la concentración de cofactores para inducir las reacciones 

metabólicas de fase I y II, el sistema colinérgico, así como la completa variedad de 

proteínas de transporte y de receptores nucleares implicados en la respuesta de 

defensa antioxidante (Myatt 2006; Vanderlelie et al. 2008). Si bien los valores de CPF 

detectados en plasma humano materno en la exposición residencial, están en el rango 

que va de 0,002 nM hasta 29 nM (Whyatt et al 2003) y difieren ampliamente de las 

concentraciones utilizadas en este estudio experimental, Buratti y col. propusieron que 

concentraciones de OFs menores de 10 µM para estudios in vitro, reflejan condiciones 

similares a las posibles exposiciones medioambiental en humanos, mientras que, 

concentraciones superiores a 100 µM reflejan intoxicación accidental aguda (Buratti et 

al. 2007). 
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Como se mencionó, las células JEG-3 son un modelo in vitro ampliamente 

aceptado para evaluar los mecanismos del metabolismo de xenobióticos en la placenta 

(Myllynen et al. 2005; Prouillac and Lecoeur 2010; Ridano et al.2012). Si bien no es 

posible extrapolar directamente los resultados obtenidos con estas células a la 

respuesta de la placenta in vivo, es atractivo proponer que la placenta humana es 

capaz de controlar el insulto oxidativo generado por la presencia de OFs, como CPF, 

con el fin de preservar la integridad de las células del trofoblasto y la función 

placentaria. Cabe considerar que la ausencia de alteraciones significativas en el estado 

redox de las placentas estudiadas, se asociaría no solo a dicha capacidad sino también, 

a un bajo nivel de exposición a OFs. La importancia fisiológica de un desequilibrio entre 

la producción y la eliminación de ROS se ha demostrado durante el embarazo (Agarwal 

et al. 2005). Está bien documentado que hay una respuesta antioxidante reducida y 

aumento de la peroxidación de lípidos en pacientes con preeclampsia (Gupta et al. 

2005). Ciertamente, ese estrés oxidativo ha sido implicado como un factor clave que 

contribuye a la patogénesis de una variedad de enfermedades de la placenta que 

desencadenan la reducción del flujo de sangre de la placenta pudiendo incluso 

conducir a la muerte fetal (Wruck et al. 2009). Además, un aumento en la producción 

de hCG por el sincitiotrofoblasto (Barros et al. 2002), así como una correlación positiva 

entre el nivel sérico de β-hCG y la concentración de H2O2 se han reportado en la 

preeclampsia (Kharfi et al. 2005). Estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo 

conduce a un aumento en la circulación materna de H2O2 que desencadena la 

secreción de hCG como un citoprotector contra la oxidación. Coincidentemente con 

estos hallazgos, se ha informado que CPF induce un aumento significativo de β-hCG en 

células JEG-3 en condiciones en las que no se comprometió la morfología y la viabilidad 

celular (Ridano et al. 2012). 

En resumen, en este trabajo de tesis se demuestra por primera vez que CPF 

altera el equilibrio redox en células del trofoblasto e induce un aumento de los genes 

de fase II de detoxificación HO-1 y GR. Además el aumento en los niveles proteicos y 

traslocación del factor Nrf2, señalan a esta proteína como uno de los factores 

responsables del aumento transcripcional de dichos genes. Estos resultados sugieren 
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que la activación de esta vía en placenta podría conferir protección al feto contra las 

lesiones oxidativas inducidas por xenobióticos. 
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CONCLUSIONES 

 

Los aspectos más relevantes que surgen de este trabajo de tesis en relación al 

estudio de placentas de mujeres embarazadas del Alto Valle del Río Negro en período 

de pulverizaciones son los siguientes: 

 

- Se  pudo demostrar una inhibición significativa de la actividad de CaE en 

placentas de gestantes expuestas, sugiriendo que los plaguicidas llegan al tejido 

placentario.  

- No se observaron cambios en los biomarcadores de respuesta antioxidante 

GSH, CAT y GPx, como tampoco en los biomarcadores de estrés oxidativo, 

carbonilación de proteínas y lipoperóxidos.  

- El contenido proteico de Nrf2 no mostró variaciones significativas en el grupo 

de población  expuesta. 

- No se hallaron alteraciones en los parámetros morfométricos de las placentas y 

los neonatos estudiados. 

- Se demostró una moderada asociación negativa entre la actividad de CAT y el 

índice placentario en el grupo de gestantes expuestas  durante el periodo de 

pulverización. 

 

Los resultados del presente trabajo llevan a concluir que el impacto de la 

exposición ambiental a plaguicidas, principalmente OFs, en el grupo de mujeres 

embarazadas residentes en áreas rurales del Alto Valle de Río Negro, no modifica el 

estado redox de la placenta. Sin embargo el hallazgo de una asociación significativa 

entre CAT e índice placentario sugiere que CAT podría representar un posible 

biomarcador de susceptibilidad a plaguicidas. Este hallazgo lleva a proponer un futuro 

estudio basado en la medición de la actividad de esta enzima, en los que se 

estratifique a la población expuesta en base a los niveles de CAT placental para evaluar 

el potencial efecto de dicha exposición en parámetros bioquímicos/moleculares y 

morfométricos de la placenta. 
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De los resultados obtenidos del estudio in vitro se puede concluir que por 

exposición de las células JEG3 a concentraciones micromolares de CPF:  

 

- La enzima AChE, blanco primario de OFs, está presente en dichas células y resulta 

inhibida por CPF.  

- La inhibición de AChE por CPF es revertida, en parte, por NAC. 

- La exposición a CPF genera ROS. 

- La exposición a CPF produjo dismunición en el contenido de GSH y aumento en la 

actividad de CAT. 

- Se demsotró aumento en la expresión y traslocación de la proteína Nrf2. 

- Se demostró inducción en la expresión de los genes detoxificantes de fase II, HO-1 y 

GR. 

- No se observó modificación en la expresión de SOD1 por efecto de CPF. 

 

En resumen, en el modelo celular in vitro se demuestra por primera vez que CPF 

es bioactivado en las células JEG-3 provocando la inhibición de la actividad de AChE, la 

cual es debida en parte, a la generación de ROS producto de la metabolización de CPF. 

La disrupción del balance redox, activa mecanismos de defensa antioxidante como el 

aumento en la actividad de CAT, la inducción de la expresión del factor de 

transcripción Nrf2 y el aumento de la transcripción de los genes detoxificantes de fase 

II, HO-1 y GR en células del trofoblasto, sugiriendo una potencial protección al feto 

contra las lesiones inducidas por xenobióticos. Se propone como futuros trabajos: 

1) demostrar la participación de la vía Nrf2 / ARE en el aumento de los genes de fase 

II de detoxificación HO-1 y GR y  

2) estudiar la participación de vías de señalamiento Akt/GSK3β/ β-catenina en la 

respuesta celular a CPF para indagar en los mecanismos de supervivencia celular. 

3) Analizar la respuesta de estrés de retículo endoplásmico a la presencia de CPF. 
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ANEXO I 

 
Tabla  III.  Enzimas metabolizantes de xenobioticos detectadas en placenta humana de acuerdo a 
la edad gestacional y la metodología aplicada (Myllynen et al. 2005). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

   
 

  

                                                          Metodología     
  CYP   1º trimestre   A término   Observaciones específicas   
1A1   Determinación actividad  

enzimática, RT - PCR,  
Western bloting   

Determinación a ctividad enzimática,  
ARN m Northern bloting, RT - PCR,  

inmunohistoquímica,  inmunoinhibición   

Única isoforma de CYP  
metabolizante de xenobióticos  
cuya expresión e inducibilidad ha  
sido demostrada en todos los  
niveles posibles de detección   

1A2   RT - PCR   RT - PCR     Ensa yo de diagnóstico   
inhibición 7 - methoxyresorufin 

  
Inmunoreacción   a término   

1B1   RT - PCR   +  RT - PCR   Ensayos enzimáticos no relevantes   
2C   +  RT - PCR   RT - PCR   Actividad catalítica negativa,  

inmunodetección negativa   
2D6   +  RT - PCR   - ,  RT - PCR   Actividad catalítica negativ a   
2E1   +  RT - PCR   +, proteína detectable en Western  

blotting, ARNm,    RT - PCR   
Clorzoxazone 6 - hidrolasa  

negativo. Resultados  
contradictorios de acuerdo a datos  

clínicos. Señal de western blot  
equívoca   

2F1   RT - PCR   RT - PCR   Función no establecida   
3A4 - 7   RT - PCR , pos itivo en  

western blot   
ARN m Northern bloting ,  RT - PCR ,   

positivo en Western bloting   
Varios sustratos marcadores son  

negativos   
4B1   RT - PCR   Western blotting positivo, RT - PCR,    

ARN m Northern bloting , reacción  
inmunopositiva enWestern blotting   

Función no establec ida   

QR   Actividad enzimática +   Actividad enzimática +   No inducción  in vivo   
NOS   Actividad enzimática +   Actividad enzimática +,  

inmunodetección+   
Efectos de xenobióticos en la  
NOS placental no han sido  

estudiados   
GST   Actividad enzimática +   Actividad enzimá tica +   Sin respuesta o mínima a  

xenobióticos externos   
EH   Actividad enzimática +,  

deteción inmunológica  
en células trofoblásticas  

+   

Actividad enzimática +   Ninguna correlación definida  con  
el estrés químico y la expresión de  

EH a término   

SULT   Actividad en zimática +   Actividad enzimática +     
NATI   ?   Actividad enzimática +   Obviamente polimórfico   

UGT1A   Actividad enzimática +   ARNm RT - PCR +, Actividad enzimática  
+, Western blot  +   

Correlación positiva con el estado  
de fumadores   

UGT2B,   
2B4, 2B7   

?   ARNm RT - PCR +,  Western blot  +,  
inmunohistoquímica  de sincitio d  

vellosidades placentarias +   

  

NQO   ?   Actividad enzimática +     
ADH   ?   Actividad enzimática +     
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Tabla IV. Expresión de enzimas metabólicas en función de la edad gestacional y modelos 
placentarios. (Prouillac and Lecoeur 2010). 
 

s/d: sin dato disponible,+ positivo,++ fuertemente positivo,-negativo, HSD hidroxi esteroide 
deshidrogenasa. 
 
 
 
 
 
 
 
           

 

 

 Isoformas 
 P450 

Niveles 
de 

ARNm 

Nivel de 
proteína 

Actividad 
enzimática 

Referencias 
 

1º trimestre de 
embarazo 

CYP1A1 ++ - s/d (Hakkola et al 1996b) 

 CYP1A2 + s/d + (Schutz et al 1993) 

 CYP2A - - s/d (Pasanen  et al 1997) 

 CYP2B - - s/d (Bieche et al 2007) 

 CYP2D6 + s/d s/d  

 CYP3A4 + + s/d  

 CYP3A5 + + s/d  

 CYP3A7 + + s/d  

Placenta a término CYP1A1 ++ + + (Hakkola et al 1996a) 

 CYP1A2 - s/d s/d  

 CYP2A6/7 - s/d s/d  

 CYP2B6/7 - s/d s/d  

 CYP2C8-19 - s/d s/d  

 CYP2D6 - s/d s/d (Hakkola et al 1996a) 

 CYP2E1 + - -  

 CYP2F1 + - -  

 CYP3A4 + - -  

 CYP3A5 + - -  

 CYP3A7 - - -  

 CYP4B1 + s/d s/d (Nishimura et al 2003) 

 CYP11A1 ++ s/d +  

 CYP19 ++ s/d +  

Células JAR CYP19 + + + (Nakanishi et al 2002) 

 No hay datos  de otros citocromos  

Células JEG3 CYP1B1 + s/d s/d (Pelkonen et al 1984) 

 CYP2C9 + s/d s/d (Pavek et al 2007) 

 CYP3A4 + s/d s/d (Nakanishi et al 2002) 

 CYP19 + + + (Samson et al 2009) 

 3β-HSD1 + s/d + (Smuc et al 2009) 

 17β-HSD1-12 + s/d +  

Células BeWo CYP1A1 + + + (Avery et al 2003) 

 CYP1A2 + + +  

 CYP2C9 + s/d s/d (Pavek et al 2007) 

 CYP3A4 + s/d s/d (Nakanishi et al 2002) 

 CYP19 + + +  
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Tabla V. Comparación de la distribución polarizada y expresión relativa del  nivel de proteínas/ 
ARNm (inmunohistoquímica, Western blot y la funcionalidad) de los transportadores 
placentarios relacionados con la disposición de fármacos a través del transportador de 
interfase materno fetal. s/d: sin dato disponible, + positivo,++ fuertemente positivo, -negativo, 
a límite de detección (Prouillac and Lecoeur 2010). 

Localización 

 

Transportador Placenta BeWo      JEG3 JAR Referencias 

 

Membrana en 

borde de 

cepillo (cara 

materna) 

P-gp (MDR1) ++/+ +/+ +/+ ++/+ (Evseenko et al 2006; Patel et al 

2003; St-Pierre et al 2002) 

(Pascolo et al 2000; Prouillac et al 

2009; Serrano et al 2007; St-

Pierre et al 2000) 

 MRP2 +/+ ++/+ +/sd ++/- (Evseenko et al 2006; Maliepaard 

et al 2001; Serrano et al 2007; 

Yeboah et al 2006)  

 MRP8 +/sd +/sd ++/sd +/sd (Patel et al 2003) (Ugele et al 

2003) (Serrano et al 2007) 

 BCRP +/+ ++/++ +/+ ++/+ (Patel et al 2003) (Ugele et al 

2003) (Serrano et al 2007) 

 OATP1A2(OATP-A) +/sd +/sd +/sd +/sd (Sato et al 2003) 

 OATP1B1(OATP-C) +/sd sd/sd sd/sd sd/sd (Ganapathy et al 2005; Tamai et 

al 1997) 

 OATP3A1(OATP-D) +/sd sd/sd sd/sd sd/sd (Lahjouji et al 2004) (Rytting et al 

2005; Rytting et al 2007) 

 OATP4A1(OATP-E) sd/+ sd/sd sd/sd sd/sd (Wang et al 2000) 

 OCTN1/SLC22A4 +/+ sd/sd sd/sd sd/sd (Barros et al 1995; Yasuda et al 

2008) 

 OCTN2/SLC22A5 +/+ +/+ sd/sd sd/sd (Settle et al 2004) 

 NaDC3 sd/+ sd/sd sd/sd sd/sd (Solanky et al 2010; Yasuda et al 

2008) 

 hENT1/SLC9A1 sd/+ +/+ sd/sd sd/sd (Solanky et al 2010; Yasuda et al 

2008) 

 MCT-4/SLC16A4 +/+ sd/sd sd/sd sd/sd (Solanky et al 2010; Yasuda et al 

2008) 

 FRα +/+ +/+ sd/sd +/sd (Prasad et al 1996) 

 PCFT (SLC46A1) +/+ +/sd sd/sd sd/sd (Bzoskie et al 1997) 

 RFC-1 (SLC19A1) +/+ +/sd sd/sd sd/sd  

 SERT +/+ +/+ sd/sd +/+  

 NET +/+ sd/sd sd/sd sd/sd  

Membrana 

basal (cara 

fetal) 

MDR3 +/++ +a/+ +a/sd +a/++ (Evseenko et al 2006; Patel et al 

2003) 

 MRP5 ++/+ +a/sd sd/sd sd/sd (Meyer et al 2005; Pascolo et al 

2003) 

 OATP2B1(OATP-B) ++/++ +/sd +/sd +/sd (Grube et al 2007; Serrano et al 

2007; St-Pierre et al 2002) 

 OAT4 ++/+ sd/sd sd/sd sd/sd (Cha et al 2001; Ugele et al 2003) 

 RFC-1 (SLC19A1) c +/+ sd/sd sd/sd (Solanky et al 2010; Yasuda et al 

2008) 

 OCT3 +/+ -/sd sd/sd sd/sd (Sata et al 2005) 

 MCT-1/ SLC16A1 +/+ sd/sd sd/sd sd/sd (Settle et al 2004) 

Localización 

controvertida 

o desconocida 

MRP1 +/+ ++/++ ++/+ +/+ (Evseenko et al 2006; Nagashige 

et al 2003; St-Pierre et al 2000) 
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Tabla VI. Secuencias de primers y concentraciones usadas para qRT-PCR. 

 

Nombre Secuencias (5´- 3´) 
 

Concentración  
nM 

SOD1 

Fw TCA GGA GAC CAT TGC ATC ATT 150 

Rv CGC  TTT CCT GTC TTT GTA CTT TCT TC  

GR   

Fw TCA CGC AGT TAC CAA AAG GAA A 250 

Rv CAC ACC CAA GTC CCC TGC ATA T  

Nrf2 

Fw AAA CCA GTG GAT CTG CCA AC 200 

Rv GAC CGG GAA TAT CAG GAA CA  

HO-1 

Fw AGG CCA AGA CTG CGT TCC 150 

Rv GCA GAA TCT TGC ACT TTG TTG CT  

Ciclofilina A   

Fw GTC AAC CCC ACC GTG TTC TT 100 

Rv CTG CTG TCT TTG GGA CCT TGT  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 MRP3 ++/+ +/sd +/sd +/sd (Serrano et al 2007) 

 MRP4 +/sd +/sd ++/sd +/sd (Chan et al 2006; Utoguchi et al 

1999) 

 MCT-8 +/+ sd/+ sd/sd sd/sd (Price et al 1998; Settle et al 

2004) 

 MCT-3,MCT5,MCT7 +/sd sd/sd sd/sd sd/sd (Barros et al 1995) 

 hENT2/SLC29A2 sd/+ sd/sd sd/sd sd/sd  
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