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RESUMEN

La placenta cumple funciones vitales en la gestacién del ser humano. Es el drgano
que media la interrelacién entre la madre v el individuo en gestacién, permitiendo la
implantacidn v la transferencia de nutrientes, hormonas v gases, asi como de productos de
desecho. Su desarrollo normal estd directamente refacionado con el éxito del embaraza vy la
salud materno-fetal a corto vy largo plazo. Consecuentemente, es de gran impeortancia
investigar si la exposicion maternal a contaminantes ambientales puede afectarla.

En las ultimas décadas, la exposicion a2 pesticidas ha incrementado notablemente
debido a su uso para proteger las cosechas y mantener los ambientes libres de insectos. En
este sentide, los plaguicidas organofosforadeos [OP) forman parte de los insecticidas
quimicos de mayor uso, Sus efectos toxicos mas estudiados se deben a la inhibicion de las
enzimas acetilcolinesterasa (AchE) vy esterasa neurotdxica, llevando a  sintomas
caracteristicos de neurotoxicidad aguda vy retardada respectivamente, Ademas, se han
descripto otros mecanismos por los cuales los OP provocan una accion tdxica directa sobre
distintos tejidos.

Algunos estudios han reportado un aumento en el riesgo de alteraciones en el
embarazo de mujeres expuestas a estos pesticidas, sin embargo, los resultados son
controvertidas y muy pocos estudios han explorado si las células y funclones placentarias se
ven afectadas por la presencia de OP, La principal limitacidn de los estudios poblacionales
sobre los efectos de plaguicidas es la incapacidad de demostrar de manera absoluta la
relacion causa-efecto y de detectar dafios que lleven a la pérdida muy temprana de un
embarazo. Por lo tanto, los avances en este sentido requieren de su complementacion con
estudios fn vitro que permitan individualizar los efectos de un toxico en particular sobre las
células v estructura de la placenta humana.

En esta Tesis Doctoral se propuso caracterizar el efecto del pesticida OP Clorpirifos
[CPF) sobre |a placenta humana empleando modelos in vitro.

La viabilidad de las lineas celulares trofoblasticas JEG-3 v BeWo, asi como la de
cultivos primarios de citotrofoblastos vellosos [CTBv), no se alterd marcadamente en los
tratamientos con CPF en las condiciones ensayadas, sugiriendo que estas células poseen

mecanismos de resistencia efectivos a dosis de CPF reportadas como citotoxicas en modelos



RESUMEN 7

de células neuronales. En comparacion con los CTBy, las células HTRE/SV-neo, provenientes
de citotrofoblastos extravellosos [CTBev), fueron mas sensibles a CPF en concentraciones
elevadas, mostrando una reduccidn en su viabilidad cercana al 358%.

La diferenciacion de los CTBv v la capacidad proliferativa, migratoria e invasiva de los
CTBev no fueron significativamente alterados en condiciones de exposicion al taxico en las
cuales se mantuve la viabilidad celular. 5in embargo, CPF alterd |a expresian de genes
relevantes para la funcidn placentaria. En los modelos celulares de trofoblastos vellosos, CPF
induja la transcripcion de |z subunidad B de la hormona gonadotropina corignica [B-hCGE), de
los transportadores de eflujo ABCG2 y glicoproteina P [P-gp), v del factor de transeripeién
especifico de placenta GCM1. CPF generd también un aumento en la sintesis de B-h{G v de
los transportadores de eflujo evaluados v un aumento en la secrecion de §-hCG pero no de
progesterona vy estradicl, En el modelo de CTBev, se observé una disminucion en |a
transcripcidn del receptor 1 del factor de crecimiento del endotelio vascular (Fitl), asi como,
del factor inducible por hipoxia 1 alfa {HIF-1a) v, a la mayor dosis evaluada, del factor de
transcripcién activado mediante unidn a ligando PPARy y de B-hCG.

En relacian a los factores moleculares potencialmente involucrados en los efectos de
CPF sobre el trofoblasto velloso, se demostrd que el aumento en la expresian de f-hCG es
parcialmente dependiente de las especies reactivas del oxigeno (EROCs) generadas por el
toxico y del factor de transcripcion tipo krippel KLF&. En un trabajo en colaboracién, se
describic que CPF desencadena una respuesta anticxidante mediada, al menos en parte, por
e| factor de transcripcidn 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2 {Nrf2). En esta tesis, se
demostro que, de acuerdo 2 lo esperado, Nrf2 regula la expresion basal de ABCGZ en las
celulas JEG-3, sin embargo, tanto el aumanta de B-hCG como de ABCG2 Inducido por CPF
seria mediante un mecanismo independiente del mismo. Por otra parte, f-hCG participaria
en la homeostasis rédox de las células JEG-3, pero no seria necesaria para la sobrevida de las
mismas en presancia de CPF, al menos en las condiclones de dosis y tiempo ensayadas.

Finalmente, se evaluo el impacto de CPF sobre las wvellosidades corignicas,
observandose marcadas alteraciones morfologicas a nivel de microscopia optica vy
electronica. CPF indujo alteraciones compatibles con modificacion de la composicion
estromal y apoptosis de células intravellositarias; y engrosamiento de la membrana basal y

alteraciones en la disposicion v morfologia de nicleos de la barrera trofoblastica, Ademds, a
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la dosis del tdxico mas elevada ensayada, se observe marcada desorganizacién vellositaria y
dafio tisular sugerente de necrosis trofoblastica.

En conjunto los resultades indican gque los trofoblastos vellosos poseen mecanismos
de reslstencia a la citotoxicidad por CPF, entre los cuales podemos incluir el incremeanto en la
respuesta antioxidante, la produccidn de transportadores de eflujo ¥, posiblemente, el
incremento de B-hCG. Sin embargo, en la vellosidad coriénica existirian otros mediadores,
celulares o no, mds sensibles a la toxicidad del CPF, que inducirian dafo tisular marcado
incluse sobre el epitelio trofoblastico.

Este estudio ha contribuido al conocimiento de los efectos de CPF sobre la placenta
humana y de la respuesta del trofoblasto frente al pesticida; ha revelado nueves blancos
moleculares trofoblasticos que deberian ser considerados en la evaluacion de las
consecuencias de la exposicion in vivo sobre el embarazo; y ha demostrado la importancia
de abarcar diversos modelos experimentales para estudiar la toxicidad de un compuesto en

particular sobre la placenta humana.
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ABSTRACT

The placenta fulfills vital functions in human pregnancy. It is the interface between
the mother and the unborn child, it allows implantation, secretes hormones that maintain
pregnancy, and mediates the exchange of nutrients and metabolic waste products. Its
normal development is directly related to the success of pregnancy as well as to short- and
long-term health of the mother and the fetus. Consequently, it is important to investigate
whether maternal exposure to environmental contaminants can disturb its development or
function.

In recent decades, exposure to pesticides has significantly increased due to their use
to protect crops and to keep insect-free enviranments, Organophosphorous {OP) pesticides
are among the most widely used chemical insecticides, Their main toxic effect is the
inhibition of the enzyme acetylcholinesterase |AChE) and neurctoxic esterase leading to
characteristic symptoms of neurotoxicity. However, other mechanisms that cause a direct
toxic action on various tissues have been described.

Some studies have reported an increased risk of abnormal pregnancy in women
exposed to these pesticides. However, the results are controversial and few studies have
explored whether cells and placental functions are affected by the presence of OP. The main
limitation of population studies on the effects of pesticides is to uneguivocally prove cause-
effect and to detect damage that lead to early pregnancy loss. Therefore, progress in this
regard requires in witro studies in order to identify toxic effects particularly en the cells and
structure of the human placenta,

The aim of this Thesis was to characterize the effect of chlarpyrifes (CPF), the most
widely used OF pesticide, on human placenta using in witro models.

Trophoblastic viability in JEG-3 and BeWo cell lines, and primary cultures of villous
cytotrophoblast (CTBv), was not significantly altered in CPF treatments, The results suggest
that villous trophoblasts have effective resistance mechanisms against doses of CPF that
have been reported to be cytotoxic in neuron cell models. The HTRE/SV-neo cells, an
extravillous cytotrophoblast (CTBev) cell model, were more sensitive to the cytotoxic effect

at high concentrations, showing a cell viability reduction of about 35%,
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CTBy differentiation as well as proliferative, migratory and invasive capacity of CTBev
were not significantly impaired in toxic exposure conditions where cell viability was
maimained. However, CPF altered the expression of genes relevant for placental function. In
the villous trophoblast cell models, CPF induced the transcription of the human chorionic
gonadatropin f subunit {B-hCG), of the efflux transporters ABCG2 and P-glycoprotein (P-gp),
and of the placenta specific transcription factar, GCML. CPF also increased the synthesis of
R-hCG and the efflux transporters, as well as, the secretion of B-hCG but not progesterone
and estradiol. A decrease in the transcription of the vascular endothelial growth factor
receptar-1 (Fitl) and the hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1a), and, at high doses, of the
transcription factor activated by ligand, PPARy, and B-hCG were observed in the CTBev cell
model.

Regarding to the molecular factors potentially invelved in the effects of CPF on villous
trophoblast celis, the increased expression of B-hCG was partially dependent on reactive
cuygen species and on the Krippel-like transcription factor &, KLFG. In 3 collaborative
research done during this thesis, it was described that CPF triggers an antioxidant responze
mediated, at least in part, by the Muclear factor erythrold 2-related factor 2 (Nrf2). In this
thesis, we showed that, as expected, Mrf2 regulates the basal expression of ABCG2Z,
however, both, the increase in B-hCG and ABCG2 by CPF were induced by an Nrf2
independent mechanism. On the other hand, results suggest that B-hCG participates in the
redox homeostasis of JEG-3 cells but it is not necessary for cell survival in the presence of
CPF, at least under the dose and time conditions assayed.

Finally, the impact of CPF on chorlonic villus was assessed. Clear morphological
alterations were detected by optical and electron microscopy. They included modifications
on stroma composition and increased intervillous cell apoptosis, basal membrane
enlargement and nuclear dispesition and morphological alterations on trophoblasts. Also, at
the highest assayed doses, clear villous disorganization and tissue damage were observed,
suggesting trophoblast necrosis.

Owverall, the results of this Thesis indicate that villous trophoblast cells activate CPF
cytotoxicity resistance mechanisms, among which we can include an increased antioxidant
response, production of efflux transporters and, increased synthesis and secretion of B-hCG.
However, in the chorionic villus there are other cellular o acellular mediators, more sensitive

to the toxicity of CPF, that may induce damage to the placenta.
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This study has contributed knowledge about CPF effects on the human placenta and
on the trophoblast response to this pesticide; has revealed new molecular targets that
should be eonsiderad in assessing the consequences of the in vivo exposure to CPF on
pregnancy; and it has also demonstrated the importance of covering various experimental
models for studying the toxicity of a particular compound on human

placenta.
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1, La placenta humana: Interfase materno-fetal

La placenta posee un papel esencial durante la gestacion de mamiferoz placentarios
coma los humanos. Llega a ser desechable después del nacimiento del bebeé, lo que hace que
s8a el unico organo del cuerpo humano que cumple una funcien vital y luego se vuelve
obzoleta. Es una pieza bioldglca extremadamente compleja que permite que |a sangre del
individuo en gestacion vy de la madre realicen complejos v continuos intercambias, sin entrar
en contacto vy sin mezclarse, para el suministro de nutrientes v de oxigeno al bebé y el
movimiento de los productos de desecho, como el dioxido de carbono, de vuelta hacia la
madre, For lo tanto, este drgano actua como el pulmaon, el rifon y el sistema digestivo del
bebé. También juega un papel impertante en la produccion de hormonas. La gonadotropina
corignica humana [hCG) es producida por ella v es responsable de la produccion de otras
hormonas como el estrdgeno v 1a progesterona. Ademads, tiene el rol de proteger al bebé
durante la gestacién frente a posibles infecciones o dafos causados por sustancias que se
encuentran en el medio ambiente utering o son utilizadas por la madre, como el alcohol, las
drogas, los contaminantes y los disruptores enddcrinos {Nicholson 2013). La placenta regula
el ingreso de xenobidticos al feto ya que expresa transportadores de membrana y enzimas
gue participan en su metabolismo (Prouillac v Lecoeur 2010 v Pavek 2013). Finalmente, este
Grgano  también juega un papel central en el mantenimiento de un estade
inmuncolégicamente privilegiado que protege al ferto del sistema Inmune materno
(Hemberger 2013).

La placenta es el organo humano menas entendida y podria decirse que uno de los
mas importantes, no solo para la salud de la mujer y su feto durante el embaraze, sino
también para la salud de toda la vida de ambos. La estructura y la funcion placentaria
afectan a la salud de la madre, como se ha visto en el desarrollo de resistencia a la insulina v
de preeclampsia, hipertension gestacional y eclampsia. La disfuncidn placentaria afecta al
feto, causando la prematuridad y anomalias del crecimiento fetal y desarrollo neurclogico.
Ademas, el concepto de “Origenes placentarios de la enfermedad de adultos” se deriva de
estudios donde las variaciones en el desarrollo de la placenta afectan el suministro de

nutrientes al feto v el desarrollo de sistemas vinculados a enfermedades de los adultas. En
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este sentido, el tamafio v la forma de la placenta se han relacionado con la nutricidn
materna y con la expectativa de vida de los individuos gestados (Guttmacher et al. 2014;
Myatt 2006; Rogers y Velten 2011).

La creciente evidencia sobre la importancia del desarrollo de la placenta en la salud
actual y futura de la madre y de los hijos, llevd a una urgente necesidad de aumentar el
conocimiento sobre este drgano. En este sentido, recientemente el Instituto Macional de
5alud Infantil y Desarrolle Humano de Estados Unides (NICHD, del inglés Mational Institute of
Child Health and Human Development), ha promovide la creacidn del “Proyecto Placenta
Hurmana”, el cual se espera gque posea un impacto histarico en la investigacidn vy en la salud
de las personas. Los objetivos de esta nueva iniciativa son: [a) mejorar los métodos actuales
y desarrollar nuevas tecnologias para la evaluacion en tiempo real del desarrollo placentario,
{b} aplicar estas tecnologias a la evaluacidn en tiempo real del desarrollo y funcidn normal v
anarmal de la placenta y, {c) desarrollar y evaluar marcadores no invasivos para la prediccidn
de resultados adversos dal embarazo, (d} decodificar las contribuciones del desarrollo
placentario a la salud y la enfermedad a largo plaze, y (e} desarrollar intervenciones para
disminuir la incidencia y la gravedad de los anormalidades en la placenta y acrecentar asi la
salud en el embarazo y durante toda la vida (Guttmacher et al. 2014; Jocelyn 2014; Sadovsky
et al. 2014).

1.1. Caracteristicas principales

La placenta humana es de tipo hemocorial, lo que significa que invade el endometrio
contactandose directamente con la sangre materna. Esta nvasidn controlada le permite
anclarse a la pared uterina manteniendo al feto interaccionando de forma directa con la
madre (Benirschke et al, 2012).

En la placenta ya formada pueden distinguirse claramente: la cara fetal, con las
arterias y venas de grueso calibre gue convergen hacia el cordon umbilical y se direcciona
hacia la cavidad amnidtica (Fig. 1 A), v la cara materna gue se encuentra en contacto ntimo

con el Gtero (Fig. 1 B) (Benirschke et al. 2012).



INTRODUCCION: Primera parte

Fig. 1. Placenta humana normal a término. Se muestran |a cara apica o fetal (A), donde 52 observa
la insercion levemente excentnca del corddn umbilical ¥ las artenas v venas coridnicas; v la cara basal
a matemna (B), subdividida en obulos Hamados cotiledones. Extraide del Libro: “Pathology of the
Human Placanlta” (Banirschka el al 2012).

La cara fetal esta recubierta por el saco amniotica que cubre al embrion. El saco esta
formada por la membrana interna, el amnios, que contiene €l liguide amnictico; v la
membraba externa, el corion, que envuelve al amneos v forma parte de la placenta, Dentro
de la placenta se encuentran los cotiledones, constituides principalmente por vellosidades
coridnicas. Las vellosidades coriénicas contienen en su interior a los vasos fetales y se
encuentran bafadas por la sangre materna. Existen vellosidades libres v otras de anclaje que
contactan con la decidua (Fig. 2). 5e denomina decidua a la porcion del atero adyacente a la
placenta, que ha sufride modificaciones en el momento de la implantacion de la misma. A
partir de la decidua se originan los tabiques deciduales gue dividen a la placenta en

cotiledones.
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Fig. 2. Feto a término en el utero y estructura placentaria. Se ocbserva el amnios (A), membrana
embrionaria interior. El espacic entre el amnios y el felo (cavidad amnidtica) esta lleno de liguido
amrictico acucso. El coricn o placa condnica (CF), membrana embrionarna mas externa, desarmolia
proveccionas digtiformes (vellosidades: V), algunas de las cuales crecen vy pensiran la capa de
mucosa basal del diero o decidua (D). Laes vellosidades estadn rodeadas por &l espacio intervelloso
VS donde se encuenira la sangre materma. M, miometrio; MZ, zona marginal entre la placenta y las
mambranas fetales, 5, tabique placentario; UC, cordén umbilical. Modificado del Libre: "Pathology of
the Human Placenta’ (Banirschke et 2l 2012)

1.2. Breve resefia del desarrollo placentario

La placenta se desarrolla desde el mismo ovulo fecundado que da origen al feto, pero
a pesar de poseer idéntico patrimonio genético que el embridn, sigue un patron de
diferenciacion absolutamente divergente. Las células externas polarizadas del blastocisto
diferencian en el trofoectodermo mientras que, las células internas no polarizadas forman la
masa celular interna que luego dard origen a los tejidos embrionarios. Las células del
trofoectodermo no contribuyen a formar el embrién pero son esenciales para su desarrollo

ya que formardn la placenta. La implantacidén es un proceso progresivo en el que el
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blastocisto se aproxima vy adhiere al endometrio materno, para invadirlo. Para que el mismo
se fije al dtero materno requiere de un endometrio receptiveo, de un embrion normal v
funcional en el estado de blastociste v de un didlogo o comunicacidn cruzada entre estos dos
organismos, que son diferentes inmunolégica y genéticamente. Este proceso sé parece en
alguna forma a la invasion de los tumores malignes, pues ocurre una estrategia similar que
involucra: migracidn celular, destruccion parcial del tejido del huésped, erosion vascular,
neovascularizacian, ¥ un proceso de reparacion y tolerancia de células antigénicamente
extranas. En forma parecida a las células tumorales, las celulas trofoblasticas humanas son
constitutivamente invasivas, pero a diferencia de estas, en condiciones de embarazo normal
el proceso de invasién se encuentra estrictamente controlado (Modi et al. 2011; Norwitz et
al, 2001).

Posterior a la implantacian, a partir de células madre trofoblasticas se diferancian dos
poblaciones: los trofoblastos o citotrofoblastos (CTB) vellosos (v) que formaran parte de las
vellosidades libres y los CTB extravellosos {ev), con un fenotipe invasive, que formaran parte
de las vellosidades de anclaje y penetraran en |a decidua, Ambos tipos de CTB conforman las

unidades estructurales y funcionales de la placenta (Handwerger 2009; Ji et al. 2013).

1.3. CTBw: Sincicializacidon y mantenimiento de la Barrera Placentaria

Los CTBw incluyen a CTBy manonucleadas praliferativos v al sinciclotrofoblasta (STE).
Ambos farman parte de la barrera placentaria, la cual tiene como funcion principal regular
los Intercambios de nutrientes, gases, metabolitos y desechos entre la sangre materna y la
sangre fetal e intentar evitar la llegada de toxicos perjudiciales para el individuo en gestacidn
gue arriban desde la sangre materna.

La barrera placentaria mantiene separada fisicamente a la sangre materna de la
sangre fetal. En su porcién externa se encuentra ef STB que contacta con la sangre de la
madre, que a diferencia de otros epitelios, no estd compuesto por células individuales sina
gue es una capa continua, ininterrumpida y multinucleada, no proliferativa. Al encontrarse
en contacto directo con la sangre materna, el 5TB posee cierto grado de privilegio o
tolerancia inmunologica, lograda, en parte, por la deficiencia en la expresion de antigeno
leucocitario humano clase | [HLA 1), Entre el STB y la membrana basal, se encuentran los
CTBv mononucleados, proliferativos, los cuales sustentan el crecimiento y regeneracion del

STE mediante un proceso de diferenciacion trofoblastica que involucra su fusion al S5TE.
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Durante el inicio de la gestacion los CTBv mononucleados con bordes celulares, forman un
epitelio continuo debajo dal 5TB, el cual a medida que transcurre el embarazo se wva
perdiendo, quedando solo algunos CTBy aislados debajo del STE en las placentas a térméno.
El endotelio de los wvasos fetales que se encuentran en el interior de las vellosidades
corignicas, es el dltimo integrante de esta barrera placentaria (Fig. 3) (Benirschke et al.
2012).
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Fig. 3. Barrera placentaria. (A) Ezguema smplificade de un corte fransversal de una vellosidad
cordnica observado por microscopia dptica. (B) Representacién de las capas gue conforman ia
barrera placentara cbservada por microscopia electrdnica. Mooificado del Libro: “Pathociogy of the
Human Placenta” (Benirschke et al. 2012)

Algunos CTBv progenitores proliferan dividiendose de manera asimétrica, de tal
manera gue una celula hija retiene su caradcter de célula progenitora mientras que la
segunda abandona ol ciclo celular y comienza a diferenciarse para fusionar con la capa de
STB. Durante todo el embarazo los CTBy fusionan con el STB para mantener esta capa
diferenciada hasta el final de la gestacion. La continua incorporacion de material celular
fresco debe ser balanceada por la liberacién de material apoptético (nodos sinciciales) desde

¢l 5TB a la circulacion materna (Fig. 4) (Huppertz v Borges 2008].
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Fig. 4. Recambio del CTBv. Proliferacidn, diferenciacidn v fusién. Los nigleos se mantienen en &l
STE entre 3 ¥y 4 semanas, luego entran en apeptosis ¥ son liberados a la circulacidn materna en
forma de nodos sinciciales. Modficado de: “The anatomy of the normal placenta” (Huppertz 2008)

%i bien la liberacion de nucleos sinciciales apoptoticos ha sido ampliamente aceptada
como parte del mantenimiento del 5TB, actualmente este mecanismo se encuentra en
debate. Por un lado, una de las hipdtesis sostiene fa participacién de un mecanismo de
apoptosis en dos fases. En la primera, los CTBv son marcados para fusionar v en la fase de
glecucion los nidcleos viejos completan su proceso de apoptosis y son liberados a la
circulacion matema para mantener el balance a medida que los CTBv nuevos van
fusionanda. 5in embargo, otros autores argumentan que la apariencia heterogénea de los
nicleos presentes en el STE se debe a la diferencia de tiempo que éstos llevan formando
parte del 5TB v que no se encuentran en las etapas finales de la apoptosis y tampoco serian
liberados a la circulacion materna como nodos sinciciales (Ji et al. 2013). Todavia no se ha
dilucidado por completo qué ocurre con estos nucleos sinciciales y es un area que continta
en estudio.

La diferenciacion de CTBv mononucleados a 5TB es esencial para el mantenimiento
de |a barrera placentaria. Este proceso involucra ademas de la fusion celular (diferenciacicn

morfoldgica), mecanismos de diferenciacion bioguimica necesarios para que se lleve a cabo
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adecuadamente (Handwerger 2009). Aunque adn no es completamente comprendido, se ha
demastrade gque son necesarios multiples factores tales como las proteinas fusoganicas de
membrana Sincitina {Syn) 1 y Syn-2, el receptor de Syn-2 SLC1AS/ASCT-2, Conexina-43, las
proteinas de uniones estrechas o "Zonula Occludens™ 1, Caderina 11 vy la actividad de
metaloproteinasas v desintegrinas [(Huppertz et al. 2006; Pidoux et al. 2010). En diverzos
modelos celulares se ha demostrado | participacion de factores de crecimiento, por
gjemplo: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) v el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGFP-1); asi como, la
participacion de la hormona hCG, de citoquinas, la externalizacion de fosfatidilserina en la
membrana plasmatica, la activacion de |a caspasa 8 y de las vias de senalizacion ERK 1/2, p38
¥ PKA [Gauster et al. 2009: Leduc et al. 2011). Ademds, se han [dentificado varios factores de
transcripeidn reguladores de la diferenclacidn {Hubert et al. 2010; Knofler et al. 2001), Entre
ellos, el Factor Ausente de |as Células Gliales 1 {GCM1) fue el primer factor de transcripcion
identificado que participa en la sincicializacion de trofoblasto (Baczyk et al. 2009). Entre los
genes blanco regulados por GCM1 en la placenta humana se encuentran Syn-1 (Jansson
2001) v el gen que codifica para la enzima Aromatasa (Cross et al. 2002), involucrada en la
sintesis trofoblastica de estrogenos (Stocce 2011). Recientemente, hemos demostrado. |a
participacion del factor de transcripcion & de la familia tipo Kriippel (KLF&) en el procesa de
fusion del CTBv (Racca et al. 2015). KLF& fue originalmente clonado y reportade en el
laboratorio donde e realizd esta Tesis mediante el rastrec de una libreria de expresién de
placenta con el objetivo de identificar factores regulatorics implicados en el control de |a
transcripcion de los genes que codifican para las Glicoproteinas Especificas de Embarazo
(F5G]) (Koritschoner et al. 1557). 5i bien es un factor de transcripcion ubicuo, su expresion se
encuentra muy enriguecida en la placenta humana v murina. Mas aun, ratones knockout
para KLF& mueren a los 12 dias v medic de gestacion caracterizados por un desarrollo
placentario deficiente (Matsumoto et al. 2006). Significativamente, KLF6 activa la
transcripcion de los genes P5SG y B-hCG en células trofobldsticas v su expresion se induce
tempranamente durante la diferenciacion in vitro de estas celulas (Racca et al. 2011).

La capa sincicial también tiene wn rol fundamental en el mantenimienta del
embarazo mediante la produccion de hormonas tales como la hCG y la hormona Lactdgeno
Placentaria humana [hPL) v de otras moléculas esenciales para la gestacion como las P3G

{Castellucci y Kaufmann 2006).
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La hCG &5 un miembro de la familia de hormonas glicoproteicas, compuesta por dos
subunidades, una B especifica y una a que comparte con las hormenas Foliculo Estimulante
(FSH], Luteinizante (LH] y Tirotropina. Es principalmente sintetizada y secretada en grandes
cantidades por el 5TB en condiciones fisiclogicas. La familia de genes hCG se compone de 6
genes homaologos ubicados en tandem en el cromosoma 19, su expresion se regula
principalmente a nivel de transcripto, v el gen CGBS es el de mayor expresion en celulas de
coriocarcinoma y placenta, tanto en etapas tempranas como tardias de la gestacion (Bo y
Boime 19292; Miller-Lindholm et al, 1997). La hCG es indispensable para un progreso exitoso
del embarazo ya que participa en el proceso de sincicializacion y mantiene la produccion de
progesterona y otros factores de crecimiento en el cuerpo ldteo hasta la séptima semana de
gestacion [Handschuh et al. 2007a; 1i et al, 2013; Shi et al. 1993; Yang et al. 2003). Ademas,
facilitaria la angiogénesis arterial uterina y la circulacion umbilical, desempefando un rol
vital para la circulacion hemocorial {Cole 2012a; Reisinger et al. 2007). Esta hormona
también participa en la implantacidn, en la prevencion del rechazo fetal, en |a coordinacion
del crecimiento fetal y uterino y, potencialmente, en el desarrollo de los drganos fetales. La
distribucion v la cantidad de isoformas de hCG varian en el transcurso del embarazo y en el
contexto de desarrollo aberrante o enfermedad (Choi y Smitz 2013).

Las P5G son las proteinas de origen placentario mas abundantes en la circulacion
materna (Bohn 1971). En nuestro laboratorio hemos determinado que su expresion tanto a
nivel de transcripto como de proteina aumenta marcadamente durante el proceso de
sincicializacion precediende a la expresidn de hCG y a la diferenciaciéon morfoldgica,
constituyendo asi un marcador temprane de diferenciacion del trofoblasto (Camolotto et al.
2010). Algunos miembros de la familia PSG actdan como inmunomoduladores (Martinez et
al. 2013) y participarian en la regresién de los sintomas de enfermedades autoinmunes
durante el embarazo [Bebo y Dveksler 2005). Los resultados en torno a la funcidn de PSG son
consistentes con un cambio en el sistema Inmune materno de una respuesta inflamatoria
tipo Thl a una predominantemente anti-inflamatoria Th2, necesaria para un embarazo
exitoso (Motran et al. 2003). Datos mas recientes sugieren que las PSG son esenciales en el
proceso de establecimiento de la vasculatura apropiada en |a interfase materno-fetal para la
provision de nutrientes y oxigeno al feto y la placenta (Ha et al. 2010; Lisboa et al. 2011).

Miveles séricos de proteina y transcripto PSG disminuidos se asocian con condiciones
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patoldgicas como aborto espontaneo, retardo en el crecimiento intrautering (RCIU),
preeclampsia y mola hidatiforme (Arnold et al. 1999; Bocco et al. 15988).

Finalmente, la membrana basal, compuesta principalmente por coldgeno |V,
laminina, heparan sulfato y fibronectina, separa los CTBv del estroma de la vellosidad
corionica. La arquitectura basica del estroema de las vellosidades se construye de celulas de
tejida conectiva que forman una red que contiene las fibras del tejido conjuntivo, celulas
libres v los vasos fetales. Se han descrito al menos cinco tipos diferentes de celulas
estromales fijas. Analisis inmunaohistoquimicos sefialan que representan diferentes etapas
de un gradiente de diferenciacion, que van desde células indiferenciadas  hasta

miofibroblastos altamente diferenciados e incluso miocitos (Fig. 5) (Benirschke et al. 2006).



INTRODUCCION: Primera parte | 24

e T, e T e ™

BN

AR

R

- i
L
o e
. i o

XN AT e

L)

f"u’b.lfll IVDAG VDA VD +V
Lecalizadas centralmarnia an vellosidades ronco ¥
Localizades centralmanta en vellosidedes ronco @ intermedias inmaduras ¥
En vellcsidades intermedias maduras y supedficialmente en vellogidades grandes
En mesdndguima, vellosidades tefminales & inlarmedias maduras y suparficialmants en vellosidades prandes

Fig. 5. Representacion de células vellositarias estromales. 3e ilustra la diferenciacion normal de
las células del estroma desde precursores mesenquimales proliferativos (células V), Fibroblastos
{célutas WD ¥y VDA) a Miofibrablastos (células VDAG v VDAGM). Una capa delgada subtrofobiastica
de células ¥ representan las celulas madre del estroma extravascular. Por profiferacion, estas células
geEneran nuevas capas penféericas dal estroma y por io fanto confribuyen a acrecentar el grosar de la
vellosidad. Mas centralmente, se pueden enconirar capas de células de tejido conective mas antiguas
y diferenciadas. Modificado del libro: "Pathology of the Human Placenia” (Benirschke et al, 2008)

Dentro de |3 vellosidad también se encuentran las células de Hofbauer, consideradas
los macrofagos de la placenta humana. A pesar de su identificacion hace mas de 100 afos, su

papel especifico en la placenta permanece en gran parte sin elucidar. Trabajos recientes

afirman gue estas células tendrian un papel clave en la fisiopatologia de |la placenta, ya que,
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ademads de las funciones generales de los macrofagos de tejido como la fagocitosis de los
cuerpos apoptoticos y restos celulares vy [a presentacion de antigenos en respuesta a agentes
inflamatorios, varios estudios sugieren gue estan involucrados en la angiogeénesis necesaria
durante el desarrollo placentario temprano (Tang et al, 2011). Alteraciones en los niveles y la
apariencia de las células de Hofbauver se han asociado con complicaciones del embarazo
como por ejemplo en la patogénesis de |a pérdida de embarazo temprana (Karakaya y Ozer
2013).

1.4. CTBew: Clasificacidn y funciones asodadas

Los cambios fisioldgicos gque ocurren en el endometric humano en respuesta a la
implantacién del blastocisto constituyen la decidualizacidn, y el tejido resultante de este
proceso es denominado Decidua (Benirschke et al. 2012). Las vellosidades de anclaje
adhieren la placenta a la pared uterina decidualizada. Los sitios de anclaje se establecen
tempranamente durante |a segunda semana de gestacion vy estdn compuestos por Una
poblacidn heterogénea de CTBev [Vicovac et al. 1995), A lo largo de estas vellosidades los
CTBev, lamados columnares, sufren un proceso de diferenciacion gue va desde un fenctipo
proliferativa, que se restringe a la capa basal de CTBev dentro de las columnas de células;
pasando por |a etapa llamada post-proliferativa, con fenotipos migratorios e invasivos, que
comienza tan pronta coma en la segunda capa de células de las columnas. Las partes distales
de las mismas son ocupadas por los trofoblastos migratorios v finalmente éstos adquieren
un fenotipo invasive para extenderse profundamente en los tejidos maternos (Benirschke et
al. 2012). La invasidn de los CTEev en el tejido utering es esencial para el éxito del desarrollo

de la placenta humana y la progresion del embarazo (Knofler y Pollheimer 2012) (Fig. 6).
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Fig. 6 Anclaje de las vellosidades coridnicas a la pared uterina. CTHev proliferan en las
vellosidades de anclajes formando columnas de células gue migran & invaden a través de la decidua
i1} ¥ llegan a transformar inclusc a las arterias espiraladas distales (2) Modificado de: “Is heparin a
placental anficoagulant in high-risk pregnancies? (Kingdom v Drewlo 2011).

Dentro de la decidua, los CTBev adquieren nuevas caracteristicas gue permiten

diferenciarios en poblaciones con funciones diferentes: los CTBev instersticiales, los

endovasculares y los endoplandulares (Fig. 7).

@ ciwuroroblasto intersticial

. Clmirafeklasio endovascular

@ ciwtroloblasto endoglandular

Fig. 7. Localizacion de cada uno de los tipos de CTBev en la placenta. Modificade de
“Endoglandular trophablast, an alternative route of trophoblast invasion?” (Moser et al. 2010).
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Los CTBev instersticiales presentan dos fenotipos: los grandes poligonales y los
pequefios ahusados. Los primeros se localizan en la zona de transicion placenta-decidua,
fijando la placenta al itero durante la gestacion mediante la produccion de matriz fibrinoide.
En contraste, los CTBev instersticiales pequefos, invaden mas profundamente la decidua
hasta el primer tercio del miometric (Huppertz 2007}, Estas células se comunican con
diversos tipos celulares del utero, tales como las células del estroma de la decidua, los
macrofagos v las células NK uterinas, contribuyendo de esta forma al desarrollo de procesos
esenciales para el éxito del embarazo, como la inmunotolerancia materno-fetal (Knofler y
Pollheimer 2012; Yeh et al. 2013). Consistente con el fenotipe invasivo, los CTBev
instersticiales secretan proteasas tales como Activador de Plasmindgeno tipo urokinasa
{uPA} y varias metaloproteinasas, principaimente |as gelatinasas MMP-2 vy MMP-3, que
facilitan fa ruptura de la matriz extracelular decidual. Estas mismas células también secretan
inhibidores de estas enzimas, como los inhibidores del Activador de Plasmindgeno ¥ (PAI-
1/2) y de Metaloproteasa de Tejido 1 (TIMP-1), sugiriendo una regulacion fina y limitada de
este proceso invasivo (Hofmann et al. 1994; Huppertz et al. 1998), Algunos de los CTBev
instersticiales finalmente diferencian a células gigantes multinucleadas, secretoras de hCG v
hPL (Al-Lamki et al. 1998). En particular, la hCG producida por estas células es
principalmente hCG hiperglicosilada (H-hCG) (Cole 2010), la cual posee funciones bioldgicas
diferentes a las de la hCG principal sintetizada por el STE (Cole 2012a; Cole 2012b).

Los CTBev endovasculares son los encargados de remodelar las arterias espiraladas
uterinas, proceso que comienza entre las semanas 8 v 12 completéandose alrededor de la
semana 20-22 de gestacion. Este proceso consiste en la transformacidn de las arterias
espiraladas maternas de vasos de pequefio calibre y bajo flujo sanguineo a vasos de gran
calibre y baja resistencia, permitiendo la llegada de la sangre necesaria para proveer
oxigenacion y nutrientes al feto v la placenta. Los CTBev endovasculares se mantienen en la
vasculatura materna debido a su transicion de un fenctipo epitelial a uno endotelial (Ji et al.
2013).

Recientemente s& ha descripto la existencia de los CTBev endoglandulares. El
remplazo de las células glandulares por estos trofoblastos, podria proveer un mecanismo
para abrir las glandulas uterinas al espacio velloso permitiendo asi la nutricion histiotrofica
del embrion antes de establecerse la circulacion materna hacia |a placenta. Audn se requieren

mas estudios para confirmar el rol de estas células (Huppertz et al. 2014; Moser et al. 2010).
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Existen numerosos factores de transcripcdn invalucrados en el mantenimiento de un
fenatipo proliferative o invasive de los CTBev. Entre elloz se encuentran el H2.0-like
Hormeobox (HLX]), el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) v el factor winged hélix
protein Storkhead box 1 (5TOX-1), gue promueven la proliferacién del trofoblasto,
inhibiende por lo tanto la diferenciacion de los CTBev (Knofler y Pollheimer 2012). De
manera similar, el factor inhibidor de union al ADN (Id2) funciona como regulador negativo
en la invasion yva que al mantener su expresion elevada, los CTBev pierden su capacidad
Invasiva mientras aumentan la migracidn (Janatpour et al. 2000). Azimismo Fourmier et al.
demostraron inhibicion de la invasion de forma dosis dependiente por parte de agonistas del
receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy), un factor de
transcripcion activado mediante unidn a ligando, esencial para el desarrollo placentario
[Fournier et al. 2008b). En contraste, los factores TCF-4 y GCM1 se inducen en CTBev en
diferenciacion estimulando la migracion e invasion (Knofler v Pollheimer 2012). Otras
moléculas como el receptor 1 del VEGF (Fltl), se expresa en los CTBev y participa en los
procesos de proliferacion y diferenciacion endovascular (Athanassiades et al. 1998;
Fukushima et al. 2005).

Por otro lado, la diferenciacion de los CTBev depende fuertemente de la presion de
oxigeno. El ambiente hipoxico gue se mantiene hasta el final del primer trimestre mantiene
elevados los niveles de! factor de transcripcion HIF-lm, quien favoreceria un fenotipo
proliferativo reduciendo la capacidad invasiva de los trofoblastos y la expresion de moléculas
asociadas al fenotipo invasivo tal como a-integrina y MMP-2 (Caniggia et al. 2000; Genbacev
et al. 1997), 5i bien, HIF-1a es un factor de transcripcidn principalmente regulade por
hipoxia, también puede modificarse por otros mediadores en situacion de normaoxia (Dery et
al. 2005).

La invasion trofoblastica anormal, la oclusion incompleta de los vasas y un aumento
prematurc en los niveles de oxigeno puede potencialmente dafar las vellosidades
placentarias mediante estrés oxidativo resultando en el desarrolio de complicaciones

tempranas del embarazo, tales coma aborto espontdneo (Knofler y Pollheimer 2012),

1.5. Placentay patologias asociadas al embarazo
La perturbacion de las funciones del trofoblaste puede ocasionar una variedad de

complicaciones del embarazo como malformacion, RCIU, preeclampsia, aborto espontaneo y
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muerte fetal {Knofler v Pollheimer 2012; Marcorelles 2013; Pidoux et al. 2012). Por ejemplao,
una invasion limitada del trofoblasto en los vasos maternos se ha correlacionado con el RCILU
v la preeclampsia (Pollheimer y Knofler 2012; Roberts v Bell 2013), mientras que una
invasion excesiva del trofoblasto se asocia con mola invasiva, placenta acreta y
coriocarcinoma (Khong 2008; Knofler y Pollheimer 2013).

La placenta acreta se caracteriza por la adherencla anormal de |a placenta a la pared
del dtero v puede incrementar la morbilidad v mortalidad materna. Su incidencia ha
incrementado 13 veces desde los inicios del 1900 v se correlaciona directamente con el
aumento de los partos por cesdrea (Wortman y Alexander 2013 ).

La preeclampsia es la principal causa de partos prematures, y de morbilidad y
mortalidad en embarazadas, afectando aproximadamente el 4 a 8 % de los embarazos
{Cartwright et al. 2010; Zhou et al. 2013). 5e presenta con proteinuria, hipertensidn no pre-
existente y edema, y, de acuerdo a la gravedad de la patologia, con compromiso de otros
arganos. Actualmente es evidente gque para la mayoria de los casos de preeclampsia, la
causa principal radica en la placenta. Relativamente reducida perfusion placentaria e
inflamacion llevan a estrés oxidative y estrés del reticulo endoplasmico, que convergen para
modificar |a fisiologia matermna. Por otra parte, es evidente que |a "constitucion materna®,
incluyendo factores genéticos, conductuales v metabdlicos, influye en la respuesta materna
a la placentacién anormal de la preeclampsia (Roberts v Bell 2013). 51 bien la etiopatogenia
de la enfermedad no ha sido completamente esclarecida la mayoria de los estudios indican
que los CTBev instersticiales invasivos son los mas afectados, mostrando una reduccion en
numers ¥ densidad, asli como una invasion frecuentemente mas superficial. Los CTBev
endovasculares también se ven afectados de manera gue la remodelacidn vascular se
encuentra incompleta o nula. Ademas, se ha reportado que el estrés oxidativo, una
respuesta inmune materna atipica hacia el trofoblasto, una inflamacion exagerada vy un
incremento en la produccion de factores anti-angiogénicos como la forma soluble del
receptor Fi1 [sFitl) v la endoglina soluble, podrian contribuir al desarrollo de la
preeclampsia (Saito y Nakashima 2014). Asi mismo, el aumento de sFit1 en placentas con
preeclampsia se produce mediante regulacién dependiente del HIF-1a (Nevo et al. 2006).
Tambian se ha ohservado un aumento en la apoptosis de los CTBev endovasculares, una
disminucion en la expresion del factor GCM1 v un aumento en la descamacion del sincicio

{Cartwright et al. 2010; Huppertz 2011; Lala y Chakraborty 2003; Red-Horse et al. 2004).



INTRODUCCION: Primera parte | 30

El RCIU se manifiesta como un sindrome variable de crecimiento fetal subdptimeo. 5e
han encontrado alteraciones morfologicas placentarias asociadas al RCIU. 5 bien, al igual
que en la PE, |a perfusion disminuida de los vasos maternos se acepta como a eticlogia mas
frecuente, tamhbian se ha aobservado desarrollo inadecuado del arbol velloso en la placenta,
lo cual predispondria a la limitacion en las funciones de transporte y secrecion del 5TB
(Marcorelles 2013). El crecimiento fetal depende ademas de la interaccidn entre la genética
materna y fetal y los determinantes epigenéticos modificados por el medio ambiente al que

estan expuestos.

1.6. Rol dela placenta frente a la presencia de xenobidticos

Las embarazadas estan expuestas a una amplia variedad de agentes quimicos. La
exposicion mas frecuente proviene de la administracion de medicamentos, factores
relacionados al estilo de vida, tales como el cigarrille, drogas de abuso, consumao de aleohal
o factores ambientales y ocupacionales. Por lo que el feto esta expuesto no solo a los
xenobidticos que incorpora la madre en forma voluntaria sino también a los provenientes de
los alimentos, del agua y del medio ambiente. Estos compuestos pueden interferir con la
funcién placentaria en diferentes niveles: en las vias de sefalizacion, en la produccion y
liberacion de hormonas y enzimas, en el transporte de nutrientes y productos de desecho,
en la implantacion, crecimiente celular v maduracion v finalmente, en la faze terminal de la
vida placentaria / parto.

Estas desviaciones del desarrollo trofobldstico normal pueden constituir una
amenaza potencial para la funcién placentaria, resultando en alteraciones no soclo dsl
embarazo sino también en |la salud del individuo gestade en su vida adulta (Robins et al.
2011). El ambiente en el utero v la vida neonatal temprana puede inducir una respuesta
permanente en el feto v el recién nacido que lleva a una mayor susceptibilidad a las
enfermedades en la vida adulta (Gogal v Holladay 2008; Thiele et al. 2013). En las dltimas
décadas un gran numero de estudios revelan la refacidn entre la programacion epigenética
durante el desarrollo v los trastornos metabalicos de la vida adulta (Foo y Mantzoros 2013).

Aungue es un drgano bastante permeable a sustancias quimicas que llegan desde I3
sangre materna (Myllynen et al. 2007), como a algunos metales pesados presentes en el
medioambiente (Caserta et al, 2013], es bien sabido que |a placenta humana funciona como

una barrera gue intenta proteger al feto de efectos dafinos de toxinas exdgenas y
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endogenas (Aye vy Keelan 2013). A tal fin posee transportadores y enzimas
biotransformadoras que selectivamente remueven compuestos quimicos intentando evitar
su llegada a la sangre fetal (Prouillac y Lecoeur 2010).

La capacidad de biotransformacion de la placenta representa del 2 al 3.3 % de la
capacidad hepatica. Posee enzimas metabolizantes de faze | y Il {Pasanen 1999; Prouillac v
Lecoeur 2010). Las enzimas de fase | principalmente biotransforman xencbidticos mediante
la introduccion de un grupo funcional pelar en sus moléculas, entre ellas, las distintas
isoformas de la superfamilia de enzimas citocromo P450 (CYPs) son las mads importantes.
Posteriormente, enzimas metabolizantes de fase I, conjugan xenobioticos y metabolitos
resultantes de las reacciones de fase | a traves de glucuronidacion, sulfatacion,
esterificacion, metilacion, acetilacion, ete. (Pavek y Smutmy 2013).

Las distintas isoformas de las CYPs varian con el desarrollo de fa funcidn placentaria,
el tiempo de gestacion y el estado de salud materno (Storvik et al. 2014). Ciertas CYPs
placentarias son muy importantes para la sintesis y el catabolismo de los esteroides, dcidos
grasos, asi como para el metabolisme de los xencbigticos tales como productos
farmaceuticos y contaminantes. La placenta humana a termino expresa solo unas pocas CYPs
funcionales, como por ejemplo, la CYP19A1 (aromatasa), que convierte los androgenos a
estrégenos. Se conocen factores que pueden afectar a la funcion de las CYPs en la placenta,
ejerciendo efectos de larga duracidn en la salud mediados por cambios epigenéticos. Una de
las enzimas inducibles mas conocidas en la placenta es la CYP1A1, fa cual fue la Unica que se
indujo notablemente en muestras de madres fumadoras. Por otro lado, 1as enzimas de fase Il
mayaritariamente expresadas en la placenta son las glutation S-transferasas (G5T) (Storvik et
al. 2014).

La transferencia de maoléculas entre la circulacién materna y fetal se produce a través
de la barrera placentaria [Ver seccion 1.3). La permeacion de sustancias estd influenciada
por numeresos factores: las propiedades del compuesto, las caracteristicas placentarias y los
determinantes maternos vy fetales. La mayoria de los farmacos que cruzan la placenta
humana difunden pasivamente. En este casa, el flujo de sangre de |a placenta, el pH de la
sangre materna vy fetal, caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos, y la unidn a
proteinas van a determinar la capacidad de un farmaco para atravesar la barrera placentaria.
La difusion facilitada, fagocitosis y pinocitosis son las rutas menos importantes de

transferencia. En 1998, el descubrimiento del pasaje de xencbidticos mediado por
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transportadores en la placenta destacd el papel de los transportadores con casete de union
a ATP {ABC) en ecte drgane (Prouillac v Lecoeur 2010). En general los miembros de esta
familia proteica limitan la entrada de los xenobioticos a la circulacion fetal a través de su
eflujo hacia la circulacion materna. Varios miembros de la familia ABC, incluyendo las
proteinas de las subfamilias ABCA, ABCB, ABCC y ABCG, son funcionales en la placenta con
papeles clinicamente significativos en el eflujo de xenobidticos (Myllynen et al. 2007). 5in
embarga, hallazgos recientes sugieren que estos transportadores tambien protegen el tejido
de la placenta mediante la prevencion de la acumulacion celular de compuestos citotdxicos
enddgenos, tales come lipidos, esteroles y sus derivados. Tales funciones de proteccién
tienden a ser particularmente importante en los embarazos complicados por estrés
oxidativo o inflamacion, donde se incrementa la generacion de metabolitos toxicos (Aye y
Keelan 2013). Actualmente, la eliminacion y excrecion de sustancias toxicas a través de estos
transportadores se sefala como la fase |l del metabolismo implicado en la desintoxicacion
de xenobidticos (Pavek y Smutny 2013)

Los transportadares Glicoproteina P (P-gp), también llamada MOR1 o ABCBI, v el
segunda miembra de la subfamilia G de transportadares ABC o proteina resistente al cancer
da mama [ABCG2 o BCRP), se encuentran entre los mas abundantes en la placenta y son los
mas importantes en su rol de proteccién fetal frente a la llegada de xenobidticos {Igbal et al.
2012; Pavek v Smutny 2013). Estos se localizan en el berde en cepillo (apical) de la
membrana del 5TB, junto con la proteina de resistencia a multi-drogas 2 (MRP2), mientras
que otros transportadores se ubican en la membrana basolateral del 5TB (MRAP1, MRPS,

OAT4, etc.), o en los vasos fetales (MRP1, MRP2 y MRPS) (Pavek y Smutny 2013) (Fig. 8).
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Fig. B. Localizacion de los transportadores de aflujo en la barrera placentaria. (A) S5& muasta
dibwjo de embaraze a térming con e feto unide a la placents a través del corddn umbilical. Se detalla
Iz esfructura de un catileddn, unidad funcional de |3 placenta. (B) Tincidn con hamatosdling-ensing
[He-Eo) de un core ransversal de una vellosidad coridnica terminal. (C) Descripcidn esquamatica de
Iz wallosidad que muastra la locallzacion de la P-gp v &l ABCGZ en las microvellosidadas de |a
membrana apical del 3TB y la presencia de ofiros transportadores placentarios de eflujo de drogas
Modificado de: "P-glycopratein in the placenta; Expression, localization, regulation and fumction”
{Ceckova-Naovalng et al. 2006)

5¢ ha observado que polimorfismos en los genes gue codifican a  estos
transportadores de xenobidticos pueden alterar significativamente la funcion de los mismos,
contribuyendo a la susceptibilidad del feto a drogas terapéuticas y contaminantes que

arriban por via materna (Hemauer et al. 2010; Igbal et al. 2012).
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Es importante destacar que |a mayoria de los mecanismos de desintoxicacion de
nuestro cuerpo se encuentran bajo el control de “xenosensores”, es decir de receptores
nucleares y factores de transcripcion activados por ligando que responden especificamente a
la exposicion a xenohidticos v desencadenan la regulacion positiva de la transcripeion de la
mavyoria de las enzimas que metabolizan xenobioticos y de los transportadores de eflujo. Sus
ligandos incluyen compuestos téxicos y contaminantes ambientales, farmacos, asl come
suplementos dietarios o vitaminas. En la placenta se ha demostrado la participacidn del
receptor de hidrocarburos aromaticos (AhR), el receptor de glucocorticoides (GR) vy el
receptor de |2 Vitamina D (VDR) como xenosensores que regulan la expresidn de genes ante
la presencia de xenobidticos [Pavek vy Smutny 2013}

Por otro lado, la placenta humana posee también enzimas antioxidantes y
antioxidantes no enzimaticos enddgenos como el glutation reducido (GSH) v exdgenas como
las vitaminas E y C (Myatt v Cui 2004). Los antioxidantes enzimadticos principales incluyen fa
familia de las enzimas superdxido dismutasas (50D}, las catalasas (CAT) y los sistemas
enzimaticos del glutation v la tiorredoxina. Las S0D estan en la primera linea de defensa
antioxidante v son responsables de la metabolizacion de dos moléculas de superdxido para
producir peroxido de hidrogeno (H:0;) y oxigeno molecular. Las CAT se encuentran
predominantemente en los peroxisomas donde catalizan la conversion de H.0; a oxigeno v
agua. El G5H elimina H:0: e hidroperdxidos lipidicos a través de su auto-oxidacion vy
postertormente se recicla a través de la accidn de la glutatidn reductasa. Las tHiorredoxina
peroxidasas catalizan la conversion de H:0; e hidroperdxidos de alquilo hacla agua v sus
alcoholes correspondientes y a continuacion son reducidos por accion de la tiorredoxina y la
tHorredoxina reductasa. Estos sistemas juegan un papel critico en la proteccion de las células
trofoblisticas fremte al estrés oxidativo (Perkins 2008), el cual ha sido asociado con
numerosas patologias del embarazo como la preeclampsia, la prematuridad, etc. (Davis y
Auten 2010; KEweider et al. 2014). Sin embargo, se ha demostrado que concentraciones
fisiclogicas de especies reactivas del exigeno (EROs) ejercen efectos beneficiosos, lo cual ha
llevado a la formulacion de la “teoria del desarrollo de radicales libres” (Balin et al. 1988;
Dennery 2010). De hecho, se sabe gque concentraciones bajas de EROs estimulan la
proliferacion celular, asi como la expresion gémica, v se ha sugerido que las acciones
favorables de las EROs pueden estar relacionadas con el control de |a reaccidn inflamatoria

local {Myatt y Cui 2004).
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En condiciones fisiologicas de la placenta, el equilibric entre los elementos del
mecanizmo de defensa del estrés oxidativo se mantiene principalmente a traveés de la via de
sefalizacion que involucra la participacion del factor de transcripecidn 2 relacionado al factor
nuclear eritreide 2 [MNrfl), un potente activador que juega un papel importante en la
expresldn inducible de muchos genes citoprotectores en respuesta a estrés oxidativo y
electrofilico; y del elemento regulador que actua en cis llamado ARE, gue se encuentra €n
regiones promotoras de varios genes que codifican a enzimas de fase || de desintoxicacién
|[por ejempla, G5T) y proteinas antioxidantes como la NADPH guinona oxidorreductasa
{NQO1) v la Hemoxigenasa 1 (HO-1). Evidencia reciente sugiere que el deterioro de esta via
esta implicado en |a patogénesis de la preeclampsia. Normalmente, la mayor parte de Nrf2
es degradado por el proteasoma v tras la exposicidn a electrdfilos o EROs, sin embargo, se
estabiliza v se acumula en el nacleo, lo gque conduce a la activacién de los genes blanco
(Eweider et al, 2014},

Finalmente, se ha reportado gue las vias de sefialamiento mediadas por los factores
de transcripcion Nrf2 v AhR interaccionan entre si de una manera coordinada a fin de
genarar una respuesta adecuada de metabolizacion de fase |, [ y Il frente a la presencia de

xenobidticos oy desbalances oxidativos (Kehle v Bock 2007).

1.7. Modelos experimentales para el estudio del efecto de toxicos sobre la

placenta humana

Durante las Ultimas décadas se han desarrollado varios modelos ex vivo e in vitro gue
utilizan placentas humanas post-parto a fin de estudiar diversas funciones de este drgano. 5
blen con ese objetivo también se utilizan modelos animales in vive, el uso de modelos que
utilicen a la placenta humana es una opcién atractiva debido a su facil disponibilidad para los
pstudios experimentales ya que luego del parto la misma ha cumplido su proposito y
generalmente es desechada (Myllynen y Vahakangas 2013).

Los estudics en animales dan informacién valiosa acerca de los efectos v la cinética
de compuestos guimicos en la unidad feto-placentaria. Los modelos animales “knockout”
han proporcionado nuevos conocimientos socbre la importancia de los transportadores
placentarios en estudios de toxicidad en el desarrollo, Los roedores son &l modelo animal
mas estudiado, va que tienen una placenta hemocorial y un corto periodo de gestacidn,

entre otras caracteristicas favorables; sin embargo, algunos autores consideran que la
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estructura de la placenta humana difiere sustancialmente de la de roedores, por lo que los
datos procedentes de éstos no serian necesariamente relevantes para |a situacidn humana
(Clark 2014). De hecho, roedores y primates poseen diferencias en lo que respecta a
permeabilidad placentaria, actividad de transporte, patrones de flujo de sangre vy actividades
metabdlicas (Enders v Blankenship 1999).

En lo que respecta a la placenta humana, los métodos varian desde la utilizacion de
fracciones subcelulares aisladas u homogenato total (Vahakangas et al. 1989), a métodos
como la perfusion placentaria humana, en el cual se retiene su estructura, pudiéndose
utilizar para estudios de transparte placentaric (Myllynen y Vahakangas 2013).

Los sistermas basados en el modelo de lineas celulares establecidas originadas de
placenta humana han demostrado ser herramientas dtiles para el estudio de expresién y
funcion de proteinas transportadoras, asi como del metabolismo de xenobidticos {Myllynen
y Vahakangas 2013). Llas lineas celulares cominmente utilizadas en investigacion
toxicoldgica son las BeWo, AR y JEG-3, las cuales estdn disponibles desde hace mas de 30
afios (Kohler v Bridson 1571; Pattillo v Gey 1968).

El cultive de células primarnas aisladas de placenta humana es utilizado
frecuentemente como modelo de estudio. Sin embargo, comparado con el uso de lineas
inmortalizadas, es un método laborioso (Kliman et al. 1986), Ademas se debe considerar que
los trofoblastos primarios no proliferan en cultivo v no resisten ciclos de congelado-
descongelado, lo gque es una desventaja practica importante. 5in embargo, las células
primarias claramente tlenen la ventaja de reprezentar a las células mormales, mientras que
las lineas celulares son células transformadas porque provienen de coriocarcinomas o han
sido inmartalizadas in witro (Myllynen y Vahakangas 2013},

Los cultivos de explantos placemtarios humanos son ampliamente utilizados. Su
principal ventaja radica en que, de manera similara la situacidn in wiva, los explantos vellosos
contienen mdltiples tipos celulares ademads de células trofobldsticas, Incluvendo células
mesenguimales del estroma (miofibroblastos, fibroblastos, células musculares lisas, etc.),

celulas endoteliales, ceélulas sanguineas y células inmunes placentarias (Miiler et al. 2005).
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2. Pesticidas o plaguicidas

Los pesticidas incluyen una vasta gama de productos guimicos que matan a los
insectos, a las malas hierbas, hongos v otros organismos que generan problemas a nivel
sanitario o productive, trayendo grandes beneficios a la sociedad. El uso de pesticidas ha
permitide mejorar |a produccion de alimentos en una poblacidn humana en crecimiento y
proteger a4 millones de persenas de enfermedades transmitidas por insectos como la
malaria. También apoyan a sectores economicos importantes, como a grandes Industrias, v
contribuyen a crear mejores condiciones de vida mediante la reduccion de las poblaciones
de insectos en el ambiente doméstico. 5in embargo, su potencial toxicidad para |la salud
humana y el medio ambiente ha dada lugar a una serie de prohibiciones de los productos
guimicos mas peligrosos. Aungue la ciencia esta guiando algunos de esos cambios, todavia
se reguiere una mejora importante cuando se trata de pesticidas, mediante un mayor
ceguimiento de sus efectos v de su utilizacion, para reducir sus impactos negativos v buscar
productos alternatives. En los ulimos ahos ha incrementado la comprension precisa de los
efectos de los productos guimicos whlizados en la actualidad, incluyendo las multiples
formas en que se degradan en el medio ambiente y el dafo que causan en el mismo. Los
estudios disponibles indican gue, si bien parece poco probable abandonar el uso de
pesticidas, es posible y necesario mejorar su uso para &l contral racional de plagas (Enserink

et al. 2013).

2.1. Situacién socioecondmica actual

Con la poblacidn mundial gue prevé para el afo 2050 llegar a 9 mil millones de
habitantes, la seguridad alimentaria, la disponibilidad v el acceso a los alimentos es cada vez
mas importante, Los pesticidas pueden ayudar a reducir la pérdida de rendimiento causada
por plagas, patogenos v malezas, v asi contribuir a alimentar a la poblacion mundial de
forma sostenible. Sin embargo, teniendo en cuenta su potencial toxicidad para la salud
humana y el medio ambiente, la regulacion del vso de plaguicidas en la agricultura es una

tematica controversial {Verger y Boobis 2013).
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Como se observa en la figura siguiente, America Latina se encuentra entre |as zonas

con mayor uso de pesticidas, ¥ el mismo viene en ascenso en los dltimos afios. Los

principales plaguicidas empleados son herbicidas e insecticidas [Fig. 9)
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Control” (Enserink et al, 2013)
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En nuestro pais se reportan datos desde los afios 70 sobre el impacto ambiental, en
los alimentos y en la salud humana a causa del uso de los pesticidas. Argentina es un pais
productor agricola de importancia, lo que trae aparejado la aplicacion de significativas
cantidades de plaguicidas gue impactan sobre la calidad del ambiente, Un cambio agrario
importante ocurride en los ditimos afios en nuestro pais fue la introduccion de la soja
transgénica resistente al glifosato, lo cual trajo un aumenta notable en el rendimiento de las
cosechas y de las superficies sembradas, pero ha generado un crecimiento considerable del
use de un paguete tecnoldgico basado en la wtilizacion de semillas modificadas
genéticamente, del herbicida glifosato y de otras insecticidas, comeo endosulfan, clorpirifos
[CPF)  piretroides. Por otro lado, se sabe que en Argentina es comon la venta libre de
plaguicidas, en consecuencia, sin la seguridad del correcto asesoramiento para su adecuada
aplicacién (Villaamil Lepori et al. 2013).

Los resultados de investigaciones realizadas recientemente indican un posible resgo
de contaminacian, va sea por deriva ({transporte del plaguicida fuera del sitio de aplicacidn)
durante el emplec de pesticidas, o por los flujos de lixiviacion, lo que genera posibles riesgos
para la biota acudtica v los seres humanos, especialmente por los plaguicidas cipermetrina,
CPF, endosulfan v el glifosato. Par ejamplo, en un estudio efectuado durante las épocas de
aplicacidn de insecticidas, entre 2001-2003, en los arroyos Brown ¥ Horqueta, en la provincia
de Buengs Alres, principal zona de produccidon de soja de Argentina, se reportaron
concentraciones de CPF y cipermetrina en la escorrentia y/o en el agua de inundacidn
superiores a los criterios de calidad de agua dulce, con riesgo grave para la vida acuatica. En
gl arroyo Horgueta, las concentraciones de CPF triplicaron los niveles maximos para agua
dulce durante el periode de aplicacion, lo que podria poner en riesgo a la fauna acudtica. En
el valle del rio Neuquen, fuera del sitio de aplicacion de los plaguicidas utilizados en la
actividad agricola, se realizo una evaluacion de la migracion de residuos de pesticidas. Los
resultados mostraron la presencia de residuos en el suelo, en aguas superficiales y en aguas
subterrdneas poco profundas. La frecuencia de deteccion mds alta en aguas (superficial y
subterrdnea) se encontraroen para azinfos- metilico y CPF (> 70 %) (Villaamil Lepor| et al.
2013).

Los datos sobre concentraciones de plaguicidas en matrices biologicas dan idea de la
contaminacidon en la poblacion general de nuestro pais. Por ejemplo, se encontré en

muestras de leche de puerperas del Hospital Materno Infantil Ramon Sarda (provincia de
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Buenos Aires), que el 1.5 % de las 248 muestras estudiadas tenia residuos de por lo menos
un plaguicida (Villaamil Lepori et al. 2013). Ademas, se ha reportade la exposicion a
pesticidas anticolinesterasicos en mujeres y nifios que viven en proximidades a las zonas
agricolas de la provincia de Rio Megro [Bulgaroni et al. 2011).

La provincia de Cérdoba posee diversas variables geogrificas, edafo-climaticas y
econdmico-tecnoldgicas que dan lugar @ un fuerte desarrollo agricola y ganadero; esta
actividad, acompafada del uso de un importante volumen de plaguicidas, aumentd
notablemente en los dlitimos afos llegando a utilizar el 48% de |la superficie de Cordoba
(Blance et al, 2013], Estudios en nuestra provinclia alertan del impacto del empleg de
pesticidas en el medio ambiente v en la salud humana regional. Por ejemplo, tanto en |a
Laguna Mar Chiguita como en el Rio Suquia, se hallaron residuos de pesticidas en cantidades
que superaron les niveles maximos en agua propuestos por la legislacion argentina y
también se detectaron pesticidas en concentraciones elevadas en pejerreyes habitantes de
dicha laguna (Bonansea et al. 2013; Villaamil Lepori et al. 2013). Asi también, se realizd un
monitoreo citogenético de trabajadores de la provincia expuestos a plaguicidas y se
encontrd una mayor frecuencia de aberraciones cromosdmicas en los trabajadores rurales
en comparacion con el grupo testigo, lo cual pone de manifiesto el riesgo que representa la

exposicion a plaguicidas para la salud de esta poblacion {Mafas et al. 2009),

2.2. Definicidn y clasificacién

Segun la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (EPA), un
pesticida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir,
repeler o mitigar cualguler plaga. 5e entiende por plaga a la aparicién de organismos vivos
en contextos o cantidades no deseadas, o que causan dafios a los cultivos, a los seres
humanos u otros animales vivos. Los ejemplos incluyen a los insectos, ratones y otros
animales, plantas no deseadas (malezas), hongos, microorganismos tales como bacterias y
virus, ¥ priones, ete. Por lo cual, aunque a menuda se usa incorrectamente para referirse
solo a los insecticidas, el término pesticida o plaguicida se aplica tambien a los herbicidas,
fungicidas, y varias otras sustancias que se utilizan para controlar las plagas (Environmental
Protection Agency 2014},

Los pesticidas o plaguicidas pueden clasificarse atendiendo a diversos aspectos. A

menudo se denominan de acuerdo con el tipo de plaga que controlan, como Insecticidas,
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acaricidas, fungicidas, desinfectantes vy bactericidas, herbicidas, rodenticidas,
fitorreguladores, protectores de madera, etc. Otra forma de clasificarlos es considerar
agquellos que son pesticidas quimicos o que derivan de una fuente o método de produccian
comun. Los pesticidas quimicos se clasifican en carbamatos, organoclorados (OC),
organofosforados (OP), piretroides, etc. (Environmental Protection Agency 2014).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado una clasificacion de los
plaguicidas segun su capacidad de producir dafo agudo, basada en el valor de |a dosis letal
media (DL50), como la dosis requerida para matar al 50% de la poblacion de animales de
experimentacion, determinada en ratas por via oral o dérmica (en términos de mg/'kg del
peso del animal). Asi, la OMS clasifica los plaguicidas segun un orden creciente de DL50
desde el grupo la (Extremadamente peligrosos), |b  (Altamente peligrosos), |l
{Moderadamente peligroso], 11l (Ligeramente peligroso) hasta el U (Improbable que presente
un grave peligra). Esta clasificacion esta referida a los principios actives, sin embargo la
clasificacion final de cualguier producto estd dada por la formulacion real, la cual debe
basarse en los datos de toxicidad obtenides por el fabricante para esa formulacion (Fattier
2010). Es importante sefalar que las formulaciones de plaguicidas ademas del principio
active incluyen sustancias transportadoras, diluyentes como solventes organicos, aditivos e
impurezas, que pueden tener potencial tdxico por si mismas (Karalliedde et al. 2003}, Por
otro lado, la informacidn que brinda esta clasificacion esta solo asociada con el riesgo agudo
para la salud, las evaluaciones de otros efectos, como el cidncer, requieren otro tipo de

estudios {Fattier 2010).

2.3. Caracteristicas generales de plaguicidas OP

Los pesticidas OP integran un grupo de compuestos guimicos utilizados desde 1530
para la proteccion de los cultivos, de la ganaderia, de |la zalud humana y también como
agentes de guerra. 5in embargo, su uso incrementd rapidamente en los afios 70, cuando se
prohibid la aplicacidn de plaguicidas OC como el Diclerodifeniltricloroetano (DDT) debido a
su alta persistencia en el medio ambiente (Elersek y Filipic 2011). Los compuestos OP son
ampliamente utilizados como pesticidas en la agricultura principalmente en los Estados
Unidos, Sudamérica y Asia, donde se aplican grandes cantidades (Elsinghorst et al. 2013), sin
embargo en algunos casos también se utilizan para aplicaciones domésticas e industriales

[Munoz-COuezada et al. 2013},
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Estructuralmente los plagulcidas OP son ésteres del acido fosfarico v sus derlvados y

pueden ser representados en forma genérica como se indica en la siguiente figura.
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Fig. 10. Estructura general de los OP. Un atoma de fosforo central (P) esta unido mediante un doble
enlace al atomo de axigena o azufre ¥ por enlace simple a (X), que reprasenta al grupo “salienta” (g
mas sensible a la hidrélisis), ¥y @ R1 ¥ B2 gue son generalmente grupos alcoxis u otros sustitulos
quirnicos.

Se conoce muy bien que el principal mecanismo de toxicidad de los OP es su
capacidad de inhibir a la enzima acetilcolinesterasa (AchE). El grupo saliente X representa el
gue se sustituye (por sustitucion nucleofilica) por el oxigeno de la serina del sitio activo de la
AchE a tal fin. En agentes de guerra muy tdxicos X contiene flior, que tiene una alta
tendencia a la hidrolisis y de este modo la inhibicion enzimatica es extremadamente alta. En
OF menos toxicos, el grupo saliente por lo general contiene grupos alquilo o arilo. La
configuracion mas activa de OP, que se une al sitio activo de la AchE, contiene una
estructura oxdn, es decir con el P central unido a un dtomo de oxigeno. Sin embarge, la
mayoria de los nueyvos plaguicidas OP poseen la estructura tidén, donde el P se encuentra
unido a azufre. En este caso, la activacion metahdlica con las enzimas CYPs deben primero
metabolizar el tidn a oxdn para que el OF actie comao inhibidor de [a AchE (Elersek y Filipic
2011).

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizo el CPF |0,0-dietl o-(3,5,6-tricloro-
Z-piridil fosforotioato), uno de los pesticidas mas frecuentemente utilizados en todo el
mundo como ingrediente activo de una gran variedad de formulaciones comerciales (Peris-
Sampedro et al. 2014; Solomon et al. 2014). CPF es una molécula altamente lipofilica que
pertenece a la familia de plaguicidas OP (Peris-Sampedro et al. 2014), posee accidn
insecticida de amplio espectro ¢ necesita de su activacion por transformacidn bidtica de tidon
a4 oxon para poder unirse covalentemente al sitio active de la AchE (Fig. 11) (Sclomon et al,

2014).
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Fig. 11. Estructura quimica del pesticida CPF.

Segun su toxicidad aguda, la OMS clasifica a CPF como moderadamente peligroso
(Tipo I} (Fattier 2010). En &l medicambiente posee corta a moderada persistencia como
resultado de varias vias de disipacion gue podrian ocurrir simultdneamente, como la

volatilizacion, fotolisis, hidrolisis abiotica, y la degradacion microbiana (Solomon et al. 2014).

2.4. Exposicion humana a pesticidas

Los plaguicidas pueden transportarse en el ambiente dependiendo de las
condiciones climaticas; las caracteristicas morfoldgicas de la superficie vepetal v de las
caracteristicas fisicoquimicas del tduico utilizado (Enriquez 2000}. Se ha reportado gue del
total de plaguicidas aplicadas, solo el 1% llega a las plagas [Gavrilescu 2005), siendo la deriva
una ruta importante de ingreso de estos toxicos al medioambiente (Gil v Sinfort 2005). A su
ver, la persistencia de los plaguicidas en el ambiente depende de la eficiencia de los
procesos de degradacion natural, como la biodegradacidn, la fotodegradacidn y la hidrélisis
guimica {van der Linden et al. 2008) que, en algunos casos, inducen la transformacion de
estas sustancias en metabolitos con mayor toxicidad (Belfroid et al. 1998; Cavoski et al.
2008). Por gjemple, en ambientes naturales el CPF se transforma en 3,5, 6-triclore-2-piridingl
[TCP), un metabolito con alto riesgo toxico (Caceres et al. 2007). A diferencia de los
pesticidas OC, los OP tenen una menor persistencia debido a que los procesos de
transformacidn ambiental se efectian con mayor eficiencia sobre los enlaces fosfoéster de
estas moléculas, Los valores de vida media san muy variados, a modo de ejemplo, CPF tiene
una vida media de 94 dias, mientras que el diazinon, de 23 dias (Morral et al 1998).

La exposicién humana a pesticidas OP se produce a través de una variedad de
maneras gue involucran el trabajo o 1a vivienda en proximidades a los campos donde se
aplican, su uso residencial o industrial, la inhalacien o ingestion no dietética de OP presentes

en el polvillo ambiental, v el consumo de productos que contengan residuos de estos
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plaguicidas. Para los nifios, se cree gue la exposicion dietética de OP es la via de exposicidn
predominante. 5in embargo, hace una década, la exposicion por el uso residencial de
plaguicidas OF resultd ser también una via de exposicion significativa. Ademas, la exposicién
para-ocupacional, es decir, |a exposicion causada por el contacto con una persona
ocupacionalmente expuesta o con articulos con los gue esta persona ha estado en contacto
tales como ropa o superficies, sigue siendo una importante via de exposicion en nifios o
conyuges de agricultores o trabajadores agricolas (Munoz-Cluezada et al. 2013).

Los plaguicidas gue ingresan al organismo, independientemente de la via, deben
atravesar diversas barreras como la piel, las mucosas, el epitelic pulmoanar o el del tracto
gastrointestinal. Los pesticidas se distribuyen en los organos y compartimentos del
arganisme a través de la circulacién con una velocidad que depende de las propledades
fisicoquimicas y las caracteristicas tdxico-cinéticas propias del plaguicida, de la irrigacidn
sanguinea, del pH tisular, del contenido de lipidos v de agua de cada drgano, etc. La
metabolizacién de OP ocurre principaimente en el higado. Sin embargo todos los tejidos
expresan al menos algunas de las enzimas metabolizantes de xenobidticos, por lo que en
menor proporcion también ocurre en otros tejidos como cerebro, intestino, piel y placenta
(Castro 1985).

En términos generales, los pesticidas OP pueden ser metabolizados a su forma oxan,
mas toxica, que puede reaccionar con la AchE, liberando su metabolito especifico. 5i el
plaguicida pierde sus cadenas laterales de carbono, la union a la AchE se convierte en
irreversible, gue es el caso mas frecuente. 5i un pesticida OF no se une a la AchE, puede ser
hidrolizado enzimiticamente a través de la enzima paracxonasa (FON), o se hidroliza de
forma espontidnea para formar metabolitos especificos del pesticida y metabolitos
dialguilfosfatos (DAFP) no especificos. Estos metabolitos © sus conjugados glucuronidados o
sulfatados se excretan principalmente en la orina. La vida media de pesticidas OF en el
cuerpo varia para cada plaguicida pero estd en el intervalo de 24-48 h, También se cree que
una pequefia parte de algunos de estos plaguicidas puede ser secuestrada en los lipidos
almacenados en el cuerpe (Munoz-Quezada et al. 2013).

Les plaguicidas también pueden ingresar al arganismo a través de la via intrauterina.
5a han detectade OF en liguido amnidtico (Bradman et al. 2003), sangre de corddn (Huen et
al. 2012) y meconio (Ostrea et al. 2009; Ostrea et al. 2002). La transferencia de estos tdxicos

desde la madre al feto tiene lugar a través de |la barrera placentaria. Los valores de
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residencia relativa, que reflejan la exposicion de cada tejido respecto al plasma materno,
sugieren que la placenta funciona como un depdsito temporario de téxicos OP (Abu-Oare et

al. 2000).

2.5, Biomarcadores asociados a OP

La exposicion a los pesticidas OF se puede evaluar a través de cuestionarios,
mediciones ambientales y biomonitoreg, este dltimo es cada ver mas comun. Las
mediciones de biomonitoreo utilizadas para evaluar la exposicion a plaguicidas OP incluyen
la deteccion de |a actividad de la AchE, la medicidn de los metabalitos urinarios especificos y
no especificos, v la medicion del plaguicida de origen en la sangre. Las mediciones de
pesticidas en sangre proporcionan evidendia ineguivoca de la expasicidn, pero a menudao son
dificiles de obtener debido a la reactividad bioldgica de los pesticidas. Ademas, los niveles
encontrados son tipicamente tres ordenes de magnitud mas baja que los niveles de sus
metabolitos urnarios, lo que complica adicionalmente su medicidén. La evaluacidn de la
exposicion mas utilizada consiste en la determinacion de metabolitos DAP, de metabofitos
especificos de plaguicidas tales como el TCP (metabolito de CPF y CPF-metil) o de pesticidas
solubles en la orina {Black v Read 2013; Munoz-Quezada et al. 2013).

Ademds de los biomarcadores de exposicion, existen biomarcadores de
susceptibilidad que se han medido y utilizado para ayudar a evaluar la asociacion entre la
exposicion a los pesticidas OP y el neurodesarrollo. El biomarcador de susceptibilidad mas
estudiado para las exposiciones a OP son los polimorfismos en el gen que codifica a la
enzima POMNI, algunos de los cuales se encuentran relacionados a cambios en su expresion v
actividad (Tsatsakis et al. 2011; Tsatsakis et al. 2009), alterando asi la capacidad de una
persona para desintoxicar los pesticidas OP. Uno de estos polimorfismos conduce a un
cambio en el aminoacido 192 de GlufArg y las personas homocigotas para este cambio
poseen alrededor de tres veces menos actividad de PON1 que los individuos homocigotas
tipo nativo (Munoz-Quezada et al. 2013).

Los biomarcadores también se utilizan para evaluar los efectos de la exposicidn a OP.
Las actividades de la AchE eritrocitana v de la butirilcolinesterasa plasmatica se utilizan como
marcadares bioldgicos en ambientes clinicos y ocupacionales. El biomarcador de efecto mas
utilizado para la exposicion a plaguicidas OP es la disminucion funcional en la actividad AchE,

principalmente utilizado para monitorear la exposicion aguda de los trabajadores agricolas.
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Sin embargo, su uso requiere |a evaluacidn de los niveles de actividad basales y se cree que
g5 sensible solo frente a altas exposiciones, Ademas, a pesar de que la actividad de la AchE
es una medida apropiada para detectar efectos agudos, esta no puede ser un biomarcador
informativo de los efectos sobre el neurodesarrollo en los nifios ya que la mayoria de ellos se
cree gue son el resultado de la interferencia de vias dopaminérgicas o serotoninérgicas
durante el desarrollo a niveles de exposicion gue no causan inhibicion apreciablede la AchE

{Munoz-Quezada et al. 2013).

2.6. Toxicidad de pesticidas OF sobre la salud humana

Miles de casos de intoxicacion por OP han sido reportados en el pasado vy lo siguen
siendo anualmente en todo el mundo, sea su causa suicida, accidental u ocupacional
{Recena et al, 2006; Steenland et al. 2000). Actualmente los envenenamientos por OP son un
importante problema de salud en todo el mundo, 5e estima que hay mas de tres millones de
casos y mas de 250,000 muertes al afio a partir del auto-envenenamiento intencional que
representa el 30% de los suicidios a nivel mundial {Carey et al. 2013).

La enzima AchE, considerada el principal blance de los OP, tiene una distribucidn
tisular wariada con notable presencia en tejidos no neuronales, inclusive en placenta
[Bhuiyan et al. 2006). Los OF ejercen sus efectos toxicos agudos principalmente mediante la
unién covalente a la enzima AchE, donde la fosforilacidn o fosfonilacién del residuo serina de
su sitio catalitico la inactiva, La dificultad de la AchE inhibida para hidrolizar el
neurotransmiser acetilcoling {Ach) resulta en una exacerbacion de las sinapsis muscarinicas
{sudoracién  profusa, diarrea, calambres abdominales, bradicardia, salivacién,
broncoconstriccidn, etc.) y nicotinicas (fasciculaciones musculares, calambres, disfuncidn
muscular severa, etc.). La secrecion excesiva en el tracto respiratorio, la paralisis de los
musculos respiratorios v |3 alteracion respiratoria central pueden llevar a paro respiratorio y
finalmente hacia la muerte (Carey et al. 2013; Elsinghorst et al. 2013).

Otra esterasa blanco de varios OP es la esterasa neuropdtica, fosfolipasa involucrada
en el metabalismo fosfolipidico, el erecimiento neuronal y la diferenciacién neuronal (Terry
2012). La fosforilacidn de ésta por OP es similar a la observada en AchE, y conlleva a la
degeneracion axenal (Loth v Moretto 2005}, pudiendo producir una polineuropatia que

oturre 2-3 semanas posteriores a una unica expaosicion a OP, y se caracteriza por hormigueo
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de las manos y pies seguido por pérdida sensorial, debilidad muscular progresiva y flacidez
muscular (Costa 2006; Richardson et al. 2013).

Ademas de los aductos que los OP forman con el sitio activo de enzimas de la
superfamilia de serina-hidrolasas, comeo las citadas anteriormente, el analisis de una
variedad de proteinas por espectrometria de masa permitid la identificacion de la unidn
covalente de OF a residuos tirosina y lisina de otras proteinas, lo que sugiere que numerosas
proteinas pueden ser modificadas por las OF (Terry 2012).

5i bien esta establecida la causa de la neurctoxicidad aguda causada por OF, el
impacto en la salud inducido por su exposicidon cronica sigue siendo controvertido. Un
nimero importante de productores manifiestan problemas de salud cronicos que ellos
atribuyen a la exposicion repetida a los OF (Povey 2010). Ademas, estudios recientes
sugieren mecanismos adicionales independientes de los efectos colinérgicos, ya que se
observan interferencias con el desarrollo neuroldgico normal con concentraciones inferiores
a las gue afectan a la transmision colinérgica. Por ejemplo, el CPF v el diazinon provoecan
efectos adversos en el neurodesarrollo en exposiciones a concentraciones menores a las
requeridas para inhibir a la AchE. Estos efectos se han asociado con los pesticidas originales
¥ no con sus metabolitos oxdn, que son los principales responsables de la inhibicion de fa
AchE (Androutsopoulos et al. 2013).

Muchos estudios revelan efectos adversos sobre el desarrolle neuroldgico de nifios a
causa de la exposicion a plaguicidas OF, especialmente a nivel cognitivo, conductual
[principalmente relacionado con problemas de atencion) y motor (Munoz-Quezada et al,
2013; Polanska et al. 2013}, Por ejemplo, la exposicion durante el desarrollo al insecticida
CPF es actualmente un tema de preccupacidn para la salud infantil dada su actividad
neurotdxica en dosis bajas. Ratones expuestos a CPF en el utero vfo en el desarrollo
temprano presentan respuestas sociales y emocionales afectadas de manera diferente para
ambos sexos, lo cual llewd a proponer a CPF como un disruptor neuroendocring vy
posiblemente un factor de riesgo para los trastornos del neuradesarrollo en los nifios
(Venerosi et al. 2012). Por otro lado, muchos trabajos realizados para determinar los efectos
neurctoxicos de la exposicion a largo plazo a niveles bajos de OF en lugares de trabajo, han
encontrado una asociacion significativa con el deterioro de la funcién neuroconductual, de
pequefa a moderada magnitud, principalmente en las funciones cognitivas, tales como la

actividad psicomaotora, funcién ejecutora, la capacidad visuoespacial, el trabajo y la memoria
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visual [Ross et al. 2013). Ademas, la asociacion entre la exposicion a OP y la demencia,
principalmente asotiada a la enfermedad de Alzheimer, estd siendo muy estudiada pero aun
es5 cantroversial (Zaganas et al. 2013).

Los efectos adversos frente a la exposicidn a estos quimicos han side estudiados
ampliamente en el sistema nerviosao, tejide blanco primario de estos compuestos, pero en la
actualidad se estan investigando activamente sus efectos toxicos en otros sistemas. En este
sentido, se ha cbservado que los plaguicidas OP afectan el metabaolismo celular de hidratos
de carbono vy lipidos v pueden conducir a resistencia a la insulina y alteraciones en la
homeostasis de la glucosa. El mecanismo subyacente se cree que implica un aumento de la
exocitosis de los granulos de insuling y glucagon mediada por un aumento de los niveles de
calcie citesclico libre come resultado de la activacion continua de la sefalizacicn mediada
por la PKC luego de la unidn de Ach a los receptores muscarinices M2 en células
pancreaticas. La induccion de estrés oxidativao por OF a traveés del desequilibrio del estado
oxidative de las células puede reducir la secrecion de insulina estimulada por la glucosa, lo
que resulta en aumento de los niveles de glucosa en suera [Androutsopoulos et al. 2013).
Por otro lado, los pesticidas OP son capaces par si mismos de interferir con la funcién
endocring mediante la inhibicion de la wunién de las hormonas tircideas a sus
carrespondientes receptores. También reducen el metabolismo de estradiol y perturban su
funcion normal mediante la inhibicién potente de enzimas CYP450. CPF ademds es capaz de
inhibir la estercidogénesis adrenal, afectando asi el estado hormonal. La inhibicidn de la
AchE en el hipotalamo después de |la exposicion a OF altera la tasa de secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas, gue en oltima instancia afecta a la secrecian de las
hormonas hipofisarias que estimulan las gdnadas, tales como la FSH v la LH. La actividad
colinérgica en el ceresbro también aumenta la secrecion hipofisaria de prolactina
{Androutsopoulos et al. 2013).

Actualmente algunas evidencias sugieren que la exposicion a los pesticidas OP, en
niveles tanto ocupacionales como ambientales, puede relacionarse con la disminucidn de
parametros de calidad del esperma, en especial can la concentracion de espermatozoides
[Martenies y Perry 2013). También se han observado asociaciones entra algunos productos
quimicos especificos dentro de log plaguicidas OF vy una variedad de cancer en humanos
[Alavanja y Bonner 2012|. Finalmente, si bien existen estudios que indican que algunos

pesticidas pueden afectar el sistema inmunologico, en general, los estudios epidemioldgicos
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existentes son insuficientes para elevar conclusiones sobre el rlesgo inmunotdxico ascciado

a la exposicion a pesticidas (Corsini et al. 2013).

2.7. Efectos de plaguicidas OP sobre la gestacidn y la placenta humana

Existen estudios que sugieren un mayor riesgo de abortos espontaneos, bajo peso al
nacer, RCIU y parto prematurc en mujeres embarazadas expuestas a plaguicidas OP
{Adhikari et al. 2011; Dabrowski et al. 2003; Eskenazi et al. 2004; Levario-Carrillo et al.
2004a; Rita ot al. 1987; Stillerman ot al. 2008; Whyatt et al. 2005). Sin embargo, el efecto de
estos tdxicos sobre la gestacidn, el desarrollo fetal y la placenta, permanecen controvertidas
{Eaton et al. 2008). Asi, un estudio reciente ha revisado la informacion epidemicldgica
existente y concluye que no existen suficientes evidencias que permitan establecer una
asociacian consistente entre niveles de exposicidn in Utero a CPF y el peso, la talla o la
circunferencia cefalica del recien nacido (Mink et al. 2012). Aungue se requieren estudios
epidemioldgicos para la evaluacidn del riesgo, estos presentan algunas limitaciones como la
dificultad para descartar la exposicidn a otras sustancias toxicas u otros factores, para
demaostrar |a causalidad, o para obtener medidas precisas de la exposicion individual al
towico en cuestion (Devlin et al. 2005). Mas adn, [a evaluacidn epidemioldgica de efectos
toxicos como la disminucion en la fecundidad de mujeres en edad reproductiva o el
desencadenamiento de abortos muy tempranos (por fallas en la implantacion o en el
desarrollo inicial de la placenta) presenta, ademas, nuevas limitaciones comao la dificultad de
detectar este tipo de abortos v de demostrar causalidad entre exposicion a un téxico v la
disminucion de la fecundidad (Peiris-lohn y Wickremasinghe 2008). Por lo tanto, con la
informacion disponible, no es posible concluir si su uso representa o no un riesgo potencial
en la gestacidn temprana. Sin embargo, como se menciond en la seccion anterior (Ver 2.5),
cada ver mds evidencias senalan gue la exposicidn in Gtero a OP como CPF afecta el
neurgdesarrollo v los indices psicomotores del individue en su infancia (Androutsopoulos et
al. 2013; Eskenazi et al. 2007; Rauh et al. 2011; Zhang et al. 2014). Recientemente un estudio
acerca de trastornos autistas fortalece la evidencia que relaciona los trastornos del
neurodesarrollo con la exposicion a pesticidas durante la gestacion, y en particular, a los OP
(Shelton et al. 2014). Adernds, durante el embarazo, niveles maternos disminuidos de

enzimas implicadas en su metabolismo, a veces asociados con la presencia de diferentes
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polimorfismos, como ha sido demostrado para PON1, pueden incrementar la susceptibilidad
de los hijos a desarrollar neurctoxicidad frente a OF (Eskenazi et al. 2014).

Para el CPF la informacion disponible sobre la embriotoxicidad también es
contradictoria. La mayoria de los estudios realizados, que siguen las directrices de las guias
OECD (Organization for Economic Cooperation y Development) para la evaluacidn de la
toxicidad reproductiva, han reportado embriotoxicidad solo a desis con las cuales se genera
alta toxicidad materna. 5in embargo, otros estudios han informado que las inyecciones de
CPF por via subcutanea en ratas, durante diferentes periodos gestacionales, reducen
irreversiblemente el contenido de dopamina en |la corteza cerebral v en el hipocampo, dos
regiones clave del cerebro implicadas en el aprendizaje y la memoria. Las discrepancias
mencionadas podrian explicarse sobre la base de la ruta de exposicion. En efecto, las
directrices de la OECD consideran exclusivamente |a exposicion oral donde, al pasar por el
higado maternao, el CPF administrado podria bioactivarse masivamente a su 0Xon, que &5 un
inhibidor mas potente de |la AchE, y causar signos clinicos colinérgicos antes de alcanzar
concentracionas embriotdxicas. La exposicion laboral humana es en esencia inhalatoria o
dérmica, lo cual podria implicar que mayores concentraciones de CPF alcancen e| embricn
sin preducir signos de toxicidad materna. Recientemente, un estudio in vitro demostro que
CPF v sus metabolitos son mas citotdxicos para las células madre embrionarias gue para los
fibroblastos, v gue pueden alterar significativamente la expresidn de genes con capacidad
probada para detectar la exposicidn a embriotdxicos, en concentraciones con baja o nula
citotoxicidad (Estevan et al. 2013).

Como se sefald (Ver Introduccidn: Primera Parte, seccidn 1.8], la placenta cumple un
rol muy importante frente a la exposicidn o proteccion del feto a téxicos actuando, yva sea,
como barrera de proteccion o metabolizando los toxicos (Magnarelli y Guifiazd 2012;
Micholson 2013; Pavek y Smutny 2013). Ademas, el delicado balance de interacciones entre
programas enddgenos de expresion génica y sefiales externas, responsable del desarrollo v
diferenciacion de la placenta, puede ser alterado debido a la exposicién a bajos niveles de
contaminantes ambientales (Myllynen et al. 2005). 5i bien muchos estudios han demostrado
la presencia de OF o sus metabolitos en la placenta, liquido amnidtico o corddn umbilical,
pocos han analizado los efectos que causan estos pesticidas en la placenta. En este sentido,
s& ha reportado gue la exposicion prenatal a OP se asocia con modificaciones en las

actividades de las enzimas placentarias AchE, carboxilesterasa (CaE), y CAT (Bulgaroni et al.
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2013; Chiapella et al. 2014; Souza et al. 2005); que los OP azinfos-metilo, fosmet y CPF
madifican el metabolismo de fosfoinositides y la actividad PI-4 quinasa en la placenta (Souza
et al. 2004) y gue CPF induce apoptosis en las células JAR a traves de un mecanismo de
sefializacion que no depende de FAS / TNF, de la activacion de caspasas o de la inhibicién de
la AchE {Saulsbury et al. 2008), Recientemente se observd en placentas de mujeres gue
viven en una 2ona rural de la Patagonia argentina recolectadas en temporada de aplicacién
de plaguicidas, que la frecuencia de expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-13 y las
actividades de las enzimas arginasa y ornitina descarboxilasa, implicadas en la reparacién del
tejido, fueron inducidas en el STB y en las células endoteliales (Bulgaroni et al. 2013). A nivel
histologico, Levario-Carrillo et al. han descripto cambios en la estructura de la vellosidad
corignica inducidos por pesticidas in vivo tanto en ratas como en humanos (Levario-Carrillo
et al. 2004a; Levario-Carrillo et al. 2001).

5in dudas, una mejor comprensien de las patologias placentarias mas comunes y las
consecuencias de la exposicion a toxicos es de suma importancia para el avance del cuidado
de la salud materno-fetal adulta. El estudio de esta problematica requiere de la concurrencia
de diferentes abordajes. En esta tesis se pretende evaluar el efecto del pesticida OPF CPF

sobre la placenta humana a través de distintos modelos de exposicion in vitro.



HIPOTESIS y OBJETIVOS



B HIPOTESIS y OBJETIVOS
"BH[’}:"F,‘H f],{' r'.fﬂl_m” o

HIPOTESIS M1y "ege

Tal como se sefald en la Introduccién, la placenta cumple un rol central en el
mantenimienta del embarazo; su desarrollo reguiere una adecuada interaccion entre
programas endogenos y sefales externas gue convergen en la regulacion de la expresidn de
genes; v su funcionalidad puede ser alterada por xenobidticos que llegan a través de la
sangre materna.

La exposicion a pesticidas OP ha incrementado notablemente para proteger las
cosechas y mantener los ambientes libres de insectos. 5i bien, los efectos toxicos mas
conocidos de estos pesticidas son su neurotoxicidad debida a la inhibicion de las enzimas
AchE y esterasa neurotdxica, se ha demostrado que también pueden provocar una accion
tonica directa sobre otros tejidos ¥ mediante mecanismos independientes de la inhibicion
enzimatica.

Algunos estudios epidemioldgicos han asociade la exposicién de embarazadas a
pesticidas OP con abortos espontdneos, parto prematuro, bajo peso al nacer o RCIU vy
deteriore del neurodesarrollo e indices psicomotores, Sin embargo, el impacte de los
mismos sobre la gestacidn es adn controversial v son muy escasos los estudios gue han
evaluado directamente su ofecto sobre las células y el tejido placentario.

En este contexto, la caracterizacidon de los posibles dafios celulares y moleculares
ocasionados por los OP sobre las células trofoblasticas, principales ejecutoras de las
funciones placentarias, y el conocimienta de los mecanismos invalucrados, podria contribuir
a la interpretacién del impacto gue |a exposicion ambiental a estos pesticidas ejerce sobre la
zalud materno-fetal,

Considerando los aspectos anteriormente mencionados, en este trabajo de tesis se

planted la siguiente hipatesis:

“Lo exposicion a plaguicidas OF afecta las funciones de los trofoblastos, lo expresion
de genes osociados o ellas, v lo estructura de las vellosidades coridnicas de la placenta

humana”.
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OBJETIVOS

Para evaluar |a hipatesis planteada, y reconociendo la importancia de realizar
estudios toxicologicos en modelos celulares y tejidos humanos in vitro que permitan asociar
directamente los efectos observados a un toxico en particular, en este trabajo de Tesis

Doctoral se propuso como Objetivo General:

“Caracterizar los efectos de pesticidas OP sobre la plocenta humang empleando

madelas in witra®.

En base a los antecedentes presentados, se selecciond al insecticida CPF como

modelo de pesticida OF, y 5e plantearon los siguientes Objetivos Especificos:

I. Determinar el impacto de CPF sobre lo viobilidad de CTBv y CTHey;

II. Investigar si CPF altera la diferenciacion de los CTBv 0 lo proliferacidn, migracion e invasion
de los CTBev;

IIl. Evalugr el impacto del toxico sobre lg expresion de genes/proteinas relevantes para la
Jisiologia trafoblastico;

V. Estudiar posibles mecanismos moleculares invelucrodas en las efectos observados;

V. Caracterizor el efecto de CPF sobre la estructura de las vellosidodes corionicas.

Los objetivos | y Il pretenden determinar si los CTBv y/o CTBev son susceptibles o
resistentes al efecto citotoxico de CPF descripto en otros tipos celulares, y si el mismao
interfiere con alguno de los procesos esenciales que llevan a cabo las trofoblastos vellosos v
extravellosos. Mediante los objetivas [ll y IV se pretende identificar moléculas que puedan a
futuro evaluarse como posibles biomarcadores de dafio o susceptibilidad frente a CPF y que
permitan explicar, al menos en parte, la respuesta de los trofoblastos frente al toxico.
Finalmente, el ditimo objetivo pretende evaluar el posible efecto toxica del pesticida en la
estructura de la vellosidad placentaria v determinar la influencia del contexto tisular en la

susceptibilidad de los CTBv al plaguicida.
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MATERIALES y METODOS

1. CPF: Modo de uso y controles

Se utilizé CPF [0,0-dietil c-[3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforoticato) (CASH2921-88-2)
con una pureza del 99,5% de la compafiia guimica Sigma (5t. Louls, MO, USA). Se prepararon
soluciones stock 0,25 M (molar) utilizando come solvente al dimetilsulfoxido (DMS0), debido
a 5u baja solubilidad en medios acuosos. Se almacenarcn a -20°C y se evitaron ciclos de
congelamiento-descongelamiento. Los residuos generados fueron inactivados en solucion de
hidraxido de sodio 10 % p/v,

Las diluciones finales para realizar los tratamientos sobre los cultives fueron hechas
directamente con el medlo de cultive e inmediatamente antes de utilizarlas. Para todos los
modelos de cultive empleados en esta Tesis se incluyeron controles sin el toxico, con DMSO
y sin DMSO. En los primeros se empled DMSO en una concentracion porcentual equivalente
a la presente en las células expuestas a CPF en la maxima dosis utilizada. En los controles sin
DMS0 se colocd solo medio de cultivo sin la presencia del toxico ni de su vehiculo. De esta
forma se pudo asegurar que las alteraciones observadas en los parametros estudiados eran
solo a causa de la exposicion a CPF (en la seccion Resultados se muestran los controles
correspondientes a las muestras tratadas con DMS0). La proporcidn de DMSO fue del 0,02%,
0,04% v 0,08% (v/v) para los experimento: donde la concentracidn maxima de CPF fue de 50
P, 100 pM y 200 pM, respectivamente. Cabe sefalar que las concentraciones empleadas
son mucho menores a la concentracion citotoxica de DMSO reportada para células
trofoblisticas (236) v a las concentraciones que inhiben la diferenciacion de las mismas (>

0,5%, < a 2%) (Thirkill y Douglas 1997).

2. Lineas celulares eucariotas: JEG-3, BeWo y HTR-8/5Vneo

2.1. Cultivo y exposicion a CPF o H;0;
Las lineas celulares empleadas en los distintos experimentos se cultivaron en

atmasfera de CO; 5% v/v a 37 °C en los siguientes medios de cultivo suplementados:
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. JEG-3, derivada de coriocarcinoma humano: DMEM (Gibco) suplementado con
100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina (Gibco) v suero fetal bovino (SFB) [PAA
o Natocor) al 10% viv.

L] BeWo, derivada de coriecarcinoma humano: DMEM-F12 [Gibco)
suplementado con 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0.4 mM de
glutamina (PAA] v 5FB al 10% v/v.

L] HTR-B/5VWneo, trofoblastos de primer trimestre inmortalizados (Graham et al.
1993): DMEM-F12 suplementado con 0,05 mg/mL de gentamicina (3chering-Plough) v 5FB al
109% viv.

Para repicar, las células se lavaron 2 o 3 veces con tampdn fosfato salino (PBS: NaCl B
gfL; KC10,2 g/L; NagHPOy 1,4 g/L y KHPO40,2 g/L pH 7.4) y posteriormente se trataron con 1
mL de tripsina 0,05% pfv [Gibco) 2 a 5 minutes (min} a 37 "C. Una vez desprendidas las
células, se agregéd 1 mlL del medio suplementado al 10% v/v con SFB a fin de inhibir |a
tripsina. Posterlormente se cuantificaron en cdmara de Neubauer tifiendo una alicuota de la
suspension celular con azul de tripan (colorante gue puede ingresar solo en las células
muertas) v observando en microscopio de contraste de fase. Se contaron solo las células
viables y sa dividieron de acuerdo al nimero de placas necesarias o se congelaron
graduaimente a -80°C en 10% v/v de DMS50,

Para la realizacidn de los tratamientos con CPF o H;O; se sembro la cantidad de
células necesarias para obtener luego de 24 h una confluencia de entre 70 vy 80%. Dicho
numero de células debio optimizarse y dependio de la linea celular y del modelo de placa a
utilizar (Ver detalles en fterms correspondientes a los diferentes experimentos especificos).
Una ver obtenida dicha confluencia se realizaron los tratamientos con CPF v sus respectivos
controles o con H:D:, en medio de cultive equivalente al correspondienta para cada linea
celular, pero disminuyendo diez veces la cantidad de 5FB a fin de reducir la interaccidn del
pesticida con proteinas séricas y su posible hidralisis {Qiac et al. 2001; Saulsbury et al. 2008).
Se verificd que la reduccidn del SFB no inducia muerte en las lineas celulares empleadas.

Finalmente el medio de cultive con el tratamiento correspondiente se renovd cada 24 h.

2.2. Exposicion de las células JEG-3 a N-acetilcisteina (NAC)
Las células fueron crecidas al 70-80% de confluencia y se incubaron con 10 mM de

MAC en su correspondiente medio de cultivo durante 2 h, luego se les retird el mismo vy se
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les agrego medio nuevo con las respectivas concentraciones de CPF o sus controles junto
con 10 mM de NAC. 5e incubaron durante 24 h. Cabe agregar que la concentracion de MAC

fue elegida de forma tal gue no afectara la viabilidad celular.

2.3. Silenciamiento de las células JEG-3 con ARN pequefios de interferancia
(siARN)

Celulas JEG-3 (250.000 por pocillo) se cultivaron en su correspondiente medio de
cultive [Ver item 2.1) en multiplacas de & pecillos con un volumen final de 2 mL. Luego de 24
h las células se lavaron con FBS y se transfectaron con sIARM especificos para KLF& [Aambion
Id#9700) en una concentracién final de 25 nM, para NRF2 [Santa Cruz 5¢-44332, pool de 3
siiANs especificos de 19-25 nucledtidos) en una concentracion final de 10 nM, para B-hCG
{Sanmta Cruz sc-39540, siARMN de 19-25 nucledtidos) en una concentracion final de 50 nM, o
con una mezcla de ARN pequefios al azar {SCB, Ambion] en cantidades equivalentes, como
control. Se utilizd 3 pl del reactivo comercial RMAIMAX (Invitrogen) en un volumen final de
700 pl por pocilloe del medio de cultive OPTI-MEM (Gibeo) con 10% v/v de SFB libre de

antibidticos, segin el protocolo recomendado por el fabricante.

3. Cultivos a partir de placentas humanas normales a término

Los cultivos e realizaron a partir de placentas humanas a término (37-41 semanas de
gestacion} obtenidas en el Hospital Privado de Cordoba capital, de pacientes no
identificadas, con la aprobacién del Comité de Estudics Humanos de dicho centro. Se solicito
gue las mismas provengan de embarazos sin patologias asociadas como preeclampsia,
diabetes gestacional, hipotircidismo, etc. Ademas se utilizaron solo las obtenidas par
cesareas, a fin de reducir posibles contaminaciones y estrés asociado al pasaje por el canal
de parto. Para su transporte desde el centro de salud hacia el laboratorio donde se

procesaraon, las placentas se colocaron en un frasco estéril cubierte con hielo.

3.1. Explantos vellosos: Obtencidn, cultive y exposicion a CPF
El tejido se procesd dentro de los aproximadamente 30 min posteriores al
alumbramiento. Para ello inicialmente de realizaron sucesivos lavados y disecciones, para

luego retirar la porcion correspondiente a la decidua, a fin de quedarse solo con la porcion
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vellosa. Se lavo con solucidn fisioldgica estérl reiteradas veces para eliminar la sangre
contenida en el tejido. 5¢ cortaron trozos de tejido cada ve:r mas peguefios y se lavaron
exhaustivamente hasta obtener trozos de muy pequernio tamano {1-1.5 milimetros cabicos)
libres de calcificaciones, infartos, codgulos, fibrosis y vasculatura visible.

Posterlormente los explantos obtenides se colocaron en placas de 24 pocillos en una
proporcion de 3 explantos por 1 mlL (por pocille)] de medio de cultive DMEM-F12
suplementado con antibidticos (estreptomicina 0,1 mg/mL, penicilina 100 U/mL) v SFB al
10% wfv y se cultivaron a 37°C en atmdsfera de CO; 5% v/v. Luego de 8 h se procedid a
cambiar el medio de cultivo realizando los tratamiento: con CPF o sus respectivos controles
en las concentraciones especificadas en la seccidn de Resultados correspondiente. Los
tratamientos se realizaron durante 36 h.

La puesta a punto de estos cultivos se realizd gracias a la ayuda del equipo de trabajo
de la Dra. Estela Bevilacqua en el Laboratorio de Biologia Celular v Desarrollo del Instituto de

Ciencias Biomédicas de la Universidad de San Pablo, Brasil.

3.2. Purificacion de CTBv

52 procedio de forma equivalente a la descripta para la obtencidn de explantos
vellosos. S5e tomaron entre 17 y 20 g de explantos libres de calcificaciones, infartos,
codgulos, fibrosis y vasculatura visibles y se lavaron 2 veces con solucion salina balanceada
[HAMEKS 1X o HBSS) libre de calcio y magnesio. 5e elimino el sobrenadante y se realizaron 3
incubaciones de 30 min con agitacion (B0 rpm) a2 37 °C en tampdn de digestion (10 mL de
Tripsina Gibco 5% pfv en HANKS 1X, 2 mL de penicilina 10.000 U/mL [ estreptomicina 10
mg/mL, 5 mL de HEPES 1 M, 0,85 mL de MgS0, 1 M, 10 pl de CaCl; 10 mM, 10.000 Ul DNAsa
| - Sigma aprox. 20-25 mg - y HANKS 1X hasta completar 200 ml), de acuerdo al protocolo de
Kliman et al. (Kliman et al. 1986) con modificaciones. El primer paso de tripsinizacion se
realizé en 70 mL del tampdn v finalizado el tiempo de incubacion se dejo decantar los
explantos y se tomaron 35 mL de sobrenadante, A los 35 mL remanentes de sobrenadante
de la primera tripsinizacion se le agregaron 70 mL de tampon de digestion vy, luego de la
incubacion con agitacion, se recuperd el sobrenadante por completo. Finalmente, la dltima
incubacion =e realiza en 60 mL del tampdn. En todos los easos |a aceion de [a tripsina en los
sobrenadantes fue blogueada por el agregade de 5FB al 10% v/v inmediatamente después

de recogidos. Los sobrenadantes neutralizados se centrifugaron por 10 min a 850 ref {fuerza
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g} a temperatura ambiente en tubos Falcon de 15 mL, obteniendose un pellet compuesto
por £ fases, una superior blanca en la que se encuentran los CTBv junto con otras células de
la vellosidad y una fase inferior roja que contiene principalmente glébulos rojos. Los
sobrenadantes de las centrifugaciones e eliminaron y los pallets fueron resuspendidos en
1.5 mL de DMEM suplementado con antibidticos. Estas resuspensiones fueron filtradas en
una malla metdlica de 100 pum a fin de eliminar agregados de células v posibles fibras
remanantes vy se llevd a un volumen final de 50 mlL con DMEM suplementade con
antibidticos. Posteriormente se alicuotd en 4 tubos con 12,5 mL que fueron centrifugados a
B50 ref a temperatura amblente por 10 min. Los sobrenadantes se descartaron y los pellets
ge resuspendieron en 0.5 mL de DMEM suplementado con antibidticos, obtenlendo un
volumen final de aproximadamente 3 mL que se sembraron en un gradiente de Percoll (GE
Healthcare). El gradiente se obtuvo preparando unm rango de Percoll en HANKS
suplementado con antibidticos, que van del 70% al 5%, escalonando de 5 en 5, sembrando
2,5 ml de cada concentracidn. Una vez sembrados cuidadosamente los 3 mL de muestra en
la superficie del gradiente, se centrifugd a temperatura ambiente por 35 min a 1200 rcf, sin
freno. En la zona del gradiente que corresponde a un 40% de Percoll se observo la presencia
de un anille blanguecine correspondiente a las células trofoblasticas. Cuidadosamente se
gliming la parte superior del gradiente y se recuperd |la parcion correspondiente (entre 8 y
10 mL) en un tubo Falcon de 15 ml llevando a volumen final con DMEM suplementado con
antibioticos. Se centrifugd 10 min a temperatura ambiente a 850 rcf v se observd un pallet
blance gue fue lavado 2 veces en DMEM suplementado con antibidticos v finalmente
resuspendido en un volumen de 5 mL. El ndmero de células citotrofoblasticas obtenidas y su
viabilidad se estimo en camara de Meubauer tinendo una alicuota de la suspension celular
con arul de tripdn v observando en microscopio de contraste de fase. La pureza de la
poblacidn celular se evalud mediante inmunotingidn de citoqueratina 7, marcador
trofleblastico, abteniendo cultivos de mds del 95% de pureza. Con el fin de obtener mayor
nomero de CTBv viables, el procedimiento hasta aqui descripto fue realizado en un mismo
dia con una duracion de aproximadamente 12 h y con una recuperacion aproximada de

entre 12 y 30 millones de células por gradiente de Percall.
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3.3. CTBw: Cultivo y exposicién a CPF

Los CTBv purificados a partir de placentas normales a término y cultivados in witro, no
proliferan en cultivo sino diferencian espontineamente en presencia de 10% v/v de SFB a
estructuras tipo sinciciales (Douglas y King 1990; Marrish et al. 1997). Dichas células se
cultivaron a 37°C en atmosfera de CO: 5% v/v en medio de crecimiento para gqueratinocitos
(KGM, Gibco) suplementade con antibidticos (estreptomicing 0,1 mg/mL, penicilina 100
U/mL), SFB al 10% v/v y 5 ng/mL de EGF (Gibco). Este factor de crecimiento se coloca a fin de
incrementar el tamafio y numero de sincicios obtenidos en la diferenciacion de los CTBv
(Maorrish et al. 1997). Tres horas posteriores al plagueo se efectuaron dos lavados con PBS v
el cambio total de medio, a fin de eliminar posibles fragmentos sinciciales que hayan side co-
purificados, ya que estos no se adhieren a la placa a tiempos cortos de cultivo. Se realizaron
tratamientos con CPF utilizando el medio de cultiva citade anteriormente [necesario para
gue los CTBv diferencien in witro) a diferentes tiempos, los cuales se detallan en la seccidn
Resultados. Los tratamientos fueren renovades cada 24 b de cultive. Cabe citar que estas

células no sobreviven a clclos de cangelado-descongelado.

3.4, CTBw: Calculo del indice de fusion

A fin de calcular el indice de fusidn de los CTBv, estos se expusieron ¢ noa CPF a las 3
h post-plagued sobre vidrios para inmunofluorescencias, durante 64 h totales de cultivo,
Hempo necesario para que la mayor parte de los CTBv hayan diferenciado a estructuras tipo
5TB. Las celulas se fijaron y se sometieron a marcaciones con anticugrpos anti-
desmoplaguina [3igma, dilucidn 1:400) v con Hoechst 33342 (Molecular Probes), como se
describe en la seccidn 8.2, v luego se cuantificd el nimero de ndcleos en estructuras tipo
5T8, los ndcleos totales v la cantidad de estas estructuras. Se analizaron mas de 500 nucleos
por condicién en cada experimento independiente proveniente de placentas diferentes y se
calculd el indice de fusidn como: {cantidad de ndcleos en S5TB - cantidad de 5TB totales)

feantidad de ndcleos totales x 100.



MATERIALES y M ETODOS

4. Evaluacion de la viabilidad celular

4.1. Ensayos de MTT

Para realizar los ensayos de reduccidon metabdlica del bromuro de 3-(4,5
dimetiltiazol-2-ilo)-2 5-difeniitetrazol [MTT) inicialmente se determind el nimere de células
aptimo para cada tipo celula

r empleado, realizando una curva de sefial de MTT en funcidon del nimero de células,
eligiendose el nimere tal que esté en la zona media del rango lineal. Se utilizaron placas de
96 pocillos v se sembraron 10.000 células JEG-3 o BeWo, 4.500 células HTR-8/SVneo o
40,000 CTBv por pecillo, en un volumen final de 100 pL de medio de cultivo. Luego de 24 h
se expusieron a CPF o sus respectivos controles durante el iempo de tratamiento deseado.
Posteriormente se afiadieron 10 pL por pocillo de una solucién 5 mg/mL del reactivo MTT
{Sigma) vy se incubd durante 2,5 h en estufa de cultive (37 °C, 5% CO: w/v). Durante este
tiempo el reactivo ingresa a las células, y enzimas del reticulo endoplasmico y mitocondriales
lo transforman en un producto solido coloreado (Berridge et al. 1996). Se ufiliza para evaluar
viabilidad celular ya que las células muertas no poseen enzimas activas para realizar dicha
reaccion. Luego de la incubacidn se quita suavemente el medio de cultivo v se resuspenden
las células con los cristales formados en 100 pyl de DMSO por pocillo. 5e lee |la absarbancia a
560 nm y los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad relativa a la condicidn
control, calculade coma: % Viabilidad = (Promedio de la absorbancias provenientes de las
células tratadas / Promedio de las absorbancias provenientes de las células control) x 100.
Como control positivo de funcionamiento de cada ensayo, se trataron células con 25 pM de

H;O; durante 24 h, condiciones citotdxicas para los cultivos empleados.

4.2. Tincion con Naranja de Acridina (NA) v Bromuro de Etidio (BE)

e colocaron portaobjetos circulares estériles en las placas de cultive previo a la
siembra de las células y las mismas se expusieron o no a CPF durante los tiempos indicados
en la seccion Resultados. Cumplido el periodo de expasicion, las células se lavaron tres veces
con PBS y se agregd 20 pl de una dilucidn 1/10 en PES de |a solucién madre de NA (100
Hg/mL} y se incubd durante 5 min.

El NA (o NNN N-tetrametilacridina, segin IUPAC) es un colorante cationico

selectivo para los acidos nucleicos. Interacciona con el ADN y el ARN por intercalacién dentro
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de la moelécula o por atraccion electrostatica, respectivamente. Cuando esta asociado al
ADN, el NA es espectralmente similar a la fluoresceina, presentado un maximo de excitacign
a 502 nm y una emision a 525 nm (en el verde). Cuando esta asociado al ARN, la excitacidn
maxima deriva a 460 nm (en el azul) v la emision maxima a 650 nm {en el rajo). Por lo tanto,
el ADN v el ARN se observan en verde y naranja respectivamente utilizando el filtro para
observacion en verde en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-U). Las
células apoptoticas se evidencian por su ndcleo, o fragmentos de este, verde brillante. Por lo
cual en este punto luego de lavar nuevamente con PBS se sacan fotos a fin de registrar |a
presencia o no de células apoptdticas.

Posterlormente o simultdneamente se agregd 20 L de una dilucidn 1/10 en PB5 de la
solucién madre de BE (100 pg/ml), se incubd durante 5 min, se lavd con PBS: v se
fotografiaron las imagenes observadas en el microscopio con el filtre para visualizacidn en el
canal rojo. El BE ingresa a las células y tifie de rojo fluorescente a los nucleos sdlo cuando
estas han muerto por necrosis.

Al trabajar con células vivas, el ensayo seé realiza lo mas rdpido posible para evitar

muerte celular por causas ajenas al tratamiento especifico.

4.3. Tincién con Hoechst

Luege de realizarse los tratamientos correspondientes, las células fueron fijadas
durante 10 min a -20°C en metanol, se disminuyo |z auvtofluorescencia mediante la
incubacion con MH4CI 10 mM durante 10 min v se realizd la tincidn con el marcador nuclear
Hoechst 33342 en una concentracidn de 5 pg/mL (en PBS) durante 15 min. Posterlormente,
se observo la morfologia nuclear en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-
U). De esta manera se pueden identificar nicleos con caracteristicas apoptdticas, como ser

la compactacion de |a cromatina y fragmentacion nuclear,

5. Ewvaluacion de la proliferacion, migracion, e invasion celular

51. Ensayo de proliferacion celular basade en la captacion de
Bromodeoxiuridina (Brdu)
5e evalug la proliferacion celular mediante el analisis de la incorporacion de BrdU

durante la sintesis de ADN. Se ufilizaron placas de 96 pocilios v se sembraron £.000 células
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HTR-8/5Vneo por pocillo, en un valumen final de 100 pyl de medio de cultivo. Luego de 24 h
se expusieron a CPF o a sus respectivos controles durante el iempao de tratamiento deseado.
Cuatro horas previas a finalizar la exposicion, se agregd BrdU (Molecular Probes) en
concentracion final de 20 mM. Las células se lavaran tres veces con PBS frio y se fijaron en
3% p/v de paraformaldehido [(PFA) durante 10 min. Se permeabilizo con 0,01% v/v de Triton
X-100 en PBS5, luego de 10 min se lavaron con PBES-T {PBS conteniendo 0,2% de tween) y se
trataron con HCl 2N a 37°C durante 30 min. Se realizaron dos lavados con NaB.O; 0,1 M y
luegao tres con PB5-T, Posteriormente se realizo el blogueo en PBS con 0,5% v/fv de tween y
2% pfv de albomina sérica bovina {B5A) v se incubo con el anticuerpo anti-BrdU (Sigma)
1/100 durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS-
T & Incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de ratén conjugado con Alexa
Fluor 584 {Invitrogen) en una dilucidn 1,/1000 durante 1 h a 37°C. Se efectud la coloracién
nuclear con Hoechst (Spg/mL) durante 15 min y finalmente se realizaron los Gltimoes lavados

con PBS-T y se agregd medio de montaje acuoso (Fluor Safe, Calbiochem).

5.2. Ensayo de migracion celular por cierre de la herida

Se midid la migracidn de células HTR-8/5SVneo a través de su habilidad de moverse
hacia un espacio acelular. Luego de los tratamientos con y sin CPF, se eligieron porciones de
la placa de cultive con una confluencia del 100% v se realizd una herida con un tip. En diche
momento se sacaron fotografias para cuantificar posteriormente el ancho de la herida a
tiempo O h. Luego de 8 h de cultivo se realizaron nuevas fotografias en las mismas zonas de
Ia herida ¥ se cuantificd nuevamente el ancho de |a herida con el programa Image J. De cada
herida correspondiente a cada condicién de tratamiento se tomaron al menos cuatro fotos
en un aumento total de 200X y de cada foto se cuantificd el ancho de la herida en tres
regiones equidistantes entre si. Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de apertura
de la herida remanente luego de 8 h. Cabe agregar que este tiempo fue elegido de manera
tal de reducir el aporte de la proliferacién al cierre de la herida. Ademas, a las 18 h ya se

llegaba a su clerre completo.

5.3. Ensayvo de invasion celular
e colocd, en frio, 25 pL de una dilucidn % de matrigel (BD Bioscience) en DMEM-F12

sin suplementar, sobre cada transwell de 8 pm de didamentro de pore (Corning Costar, CO-
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3422) y se dejo gelificar durante 40 min a 37°C en pocillos de placas de 24. Posteriarmente
sobre la capa formada se sembraron 40.000 células HTR-8/$Vneo en 200 pL de medio
DMEM-F12 suplementade con 0,05 mg/mL de gentamicina y 0,1% p/v de BSA. Sobre la base
del pacillo se colocaron 300 pl del mismo medio pero con 10% v/v de SFB en lugar de BSA, a
fin de generar un gradiente y asi favorecer el pasaje de las células hacia la porcion inferior
del transwell,

Luego de 24 h, las celulas fueron expuestas a CPF durante 48 h totales, con recambio
de medic cada 24 h. Finalmente, la porcion inferior del transwell, donde se encontraban las
células que atravesaron el matrigel y el poro, se fijo con metanol 10 min a -20°C y se realizd
la tincion con el marcador nuclear Hoechst en una concentracion de 5 pg/mL (de PB3)
durante 15 min. Las células remanentes sobre el matrigel se eliminaron exhaustivamente
con un hisopo. Las transwells se montaron con una gota de liguido de montaje acuoso con
protector de fluordforos (FluorSafe, Calbiochem) v se fotografiaron siete campos en una
magnificacidén final de 200X en un microscopio de fluorescencia, para luego cuantificarse el

numero de nacleos correspondientes a las celulas que lograron invadir.

6. Deteccion de la produccion de EROs

La produccidn intracelular in wvo de EROs se detectd usando la sonda fluorescente
2" Vdiclorodihidrofluoreceina diacetato (H;DCFDA). Las ceélulas JEG-3 se crecieron sobre
cubreobjetos y se expusieron, o no, a CPF segin se indica en la seccion de Resultados
correspandiente. Posteriormente, se Incubaren con 10 mM de la sonda durante 1 h a 37°C
en estufa de cultivo celular, se realizaron sucesivos lavados v se cambid el medio por RPMI
sin SFB ni colorante rojo de fenol para realizar su observacion en el microscopio de

fluorescencia Nikon Eclipse TE2000-U,

7. Determinacion de niveles de transcriptos

A fin de analizar los niveles de transcriptos especificos en presencia o no de CPF se
sembraron 550.000 células JEG-3 (o BeWo) ¢ 350.000 células HTR-8/SVneo por pocillo en
multiwells de & v 1.000.000 de células CTBv en placas de & cm.
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7.1. Purificacion de &acido ribonucleico (ARN) total de cultivos celulares:
Integridad y pureza

La extraccién de ARN total se efectud lisando los cultivos de células eucariotas
utilizando un volumen de 0,5 2 1 mL del reactiva TRIZOL (Sigma). El protocolo de purificacion
5@ [levd a cabo siguiendo |as instrucciones del fabricante, Brevemente, mediante el agregado
de un volumen apropiado de reactivo TRIZOL se produjo la lisis y liberacion del contenido
celular y mediante la adicion de cloroforma (200 ul cada mlL de TRIZOL) se separaron las
fases, obteniendo el ARN en la fase acuosa superior. Finalmente, el ARN total se precipita
con isopropanal (500 pl cada mL de TRIZOL), se lava con etanol 75% frio (1 mL cada mL de
TRIZOL), se resuspendio en H:Q (Gibco, libre de ADMasas, ARMasas) y se almacend a -80°C
hasta su uso. La integridad del ARN se evalud a traves de la visualizacidn de una alicuota de
2.5 pL de la muestra junto con 5,6 plL de formamida deionizada, 2 pL de formaldehida, 1,1 gL
de tampdn acido 3-{Nmorfolina) propanesulfonico (MOPS] v 1 pL de BE; incubada por 10 min
a 65"C a fin de desarmar estructuras secundarias, y luego sembrada en un gel de agarosa
desnaturalizante (agarosa 1,2% p/v, formaldehido 1,1% v/v, en tampén MOPS). Se visualizd
la corrida en transiluminador y se considero que la muestra tenia integridad adecuada
cuando la relacion de intensidad entre las bandas correspondientes a la subunidad 285
respecto a la 185 fue cercana a 2. La cuantificacidn de ABM ze estimd mediante lectura
espectrofotométrica a 260 nm (longitud de onda en la que las bases de los cidos nucleicos
poseen su maximo de absorbancia), considerando gue 1 densidad dptica a 260 nm eguivale
3 40 pg/ml de ARN, La pureza de los dcidos nucleicos se calculd a través de la relacion de
absorbancias a 260 nm respecto a 280 nm (longitud de onda a la cual |as proteinas poseen su
maximo de absorbancia), considerando aceptables valores entre 1,8 v 2,0. Finalmente las
muestras se conservaron a -80°C hasta su utilizacidn. Cabe citar que se realizaron controles

de procedimiento realizando los mismos pasos partiendo de TRIZOL sin extractos celulares.

7.2. Reaccion de transcripcidn reversa: Conversion de ARN a acdo
desaxirribonucleico copia (ADNc)

Para la sintesis de 20 pl de ADNc se utilizo 1 pg de ARN, buffer de reaccion 1 X

comercial {Invitrogen), 8 U finales de Ribolock (inhibidar especifico de ARNasas, Fermentas),

25 ng totales de hexadesoxirribonuciedtidos (Invitrogen) de secuencia al azar y 10 mM de

ditiotreitol (Invitrogen). Esta mezcla se incubd a 65°C por 15 min (para desarmar estructuras
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secundarias) y se enfrié en hielo 1 min rapidamente para que se mantengan de esa forma.
Luego se le agregd dNTPs (desoxirribonucledtidos trifosfato), para que queden en
concentracion final de 1 mM cada uno, y 200 U totales de la transcriptasa reversa M-MLV-RT
(Invitrogen); se incubé a 37 °C por 60 min y posteriormente se inactivo la enzima a 95 °C por
3 min. Cabe citar que se realizaron controles de procedimiento realizando los mismos pasos

pero sin ARN molde.

7.3. Amplificacion semicuantitativa de ADNc de gliceraldehido 3-fosfato

dehidrogenasa (GAPDH) por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A fin de corroborar la sintesis adecuada de ADNCc, se realizo una PCR para amplificar
un fragmento caracteristico del ADNc correspondiente al ARNm del gen que codifica a la
proteina GAPDH, utililizado como control de carga enddgena. Para ello se prepardé una
mezcla de reaccidn conteniendo 2 uL del tampdn de reaccion comercial 10X (Invitrogen), 1,5
mM de MgCl; (Invitrogen), 250 uM de cada dNTP, 0,1 pL de Taq polimerasa (preparada en el
laboratorio a partir de su sobre expresion con un plasmido recombinante) y 0,25 pmol/pL de
los cebadores correspondientes ( GAPDH-For: 5" GGTGAAGGTCGGAGTCAACG 3’; GAPDH-
Rev4: 5" GATCTCGCTCCTGGAAGATGG 3’) en un volumen final de 20 pL, de los cuales 10 pL
corresponden a una dilucién 1/5 del ADNc obtenido en el ensayo de transcripcion reversa
descripto en el item anterior. El protocolo de ciclado empleado incluyé un paso de
desnaturalizacion de 5 min a 95°C seguido por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos (s), 60°C
por 30 sy 72°C por 30 s; la extension final fue de 10 min a 72°C. Se utilizé un termociclador
MULTIGENE de LabMet y finalmente el fragmento de 250 pares de bases (pb) amplificado
fue observado en geles de agarosa al 2% p/v. Cabe citar que en cada ensayo de PCR se

incluyeron los controles negativos y positivos correspondientes.

7.4. Amplificacion cuantitativa de ADNc por PCR a tiempo real (qPCR)

El disefio y / o evaluacion tedrica de los cebadores utilizados para amplificar las
secuencias de interés se realizé manualmente con el auxilio de los programas Primer Express
(ABI), Primer-BLAST (Ye et al. 2012) y NetPrimer (PREMIER Biosoft International,
http://www.premierbiosoft.com/servlet/com.pbi.crm.clientside.FreeToolLoginServlet). Los
pares de cebadores utilizados a lo largo de esta tesis, se disefiaron o escogieron

considerando que la hibridacion de cada uno de ellos sea en diferentes exones para evitar
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amplificar ADN genémico ademas de ADNc, que su tamafio sea menor a 250 pb, que no

forme dimeros estables (IAGI < 6) y que la temperatura de hibridacién de ambos sea cercana

a 60 °C. La secuencia de los cebadores utilizados se indica en la Tabla I.

_Secuencia (5'- 3')

I BhCG-539 For: GCT ACT GCC CCA CCA TGA CC

- StarD7

Con éﬁ&acr_on final (nM)

300
BhCG-632 Rev: ATG GAC TCG AAG CGC ACA TC
ABCG2-For: CAA TGG GAT CAT GAA ACC TG 100
ABCG2-Rev: CAT TTA TCA GAA CAT CTC CAG A
il GCM1 For: GAG GCA CGA CGG ACG CTT TAT ATT CAA 250
| GCM1 Rev: TTG GAC GCC TTC CTG GAA A
KLF6-882 For: CAC CAA AAG CTC CCA CTT GAA 200
| KLF6-960 Rev: CAC ACC CTT CCC ATG AGC AT
PSG3-For: TGG TCC AGA CCT CCC CAG AAT T 100
PSG3-Rev: CCA GGA AGA TGT CCT GTT CC
. pgP-For: TGACACCCTGGTTGGAGAGAG 200
pgP-Rev: ATT ACGAACTGTAGACAAACGATGAG
| Nrf2-For:AAA CCA GTG GAT CTG CCA AC 200
| Nrf2-Rev: GAC CGG GAA TAT CAG GAA CA
Ciclo A For: GTC AAC CCC ACC GTG TTC TT 300
Ciclo A Rev: CTG CTG TCT TTG GGA CCT TGT
Fit1 for: AAA TGG TGA GTA AGG AAA GCG A 300
Fit1 rev: CGG CAG GGA ATG ACG AG
HIF-1 for: CTA TGA CCT GCT TGG TGC TGA 200
HIF-1 rev: CTG TCC TGT GGT GAC TTG TCC TT
PPARYy for: CCC TGG CAA AAC ATT TGT ATG ACT C 200
PPARy rev: AGC CCT GAA AGA TGC GGA TG
StarD7sense: GGT AAT CAA GCT GGA GGT GAT TG s

StarD7antisense: GAG TAC ATT GGA TAA GGA AAATGG GT

Tabla |. Cebadores utilizados en la amplificacion de ADNc por gqPCR. Se presenta la secuencia y
concentracion elegida luego de la puesta a punto realizada para cada par de cebadores. La
concentracién empleada fue la menor con la cual se obtuvo una curva de amplificacion adecuada y
una eficiencia de amplificacion mayor al 80%.

El sistema de amplificacion a tiempo real utilizado fue de AppliedBiosystems

(ABI7500 Sequence Detection System). Las condiciones de reaccion, los cebadores y el

tamafo de los fragmentos se seleccionaron para amplificar el gen de interés con eficiencias
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de amplificacion comparables. Los experimentos se realizaron usando 1 X de la mezcla
comercial de PCR (SYBR Green PCR Master Mix, Applied BioSystems), con las
concentraciones de cebadores detalladas en la Tabla | y 5 pL de una dilucién 1/5, 1/10 o
1/20 de ADNc en un volumen final de reaccién de 15 L. El protocolo de ciclado empleado
incluy6 un paso de desnaturalizacion de 10 min a 95°C seguido por 40 ciclos a 95°C por 15sy
a 60°C por 1 min. La especificidad de la amplificacion obtenida se evalué a través del analisis
de las curvas de disociacion. El nivel de expresidn relativa de los genes se calculé usando el

método del 274

utilizando los transcriptos de ciclofilina A como ARNm de referencia
endoégeno. La eficiencia de amplificacion se determind de acuerdo a la siguiente formula
matematica: [10"?]-1 donde “a” es la pendiente de la curva estandar de cada fragmento
amplificado. Cabe citar que en cada ensayo se han incluido los controles negativos

necesarios.

8. Analisis proteico: Western blot e inmunomarcaciones

Para cuantificar los niveles de proteinas especificas en los cultivos, se utilizaron
ensayos de Western blot, mientras que para analizar sus patrones de expresion se realizaron

ensayos de inmunofluorescencia o inmunohistoquimica como se detalla a continuacion.

8.1. Deteccidn de proteinas por western blot

A fin de analizar los niveles de proteinas especificas en presencia o no de CPF se
sembraron: 550.000 células JEG-3 (o BeWo) 6 350.000 células HTR-8/SVneo por pocillo en
multiwells de 6 y 1.000.000 de CTBv en placas de 6 cm. Se obtuvieron extractos proteicos
celulares de cada pocillo en 150 o 200 pL de buffer Laemmli (Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM, SDS
2% p/v, Glicerol 25% v/v) suplementado al momento de usar con Azul de bromofenol al
0,01%, B-mercaptoetanol (Amersham Bioscience) al 5% v/v, 1 mM de ditiotreitol y 1 pL de
coctel de inhibidores de proteasas (Sigma) por cada mL final. Las alicuotas de proteinas se
hirvieron durante 5 min y se centrifugaron a 12.000 rcf por 5 min mas. Se sembraron entre
20y 30 pL de cada muestra en un gel de dodecilsulfato sédico (SDS) y poliacrilamida al 7,5%,
10% o 12% p/v, segun el tamafio esperado de la proteina de interés, y se corrieron a 100 V
15 min y a 150 V por aproximadamente 60 min en tampdn de corrida (25 mM de Tris-base,

192 mM de glicina y 1% de SDS p/v). Luego se realizé una electrotransferencia himeda en
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a 37°C con diluciones en FSG de los siguientes anticuerpos primarios: anti-desmoplaquina en
una dilucion final 1/400 (Sigma), anti-Histona 3 acetilada 1/500 (Upstate), anti-B-hCG 1/500
(Dako), anti-GCM1 1/50 (Sigma), anti-caspasa 3 clivada 1/100 (Cell Signaling), anti-PSG 1/100
(Dako), y una gota por cubreobjetos de una dilucion comercial no especificada de anticuerpo
monoclonal anti-citoqueratina 7 humana (Sigma). Las células se lavaron 5 veces en PBS-T por
5 min y se repitio el protocolo de bloqueo. Los anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo
(verde, Alexa Fluor 488) y anti 1gG de ratén (rojo, AlexaFluor 594, Molecular Probes) se
diluyeron 1/720 final en GS y se incubaron 1 h a 37°C en atmdsfera hiumeda. Los ntcleos se
tifieron con Hoechst (5 pg/mL) durante 15 min. Por udltimo los vidrios se lavaron 5 veces en
PBS-T y se colocaron invertidos sobre una gota de liquido de montaje acuoso con protector
de fluordforos (FluorSafe, Calbiochem). Se observaron en el microscopio Nikon Eclipse

TE2000-U.

8.3. Inmunofluorescencias sobre tejido

Los explantos obtenidos de placentas normales a término se fijaron en formol
tamponado (fijador histoldgico - Biopur) y se conservaron a temperatura ambiente hasta la
inclusion en parafina. A partir de los tacos de tejido incluido en parafina se realizaron cortes
en micrétomo generando secciones seriadas de 3-4 pm de ancho que se adhirieron a
portaobjetos tratados con poli-L-lisina y se conservaron a temperatura ambiente hasta su
utilizacion. El procedimiento descripto fue realizado con la colaboracion del equipo de
trabajo del Dr. Ricardo Fretes (Fac. de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba).

Para la deteccion con fluordforos, los cortes se desparafinizaron con 3 bafios de 5
min en tolueno y se rehidrataron con 2 bafios de 5 min en etanol absoluto, repitiendo el
procedimiento con concentraciones decrecientes de 95% y 70% finalizando con un bafio de 5
min en agua. Posteriormente se realizé la activacion de antigeno en bafio de 95°C durante
20 min y se procedio al bloqueo con 5% de leche en TBS-T durante 2 h a temperatura
ambiente. Se incubd durante toda la noche con una gota por corte histologico de una
dilucion comercial no especificada de anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina 7 humana a
4°C. La mafana siguiente se realizaron 3 lavados con PBS, y se incubé 1 h a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-lgG de raton (rojo, AlexaFluor 594) a una
concentracion final de 1/720 preparada en la misma solucidon de bloqueo. Se lavé 3 veces

con PBS y se incubd por 15 min con una solucién de Hoechst 5 pg/mL para tefiir los nucleos,
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Universidad de San Pablo, Brasil), quienes cuentan con una excelente experiencia en analisis

de la histologia placentaria.

9.2. Microscopia electronica

Los explantos de placentas normales a término se cultivaron como se indicd
anteriormente y se procesaron de acuerdo al protocolo de los servicios de Microscopia
Electréonica que brinda la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
Cordoba. La descripcion de las alteraciones observadas en explantos expuestos a CPF
respecto a sus controles se realizo con la Dra. Patricia Pons y el Dr. Ricardo Fretes (Fac. de

Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cordoba).

10. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados de este trabajo de tesis, obtenidos a partir de
ensayos muestrales, se partio de la premisa de que la distribucion de datos era gaussiana. De
esta forma, se utilizaron test paramétricos o no paramétricos en funcion de la
homogeneidad o no de varianzas, evaluada mediante el test F o el de Barlett, segun el
numero de condiciones de cada ensayo. Cuando la comparacioén se realizd entre dos grupos
(condiciones), para su analisis se utilizo un test t no apareado de dos colas o un test no
paramétrico de Mann Whitney. Para la comparacion de multiples grupos de datos se utilizd
el test paramétrico ANOVA de una via seguido del test de comparacion de Dunnet, o el test
no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test de comparacion de Dunn cuando no se
cumplia la homogeneidad de varianzas. Y finalmente, cuando se analizaron comparaciones
sujetas a dos variables se utilizo el test ANOVA de dos vias seguido del post-test de
Bonferroni. Los resultados se presentan como el Valor Medio * Error Estandar de la Media
(EEM) o £ Desviacion Estandar (DE), segun se muestre un grafico realizado con datos de mas
de 3 experimentos independientes o un grafico con datos representativos provenientes de
un experimento, respectivamente; o Mediana con el rango intercuartil del 25-75%, acorde a
si se utilizaron test paramétricos o no paramétricos para el analisis respectivo.

Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa GraphPadPrism 5.0 y los
datos se consideraron estadisticamente diferentes cuando el valor de probabilidad (p) fue

menor a 0,05.
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no produce una modificacion grosera sobre la acetilacion de la cromatina como ha sido

reportado para otros toxicos como el etanol (Park et al. 2005).

La cuantificacion de los nucleos con caracteristicas anormales (condensados y
fragmentados) reveld un leve incremento de los mismos en proporcion a los nucleos
normales, y dicho incremento fue mayor cuanto mayores fueron el tiempo y dosis de
exposicion (Fig. 2 C).

Con el propdsito de estudiar si la resistencia a la citotoxicidad por CPF es, o no, una
caracteristica restringida a las células JEG-3, se realizo un ensayo de reduccion del MTT en
condiciones equivalentes pero sobre cultivos de la linea celular trofoblastica BeWo. Como
puede observarse, mas del 75% de las células BeWo permanecieron viables en presencia de

CPF en concentraciones de hasta 100 uM durante 48 h (Fig. 3).

-
[y
[54]

-
o

50

Viabilidad celular (%)
]
(4, ]

0 2 10 50 100
Concentracién de CPF (uM)

Fig. 3. Viabilidad de células BeWo expuestas a CPF evaluada mediante ensayo de reduccion
del MTT. Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sélo con
el vehiculo (CPF 0, condicidon control) durante 48 h. En el grafico se representa el Valor Medio + DE
de un experimento realizado por cuadruplicado y los resultados se muestran como el porcentaje de
células viables remanentes respecto a la condicién control. Los datos se analizaron mediante el test
estadistico ANOVA de una via seguido del post-test de Comparaciéon Mditiple de Dunnett. Se
considerd estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

Si bien las lineas celulares trofoblasticas son modelos muy utilizados y aceptados para
el estudio de la fisiopatologia de los trofoblastos (Benachour y Seralini 2009; Myllynen y
Vahakangas 2013), las mismas son células transformadas y su comportamiento no refleja
necesariamente el de las células trofoblasticas normales. Por este motivo se procedid a
evaluar los efectos del CPF sobre la viabilidad y morfologia de CTBv purificados a partir de
placentas humanas normales a término, expuestos o no a CPF in vitro. Este modelo permite
evaluar el efecto de toxicos sobre el proceso de diferenciacion celular ya que los CTBv en
cultivo diferencian espontaneamente hacia estructuras tipo sinciciales mimetizando la fusion

trofoblastica que ocurre in vivo en la barrera trofoblastica (Morrish et al. 1997).
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Inicialmente, se evalud la viabilidad celular mediante ensayos de reduccion del MTT
en CTBv expuestos a CPF en concentraciones de hasta 100 uM desde las 3 h post-plaqueo y
hasta las 64 h totales de cultivo. En estas condiciones, no se observaron cambios

estadisticamente significativos en las células tratadas en comparacion con el control (Fig. 4).
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Fig. 4. Ensayos de reduccion del MTT sobre CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron en
presencia de las concentraciones de CPF indicadas o solo con el vehiculo (CPF 0, condicién control)
desde las 3 h post-plagueo y hasta las 64 h totales de cultivo. En el grafico se representa el Valor
Medio + EEM de tres experimentos independientes realizados por triplicado y los resultados se
muestran como el porcentaje de células viables respecto a la condicion control. Los datos se
analizaron mediante el test estadistico ANOVA de una via seguido del post-test de Comparacion
Multiple de Dunnett. Se considero estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

Resultados similares se hallaron cuando los CTBv fueron expuestos en las mismas
condiciones pero desde las 16 h post-plagueo (datos no mostrados).

Con el fin de corroborar que, en las condiciones ensayadas, los CTBv son resistentes a
la citotoxicidad inducida por CPF, a diferencia de lo reportado en células neuronales en
condiciones de exposicion similares (Caughlan et al. 2004 y Giordano et al.), se procedio a

evaluar el impacto de este pesticida sobre su viabilidad celular mediante tinciones con NA y
BE.

En los cultivos de CTBv expuestos a CPF desde el momento previo a la diferenciacion
morfoldgica (3 h post plaqueo) y hasta 22 o 64 h totales de cultivo, no se detecté ni un
aumento en el nimero de células con ntcleos verdes brillantes, compatibles con apoptosis,

ni un aumento de aquellas con nucleos rojos por la marcacion de necrosis con BE (Fig. 5).
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Se evalud el impacto de CPF sobre la viabilidad de células trofoblasticas de origen

1.2. Trofoblastos extravellosos

extravelloso. Para tal fin se empled como modelo a las células HTR-8/SVneo. Esta linea
celular fue obtenida a partir de CTBev provenientes de placenta humana de primer trimestre
transformados con el antigeno T largo del virus SV-40 para lograr su inmortalizacién (Graham
et al. 1993). Estas células no son tumorales ni metastasicas, pero son altamente invasivas in
vitro y expresan propiedades fenotipicas de trofoblastos placentarios extravellosos. Las
mismas constituyen un modelo aceptado para estudiar diferentes aspectos de la biologia de
los trofoblastos extravellosos de primer trimestre tales como proliferacion, adhesion,
migracion e invasion (Fitzpatrick et al. 2003; Hannan et al. 2010).

Inicialmente se realizaron ensayos de MTT sobre células HTR-8/SVneo expuestas en
cultivo a CPF en dosis de entre 5 y 200 uM durante 48 h. Como se muestra en la Fig. 8, el
tratamiento con dosis de 100 y 200 uM provoco una reduccion aproximada de entre un 35y
un 45%, respectivamente, en el niumero de células viables respecto a la situacion control.
Por lo tanto, las células HTR-8/SVneo cultivadas en condiciones similares a las células JEG-3,

fueron mas sensibles que éstas a la citotoxicidad de 100 uM de CPF.
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Fig. 8. Viabilidad de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF evaluada mediante ensayos de
reduccion del MTT. Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas
o s6lo con el vehiculo (CPF 0, condicion control) durante 48 h. En el grafico se representa el Valor
Medio + EEM de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado y los resultados se
muestran como el porcentaje de células viables remanentes respecto a la condicion control. Los datos
se analizaron mediante el test estadistico ANOVA de una via seguido del post-test de Comparacién
Multiple de Dunnett. Se considero estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

A fin de profundizar estas observaciones, se realizaron tinciones con NA y BE,
Hoechst e inmunofluorescencias para caspasa 3 clivada. Los patrones de marcacién con NA
y anti-caspasa 3 clivada, indicadores de células apoptéticas, no mostraron cambios

significativos. Sin embargo, se observaron mas células positivas para la marcacion con BE en
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Los experimentos hasta aqui descriptos revelan que los trofoblastos vellosos son
resistentes a las concentraciones de CPF empleadas en las condiciones en las cuales se
realizo este estudio in vitro, sugiriendo que estas células poseen mecanismos de resistencia
efectivos contra la citotoxicidad descripta para CPF en otros tipos celulares (Caughlan et al.
2004 y Giordano et al.).

En relacion al efecto sobre las células de origen extravelloso, las HTR-8/SVneo fueron
mas sensibles que las células JEG-3 y BeWo a la citotoxicidad de 100 uM de CPF. El
incremento en la muerte celular fue por induccion de necrosis y se revirtié cuando se
aumento diez veces la cantidad de SFB en el medio de cultivo, posiblemente debido a la
unién de CPF a las proteinas séricas, tal como ha sido reportado previamente (Qiao et al.
2001; Saulsbury et al. 2008),

Cabe agregar que no fue posible encontrar la DL50 para ninguna de estas células ya
que a dosis superiores CPF no se disolvia adecuadamente en el medio de cultivo y

precipitaba sobre las mismas.
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2. Consecuencias de la exposicion al pesticida CPF en procesos celulares

asociados a las funciones bioldgicas de los trofoblastos

Como se senald en la Introduccion, la placenta cumple funciones esenciales en el
desarrollo y mantenimiento del embarazo. Entre ellas, funciona como una barrera que
protege al feto de toxicos y metabolitos enddgenos evitando o disminuyendo la llegada de
los mismos al feto a través de la circulacién materna. Ademas, participa en la implantacion,
en el control del flujo sanguineo y en la inmunomodulacidon que conduce al estado de
inmunotolerancia hacia el feto. Para llevar adelante estas funciones es indispensable que los
procesos de diferenciacion del CTBv y de proliferacion, migracion e invasion del CTBev
ocurran adecuadamente (Benirschke et al. 2012). Por lo tanto, se procedié a evaluar si estos

procesos son potencialmente afectados por el pesticida CPF.

2.1. Diferenciacion trofoblastica vellosa

Para evaluar este proceso se emplearon CTBv purificados a partir de placentas
humanas normales a término y cultivados in vitro en presencia o no de CPF. Previamente, se
verificd la pureza de los cultivos mediante inmunomarcacion de la proteina de filamentos
intermedios, citoqueratina 7, la cual en la placenta se expresa en trofoblastos pero no en
células mesenquimales o sanguineas. La contratincion de nucleos con Hoechst reveld un
porcentaje de trofoblastos mayor o igual al 95% en todas las purificaciones realizadas (Fig.
12 A). Los CTBv cultivados en presencia de SFB diferencian espontaneamente en estructuras
tipo sinciciales mimetizando la fusién celular fisiolégica que mantiene la estructura de la
barrera placentaria (Morrish et al. 1997). El proceso de diferenciacion celular puede
evidenciarse mediante ensayos de inmunofluorescencias para proteinas involucradas en
uniones intercelulares, como desmoplaquina, y proteinas marcadoras del proceso de
diferenciacion bioquimica como las PSG (Camolotto et al. 2010). Luego de 18 h de cultivo los
CTBv se encuentran como células aisladas y mononucleadas (Fig. 12 B), sin embargo, luego
de 64 h de cultivo se observa la formacion de estructuras multinucleadas y un aumento en la

expresion de las proteinas PSG (Fig. 12 C).
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3. Efecto de CPF sobre la expresidon de genes importantes para la funcion

placentaria

Considerando que el desarrollo de la placenta requiere de una adecuada interaccion
entre programas endogenos y sefiales externas que frecuentemente convergen en la
regulacion de la expresion de genes, se procedid a evaluar si en las condiciones de cultivo
caracterizadas en los capitulos anteriores, en las cuales la viabilidad celular, la diferenciacién
trofobldstica vellosa y los procesos celulares asociados a la funcionalidad de los trofoblastos
extravellosos no se encontraron marcadamente alterados, CPF modifica la expresién de

genes importantes para la funcion placentaria.

3.1. Trofoblastos vellosos

Se evalud el efecto de CPF sobre la expresion de genes involucrados en la
funcionalidad de los CTBv. Especificamente, en el modelo de la linea celular JEG-3, se estudié
si CPF alteraba los niveles de ARNm de los siguientes genes: la subunidad B de hCG, hormona
clave en el mantenimiento de un embarazo saludable (Handschuh et al. 2007a; Ji et al. 2013;
Shi et al. 1993; Yang et al. 2003); el factor de transcripcion GCM1, regulador central de la
diferenciacion del trofoblasto (Anson-Cartwright et al. 2000); el transportador de eflujo
ABCG2, implicado la proteccion del feto contra la toxicidad de multiples drogas,
xenobidticos y metabolitos (Mao 2008); el factor de transcripcion KLF6, implicado en
multiples procesos celulares, cuya expresion es requerida en el desarrollo placentario
(Matsumoto et al. 2006) y participa en la regulacién transcripcional de los genes que
codifican para las PSG y B-hCG y en la fusion de los CTBv (Racca et al. 2011; Racca et al.
2015); y el transportador de lipidos StarD7, cuya expresion aumenta durante la
diferenciacion trofoblastica y modula la proliferacién, migracion y diferenciacidon de estas

células (Flores-Martin et al. 2013).
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Fig. 18. Efecto de CPF sobre los niveles de transcriptos de f-hCG, GCM1, ABCG2, KLF6 y
StarD7. Los ARNm se cuantificaron por gqRT-PCR sobre extractos de células JEG-3 expuestas a CPF
durante 24 h (barras gris claro) o 48 h (barras gris oscuro) en las dosis indicadas o con el vehiculo
solo (0). Los resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen enddgeno y se expresaron de

acuerdo al método 2-**°' usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos en la

condicién control (0). Los datos se presentan como el Valor Medio + EEM de al menos tres
experimentos independientes realizados por triplicado y se analizaron mediante el test estadistico
ANOVA de una via seguido del post-test de Comparacion Multiple de Dunnett. Se considero
estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

Como se puede observar en la Fig. 18, los niveles de ARNm de -hCG aumentaron en
células JEG-3 crecidas en presencia de 50 y 100 uM de CPF durante 24 h de exposicién y mas
de quince veces respecto a la condicidn control luego de 48 h. CPF también incremento los
niveles de transcriptos de GCM1 en ambas concentraciones y tiempos de exposicién. Luego
de 24 h en presencia de CPF, las células JEG-3 presentaron niveles de ARNm de ABCG2
aumentados, los cuales permanecieron incrementados solo en presencia de la dosis de 100
UM luego de 48 h de exposicion. Sin embargo, la expresion de los transcriptos de KLF6 y
StarD7 no se vio afectada luego de 24 0 48 h en presencia de las dosis de CPF evaluadas (Fig.

18).
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CPF también incrementd la expresion de B-hCG en las células Bewo, aunque de

manera menos marcada (datos no mostrados).

Ademas, se evalud la consecuencia del tratamiento con CPF sobre la secrecion de B-
hCG asi como, de progesterona y estradiol en la linea celular JEG-3. Luego de 48 h de
tratamientos con 50 o 100 uM de CPF, los ensayos de cuantificacién hormonal revelaron un
claro incremento en la concentracion de B-hCG en el sobrenadante correspondiente a las 24
ultimas horas de exposicion de estas células. En contraste, la concentraciéon de estradiol y

progesterona secretada permanecio sin cambios estadisticamente significativos (Fig. 20).
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Fig. 20. Cuantificacion de la secrecion de p-hCG, estradiol y progesterona. Las células JEG-3 se
cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o s6lo con el vehiculo (CPF 0)
durante 48 h. Los resultados se expresan como nivel hormonal de secrecién al medio de cultivo, en
las ultimas 24 h de tratamiento, relativo al nivel de la condicién control (0) definido como 1. En el
grafico se muestra el Valor Medio + EEM de al menos cuatro experimentos independientes. Los datos
se analizaron mediante el test estadistico ANOVA de una via seguido del post-test de Comparacion
Multiple de Dunnett. Se consideré estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

A fin de determinar si el aumento en los niveles de transcriptos de GCM1 y ABCG2
inducidos por la presencia de CPF se correlacionaban con aumentos en su sintesis proteica,
se realizaron ensayos de Western blot.

Los niveles proteicos del transportador de eflujo de xenobidticos ABCG2 se vieron
significativamente aumentados en las células JEG-3 luego de 48 h de exposicién a CPF (Fig.
21 A). Sin embargo, si bien el ARNm del factor de transcripcion GCM1 se encontrd
incrementado en las células JEG-3 expuestas a CPF, no se detectaron cambios en su nivel
proteico (Fig. 21 B). Inmunofluorescencias con anticuerpos anti-GCM1 tampoco mostraron
cambios en la distribuciéon e intensidad de fluorescencia en células JEG-3 cultivadas en

presencia de dosis equivalentes de CPF durante al menos 24 h (datos no mostrados).
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Fig. 21. Expresion proteica de ABCG2 y GCM1 en células JEG-3 tratadas con CPF. Se
prepararon extractos proteicos a partir de células JEG-3 expuestas o no a CPF por 24 h (barras gris
claro) o 48 h (barras gris oscuro) y se realizaron Western blots usando anticuerpos anti-ABCG2 (A) o
anti-GCM1 (B) y anti-B-actina como normalizador. Se muestran imagenes representativas y graficos
de barras indicando la relacion ABCG2 / -actina o GCM1 / B-actina determinada por cuantificacion
densitométrica de tres experimentos independientes. Se indica el Valor Medio + EEM. Los datos se
analizaron mediante el test estadistico ANOVA de una via seguido del post-test de Comparacion
Multiple de Dunnett. Se consider¢ estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

Posteriormente, se evalud la respuesta a la presencia de CPF de los CTBv obtenidos
por purificacién a partir de placentas normales a término. A las 3 h de haber sembrado los
CTBv aislados en el medio de cultivo, se los traté o no con CPF durante 22 o 64 h y se
evaluaron los niveles de transcriptos y proteinas de interés. Como se sefialé anteriormente,
los CTBv en cultivo diferencian hacia estructuras sinciciales, por lo cual los tiempos de
tratamiento elegidos corresponden a la fase inicial (22 h) y avanzada (64 h) del proceso de
diferenciacion in vitro.

Como se observa en la Fig. 22, pese a la gran variabilidad de respuesta
interplacentaria, CPF incrementd significativamente el nivel de transcriptos para f-hCG a las
dosis de 10 puM y 100 pM luego de 22 h y a la dosis de 10 uM luego de 64 h totales de
cultivo. En el resto de las condiciones evaluadas, algunas placentas presentaron también un
aumento en los niveles de ARNm de [B-hCG pero no asi otras, por lo cual el analisis
estadistico no arrojo resultados contundentes (Fig. 22 A). Sin embargo, luego de 64 h totales
de cultivo el tratamiento con 50 y 100 uM de CPF condujo a un incremento significativo en

los niveles proteicos de B-hCG (Fig.22 By C).
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Fig. 22. Niveles de ARNm y proteina f-hCG en CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron
en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sdlo con el vehiculo (CPF 0) desde las 3 h
post-plaqueo y hasta las 22 o 64 h totales de cultivo. (A) Cuantificacion de ARNm por gRT-PCR. Los
resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen endégeno y se expresaron de acuerdo al

método 2-**“! usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condicién control

(0). Se muestra la Mediana y el Rango interquartil correspondiente a los percentilos 25 y 75% de
cuatro experimentos independientes (placentas diferentes) realizados por triplicado. (B) Imagenes de
Western blots representativos usando anticuerpos anti-B-hCG y anti-B-actina. (C) Gréficos de caja
representando la relaciéon B-hCG / B-actina determinada por cuantificacion densitométrica y relativa a
la condicién control (0). Se representa la Mediana (barras horizontales dentro de cajas), el Rango
interquartil correspondiente a los percentilos 25 y 75% (limites de cajas) y los valores minimo y
maximo encontrados en tres experimentos independientes (placentas diferentes) realizados por
duplicado. Los datos se analizaron mediante el test estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido del post-test de Comparacion Mltiple de Dunn. Se consideré estadisticamente significativo
un p < 0,05 (%).

Cabe agregar, que si bien los tratamientos con CPF en este modelo celular fueron
realizados en presencia de 10% de SFB, para permitir la diferenciacion de los CTBv, también
se observd un aumento de los niveles de transcriptos de B-hCG cuando las células se
expusieron CPF en presencia de 1% de SFB durante 22 h totales de cultivo (datos no
mostrados).

En cuanto al efecto de este pesticida sobre la expresion del transportador de

xenobioticos ABCG2, se observé una tendencia general a incrementar sus niveles de ARNm y

proteina. Sin embargo, debido a la gran variabilidad interplacentaria sdélo fue
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Fig. 27. Efecto de CPF sobre los niveles de transcriptos de FlIt1, HIF-1a y PPARy en células
HTR-8/SVneo. Los ARNm se cuantificaron por gqRT-PCR sobre extractos de células HTR-8/SVneo
expuestas a CPF durante 48 h en las dosis indicadas o con el vehiculo solo (0). Los resultados se
normalizaron usando ciclofilina A como gen endégeno y se expresaron de acuerdo al método 2-*“!

usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condicion control (0). Los datos
se representan con el Valor Medio + EEM o con su Mediana y el Rango intercuartil correspondiente a
los percentilos 25 y 75%, segun si fueron analizados con el test estadistico ANOVA de una via
seguido del post-test de Comparacion Multiple de Dunnett o con el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido del post-test de Comparacion Mdultiple de Dunn, respectivamente. La eleccion del test
se realizd de acuerdo al resultado previo del test de homogeneidad de varianzas de Bartlett. Los
datos provienen de tres experimentos independientes realizados por triplicado y se considero
estadisticamente diferente respecto a la condicién control (0) un p < 0,05 (*).

Se procedié a medir si en estas células de origen extravelloso también se encontraba
alterada la expresion de B-hCG y ABCG2 al igual que en los CTBv. En ninguna de las dosis y
condiciones ensayadas se observaron cambios en los niveles de ARNm del transportador de
eflujo ABCG2, en cambio los niveles de ARNm de B-hCG disminuyeron en células expuestasa
100 pM de CPF durante 48 h (Fig. 28). Ademas, se observaron niveles de transcriptos de B-
hCG disminuidos cuando estas células se expusieron a 10 y 50 uM de CPF durante 48 h de

cultivo en medio suplementado con 1% de SFB (datos no mostrados).
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Fig. 28. Efecto de CPF sobre los niveles de transcriptos de ABCG2 y B-hCG en células HTR-
8/SVneo. Los ARNm se cuantificaron por gRT-PCR sobre extractos de células HTR-8/SVneo
expuestas a CPF durante 48 h en las dosis indicadas o con el vehiculo solo (0). Los resultados se

normalizaron usando ciclofilina A como gen endégeno y se expresaron de acuerdo al método 2-44

usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condicién control (0). Los datos
se representan con el Valor Medio + EEM o con su Mediana y el Rango intercuartil correspondiente a
los percentilos 25 y 75%, segun si fueron analizados con el test estadistico ANOVA de una via
seguido del post-test de Comparacion Multiple de Dunnett o con el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido del post-test de Comparaciéon Multiple de Dunn, respectivamente. La eleccion del test
se realizé de acuerdo al resultado previo del test de homogeneidad de varianzas de Bartlett. Los
datos provienen de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado y se
considerd estadisticamente diferente respecto a la condicién control (0) un p < 0,05 (*).

3.3. Conclusiones CAPITULO Il

Los resultados indican que CPF indujo la transcripcion, sintesis y secrecion de B-hCG
en las células JEG-3 expuestas in vitro en las condiciones indicadas. La produccién de B-hCG
también se observo incrementada en las células Bewo expuestas a CPF.

Los niveles del ARNm del factor de transcripcion GCM1 aumentaron ante la presencia
de CPF pero no asi los de su proteina, mientras que los niveles de transcripto y proteina
ABCG2 se incrementaron en las células JEG-3 en presencia de este pesticida.

Si bien la respuesta de los CTBv purificados a partir de placentas normales a término
expuestos in vitro a CPF mostré una variabilidad importante (probablemente reflejando
diferentes condiciones iniciales de la placenta de origen), se observaron resultados que
complementan los obtenidos en las lineas celulares. En este sentido, los CTBv incrementaron
los niveles de B-hCG y de los transportadores de eflujo de xenobidticos ABCG2 y P-gp en

respuesta a la presencia de CPF en el medio de cultivo.
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4. Estudio de factores moleculares potencialmente involucrados en los

efectos de CPF sobre el trofoblasto velloso

En el capitulo anterior se demostré que el CPF modifica la expresion de genes
importantes para la funcion de la placenta en concentraciones que no afectan la viabilidad
celular. Los resultados hallados constituyen el primer reporte que sefiala a los genes B-hCG y
ABCG2 como blancos moleculares de la exposicion a CPF. Teniendo en cuenta la importancia
de ambos en la funcion del CTBy, se inicid un estudio exploratorio para identificar factores

posiblemente implicados en esta respuesta del trofoblasto a la presencia del toxico.

4.1. Roldelas EROs en la produccion de B-hCG

Durante este trabajo de Tesis se publico un trabajo en colaboracion en el cual se
determiné que CPF aumenta la produccion de EROs en células JEG-3 expuestas a 50 y 100
UM durante 3y 24 h (Chiapella et al. 2013). Por otro lado, estudios in vitro han vinculado a la
secrecion trofoblastica de hCG con el estrés oxidativo inducido por H;0, (Kharfi Aris et al.
2007) y se ha encontrado una correlacion positiva entre la concentracion sérica de hCG y la
produccion de H,0; en pacientes con preeclampsia (Kharfi Aris et al. 2005).

En base a estos antecedentes se evalud si el aumento de B-hCG observado en las
células JEG-3 era consecuencia de las EROs generadas por CPF. Para ello, inicialmente, se
determinaron los niveles de expresion de B-hCG y la viabilidad de células expuestas a
concentraciones crecientes de H,0, durante 24 h. Los niveles de ARNm de B-hCG
aumentaron significativamente en las células JEG-3 expuestas a concentraciones iguales o
mayores a 25 uM de H;0, sin embargo en esas condiciones la viabilidad celular se
encontraba reducida, a diferencia de lo hallado en el tratamiento con CPF (Fig. 29). Este
resultado indica que la expresion de B-hCG es inducida por H,0; en las células JEG-3 y
sugiere que el aumento de B-hCG causado por CPF podria estar mediado por EROs de este

tipo.
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Fig. 29. Efecto de H;0, sobre los niveles de transcriptos de B-hCG. Células JEG-3 se expusieron
a las concentraciones de H,0; indicadas durante 24 h. (A) Los niveles de ARNm se cuantificaron por
qRT-PCR vy los resultados se normalizaron usando ciclofiina A como transcripto de referencia

enddgeno y se calcularon de acuerdo al método 2-44¢ ysando como calibrador el nivel de ARNm

obtenido de extractos de la condicion control (0). (B) Ensayo de MTT sobre células JEG-3 expuestas
a H;O; en las condiciones indicadas. Los datos se presentan como el Valor Medio + DE y se
analizaron mediante el test estadistico ANOVA de una via seguido del post-test de Comparacion
Multiple de Dunnett. Se consideré estadisticamente significativo un p < 0,05 (*).

Para confirmar la hipdtesis anterior, las células JEG-3 fueron tratadas durante 24 h
con CPF o fueron previamente incubadas durante 2 h con el antioxidante NAC y luego
tratadas 24 h con CPF en presencia de 10 mM de NAC. Este antioxidante es un precursor del
GSH, fuente de grupos sulfhidrilo en las células y eliminador de EROs tales como radicales
hidroxilo y H,0; (Aruoma et al. 1989; Zafarullah et al. 2003). La medicion de los niveles de
ARNm de B-hCG revelé que el aumento inducido por 50 uM de CPF se revirtié parcialmente
en presencia del antioxidante!(Fig. 30 A). Sorpresivamente, la NAC por si misma incrementd
el nivel de transcripto de 3-hCG comparado con la situacién control en ausencia de CPF y de
NAC (Fig. 30 B), siendo el aumento generado por CPF aditivo al aumento inicial generado por
la NAC. Cabe sefialar que la concentracion utilizada de este antioxidante no afecté la

viabilidad celular (datos no mostrados).
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Fig. 30. Induccion de los niveles de ARNm de -hCG en células JEG-3 expuestas a CPF y al
antioxidante NAC. Célutas JEG-3 =& expusieron a 0 & 50 pM de CPF durante 24 h, en presencia o
ausencia de NAC. Los ARNmM s& cuantficaron por gRT-PCR y los resultados se normalizaron usanda

ciclofiling A como transcripto de referencia enddgena y se calcutaron de acuerda al méatodo -4 (A}

Se muesiran niveles de transcriptos f-hCG en céulas expuestas a CPF o a CGPF + NAC relativos a
sUs respechvos controles sin CPF (), (B) 32 muesiran niveles basales de transcriptos de f-hCG (sin
CPF) refativos al confrol sin NAC. Los datos se presentan como e Valor Medio £ DE y se analizaron
medianta el test estadistico ANOVA de dos vias seguido del post-test de Bonferroni {A) o con un test t
no pareaco de dos colas (B). 5e considerd estadisticamente significativa un p <0,05 (*)

4.2.  Participacion del factor de transcripcion Nrf2

En el trabajo en colaboracion mencionado previamenta, se demostrd que las células
JEG-3 responden a las EROs generadas por CPF activando un mecanismo de defensa
antioxidante, con la participacion de las enzimas CAT, Glutatién Reductasa v HO-1, mediada,
al menos en parte, por el factor de transcripcidn Nrf2. Este factor incrementa su expresion y
trastoca al mdcles en presencia de CPF en las condiciones evaluadas (Chiapella et al. 2013).
Por lo tanto, se propuso evaluar si Nrf2 es uno de los mediadores moleculares que participa
en el incremento de ABCG2 y da B-hCG inducido por CPF. A tal fin se realizaron
experimentos de pérdida de funcion por silenciamiento génico con siARN especificos para el
gen Nrf2 (siNRF2). Como s¢ observa, la transfeccion con el siNRF2 redujo significativamente
el nivel de transcripto Nrf2 tanto a las 24 como 48 h post-transfeccidn, comparado con los
niveles encontrados en células transfectadas con el siARN control (SCB). A su vez, los niveles
de ARNm de ABCGZ, blanco transcripcional de Nrf2 en otros modelos celulares (Hagiya et al.
2008; Ishikawa et al. 2013; Wang et al. 2014), también se encontraron disminuidos y no asi
los transcriptos de B-hCG (Fig. 31 A). Ademas, las células transfectadas con el siNRF2
mantuvieron su viabilidad sin alteraciones en comparacion con la condicion control SCB (Fig.

31 B},
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Fig. 31. Silenciamiento de N2, Células JEG-3 se translectaron con 10 nk de siNRFZ o con SCB v
se cullivaron durante 24 o 48 h, (A) Niveles de ARNm de Nif2, ABCGZ y B-hCG, cuantficades por
gRT-PCR, normalizados usando ciclofilina A como franscripto de referencia enddogenc ¥ expresados

de acuerda al métods 2™ usands como calibrador el nivel de ARNm chtenido de extractas de Iz

condician control {SCB). Los datos se representan con el Valor Medio + EEM o con su Mediana y el
Rango intercuartd cofrespondiente a los percentifos 25 ¥ 75, segin si fueron analizados con el test t
oocon & test no paramétnico de Mann Whitney, respectivamente. La elaccion del test s realizd de
acuerdd al resullado previo del test F para determingr la homogeneidad de varianzas. Los datos
provienen de fres experimentos  independientes realizados por triplicads v se  considerd
estadisticamentsa diferente respecio a la condicidn control (SCB) un p < 005 {7), (B) Imagenes
represeniativas de tinciones con MA vy BE. Se observan escasos nicless verdes brillanies sugerantes
da apoptosis (Flecha) ¥ no s& observan ndcleos rojos de celulas necrdticas. Magnificaciin ariginal
400, Escala de bara = 10 pm

Habiendo confirmado el silenciamiento de Nrf2, su participacién en el contral de la
transcripeion basal de ABCG2 v que su disminucion no altera la viabilidad en condiciones de
crecimiento celular normal, se evalud el efecto del silenciamiento en la respuesta celular a
CPF. Para ello, células JEG-3 silenciadas para Nrf2 o transfectadas con el siARN control
durante 24 h fueron expuestas a CPF durante 24 o 48 h v los niveles de ABNm v de proteina
de ABCGZ y B-hCG fueron cuantificados. CPF incrementd la produccion de ABCG2 v B-hCG
tanto en células transfectadas con 5CB como con siNRF2, sin cambios significativos en el
incremento alcanzado. Estos resultados sugieren que este factor de transcripcion no
desempefa un rol clave en el aumento de ABCG2 vy B-hCG inducido por CPF (Fig. 32). Sin

embargo, observaciones preliminares sugieren que la reduccion de la expresidn de Nrf2
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mostrados).
Ly B-hCG 24 h B-hCG 48 h B
5 20
% g SCB  siNRF2
.! 184 i -
E ponee =
! 104 H:‘Hn-_ — e —
= 0 50 0 50
:i 5- Concentracion de CPF (uM)
u’? o . o

0 S10 0O S0 WD LI o 80

Concentracién de CPF (M)  Concentracién de CPF (M)

a ABCG2 24 h
SCB siNRF2
-

[ SCB +- 24 h CPF

[ siNRF2 +- 24 h CPF ABCG? el o D
B SCB +-48hCPF frActing ——

I =i NRF2 +- 48 h CPF 0 50 0 50
Cioncentracion de CPF {ubd)

Expresidn relativa de ARNmM

B %100 6 s 1600
Concentracién de CPF [:M)

Fig. 32. Niveles de expresion de ABCG2 y B-hCG en células silenciadas para Nrf2 y expuesatas a
CPF. Cédulas JEG-3 se transfectaron con 10 nM de siNRF2 o con SCB y se cultivaron 24 h,
pasteriorments fueron expuestas a las dosis indicadas de CPF durante 24 o 48 h. {A) Gréficos
representativos de niveles de ARNm de B-hCG y ABCG2 relativos @ los controdes (0) medidos por

gRTPCR. Los resultados se normalizaron con ciclofiling A, se expresaron de acuerdo al método 2-45

¥ se analizaron con ANOVA de dos vias seguido del post-test de Bonferroni, considerands un p <
0,05 como estadisticamente diferente ("), (B) Westem blots realizados con antficuerpos anti-3-hCG,
anti-ABCGE2 v anli-B-actina v revelados mediante quimicluminiscencia. de céulas transfectas 24 h con
siNRF2 ocon SCH y expuastas 48 h a CPF

4.3. Participacion del factor de transcripcion KLF6

Nuestro grupo de trabajo ha determinado gue KLF6 es un regulador transcripcional
de B-hCG en los CTBv (Racca et al. 2011). Ademds se ha reportade que este factor de
transcripcion aumenta su expresion frente a EROs y a sustancias pro-oxidantes como el H,0;
vy el pesticida paraguat en lineas celulares hepaticas, asi como per alcohol en el higado de
ratas expuestas (Urtasun et al. 2012). En base a estos antecedentes se evalud si KLFE es un
mediador molecular gue participa en el incremento de B-hCG y de ABCG2 inducido por CPF

en las células JEG-3.
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En diversos sistemas celulares KLF6 actua comao un gen de respuesta temprana a una
injuria. 5i bien no se habian observado modificaciones en los niveles de ARNm de KLF6 en las
células JEG-3 expuestas a CPF durante 24 o 48 h (Ver Capitulo ), se determind si CPF
provocaba una induccion temprana de su expresion. Efectivamente, luego de 3 h de
exposicién a CPF se detectd un claro aumento en los niveles proteicos de KLF6 (Fig. 33),
sugiriendo su participacidn en el contrel transcripcional de genes inducidos por el toxico.
Resultados similares se obtuvieron en las células BeWo {datos no mostrados).
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Fig. 33. Niveles proteicos de KLFE en células JEG-3 expuestas a CPF Las células fuercn
expuestas @ CPF o a su vehiculo (0) durante 3 h, sus extractos proteicos fueron sometidos a ensayos
da Western blols wusendo anlicuerpos  anti-KLFE v anli-B-acting v revelados mediante
quimicluminiscencla,

Posteriormente, células JEG-3 se transfectaron com siARM dirigido contra KLF&
(siKLFG6) o con SCB y luego de 24 h se expusieron a 50 uM de CPF durante 3 o 48 h. En las
células tratadas con 5CB se detecto el patron de bandas caracteristico para la proteina KLF&
y el incremento en la intensidad de las mismas a las 3 h de exposicion a CPF. En cambio, en
las células transfectadas con siKLF6 no se observo el aumento inducido por CPF v la

expresion de KLFE se mantuvo disminuida inclusive luego de 48 h de tratamianto (Fig. 34).

24 h+3h CPF 24 h + 48 h CPF
5CB slKLFEB SCH SiKLFG
- . e -
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Fig. 34. Niveles proteicos de KLFE on células silenciadas v expuestas a CPF. Calulas JEG-3
fueren transfectadas con 25 nh de siKLFE o SCB ¥ luego expuestas a 0 ¢ 50 pM de CPF duranie 3 o

48 h, sus extractos protelcos fueron sometidos a ensayes de Weastern blots usando anticuerpos anti-
KLFS y anti-B-actina ¥ revelados mediante quimicluminscencis

El silenciamiento de la expresion de KLF6 no alterd la viabilidad celular (Fig. 35 A v 8)

ni [a sensibilidad de las celulas JEG-3 a la citotoxicidad de CPF (Fig. 35 B).
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Fig. 35, Viabilidad de células JEG-3 silenciadas para KLF& (A) Imagenes representativas de
fincionas con MA v BE reglizadas sobre células JEG-3 fransfectadas con siKLFE o con SCB durante
48 h. Magnificacidn original 400X, Escala de barra = 10 pm. {B) Valor Madio + DE de un ensayo de
MTT realizado en cuatripbcado sobre celulas JEG-3 silenciadas para KLFE durante 24 R y
posteriorments expuasias a las dosis de CPF indicadas duranie 48 h. Los datos s angizaran
mediante el test ANOWVA de dos vias seguide del 1est de Bonferroni v se considerd estadisticamente
significalivo un p <005 {7).

Finalmente se procedid a evaluar la consecuencia del silenciamiento de KLF6 sobre

los niveles de expresidn de B-hCG y ABCG 2 inducidos por CPF.
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Fig. 36. Niveles de f-hCG y ABCGZ en células JEG-3 silenciadas para KLFG y expuestas a GPF,
Células JEG-2 se transfectaron con 25 nM de siKLFE o SCEB, s cultivarcn 24 h, ¥ postericrmente se
expusieron a 0 4 50 pM de CPF durante 48 h, (&) Grafico representative de niveles de ARNm de B-
hCG relatves a los controles (D), medidos por gRTPCR. Los resultados se normakzason usando

ciclofiling &, se expresaron de acuerdo al método 2 ki y =8 analizaron medianie AMOWVA da dos vias

sequido del post-test de Bonferroni, consideranda un p < 0,05 como astadisticamente diferente (*), {B)
Western blots realzados con anticusrpos anti-B-hCG, anti-ABCG2 y anti-B-acting y revelados
miediante quimioluminiscencia

Como se observa en las figuras anteriores (Fig. 36 A v B], CPF incremento los niveles
de ARNm y proteina B-hCG tante cuando las celulas fueron transfectadas con siKLF& como

con 5CB. 5in embargo, la magnitud del incremento en los niveles de transcriptos de B-hCG
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fue menor cuando KLF6 se encontraba silenciado (Fig. 36 A). 5i bien son preliminares, estos
resultados sugieren que KELF6 contribuiria con la induccion de la expresidn de B-hCG
generada por CPF, aungue el aumento de su expresion no @5 indispensable para que se
dispare el aumento de B-hCG. Cabe citar también que las células control (no expuestas a
CPF) presentaron niveles basales de B-hCG menores cuando KLFG estaba silenciado (Fig. 36
B}, comao es de esperar por los antecedentes citados (Racca et al. 2011).

Loz niveles proteicos de ABCG2 incrementaron en presencia de CPF, en las
condiciones evaluadas, de manera independiente de la expresion basal de KLFG {Fig. 36 B,

sugiriendo que este factor de transcripcion no estaria participando en su induccidn.

4.4. HRol de B-hCG en la viabilidad celular y homeostasis redox

Como se mencioné, CPF genera un aumento de EROs en células JEG-3 y estas
responden activando mecanismos de defensa antioxidante que restaurarian la homeostasis
redox (Chiapella et al. 2013). Por otra parte, se ha reportado que hCG podria ejercer un
efecto protector frente al estrés oxidative en células del estroma endometrial v en la
placenta (Kajihara et al. 2011, Kharfi Aris et al. 2007). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, se evalud la participacion de B-hCG en la homeostasis redox y el
mantenimienta de la viabilidad celular. A tal fin se realizaron ensayos de silenciamiento
ganico con un siARN especifico para el gen B-hCG (sihCG). Mediante ensayos de Westermn
Biot se comprobo la disminucion en los niveles de |a proteina B-hCG en todas las
concentraciones v empos ensayados (Fig. 37).

24 h 48 h

B-hCG
p-Actina

050 100 0 25 0 50 0O 100
Concenfracidn de siARM dingide a 3 (n)

Fig. 37. Silenciamiento de B-hCG. Células JEG-3 se fransfectaron con las concentraciones
indicadas de sihC3 o con SCB (D) v se cultivaron duranie 24 o 48 h. Los extractos proteicos se
analizarpn en ensayes de Western blods con anbicuerpes anti-B-hCG y anti-B-actina, revelados con
antcuerpos secundanos fluorescentes

Para los ensayos sigulentes se eligid una concentracion de 50 nM del sihCG vy se

verificd que los niveles de B-hCG se mantenian silenciados hasta las 96 h de cultivo (Fig. 38
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A). En estas condicianes, se determing la viabilidad celular v la generacion de ERQ. 5i bien la

viabilidad celular no se afectd en las células carentes de -hCG (Fig. 38 B), los niveles basales
de EROs se encontraron notablemente Incrementados (Fig. 38 C), sugiriendo la participacidn

de esta hormona en 13 homeostasis redox

& i
: Contraste de fase ERC
BECH sihCG -y
A-hCG B
B-Actina .
m =
(ol
B oy
iz

sihCGE

Viabllidad celular (%)

SCEB sihCE
Fig. 38. Rol de 3-hCG en la viabilidad ¥ homeostasis rédox de las células JEG-3. Los cultivas sa
ransfectaron con S0 nM de sihCG o con SCE durante 28 h. {A) El silenciamienio de la profelina se
verifict mediante ensaycs de Western biods realizades con anticuerpos anti-G-hCG y anti-B-actina v
revelados con anlicuerpas secundarnas flucrescentes. (B) Valor Medio = DE de un ensayo de BMTT
realzado por cuadruplicado, Los datos se analizaron mediante el test | de dos colas ¥ se considard
estadisticamente significative un p < 0,08 {*]. {C) Imagenes represantativas de la deteccion de EROs
por micressopia utllzanda la sonda fluorescante H;DCFDA (verde) y sus correspondientes fotografias
de cantraste de fase. Magnificacion original 200X, Escala de bamra = 10 pm

Posteriormente, se analizd el impacto del silenciamiente de B-hCG en celulas
expuestas a CPF. Para ello, 24 h luego de la transfeccion con el sihCG, las células se
expusieron a CPF durante 24 h y se evalug la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT y
tincion vital con NA y BE. En las muestras tratadas con el sihCG, se verificé la disminucidn de
los niveles proteicos basales de [-hCG tanto a las 24 h como a las 48 h; mientras que en las
células tratadas con 50 uM de CPF y con el sihCG se observd una marcada reduccién en la
induccion de i-hCG (Fig. 39 A). 5in embargo, 1a viabilidad celular no se modificd en ninguna
de |as condiciones ensayadas (Fig. 39 B y C). Es decir, en células JEG-3 expuestas a
concentraciones de hasta 50 pM de CPF, durante 24 h, la viabilidad celular no se ve

comprometida si se impide el aumento en la expresién de [i-hCG inducido por CPF.
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Fig. 29, Viabilidad celular en JEG-3 silenciadas para B-hCG y expuestas a CPF. [&) Western biots
de exfractos de células obtenidos después de 24 h de fransfeccidn con &0 nM shCE, o con sARN
contred (SCE), o sin siARMN [s/o), o sin transfectar (=), o de axtractos oblenidos 48 h después de
fransfactaras con sihCG o SCB y de tratarlas durante las Otimas 24 bocon 50 ukd CPF o su vehicuba
1), Se utilizaron anticuerpos anti-B-hCG v anti-B-acting ¥ se revalaron con anticuerpos secundarios
flusrescantas. (B) Valor Medio £ OF de un ensayo de MTT reslizado por cuadnuphicado en muesiras
transfectadas con SCEB o 50 oM sihCG v ratadas con fas concentraciones indicadas de CPF. Los
daics se anabzaron mediante el test ANOWA de dos vias seguida del test de Bonfamand y se
considerd estadisticameants significativo un p = 0,06 (*] (2] Imagenes repraseniativas de tinciones
con WA (verde) y BE (rojo) en muestras transfectadas con sihCG o SCB y tratadas con 50 yM CPF o
su yehicula (contral), Magnifcacian anginal 400X Escala de barra= 10 pm

Finalmente, las celulas se silenciaron con el sihCG o se trataron con el siARN control
{SCB) v luego de 48 h se expusheron a CPF o al diluyente {control) durante 3 h al cabo de las
cuales se determind la generacidn de EROs utilizando la sonda H;DCFDA, En coincidencia con
lo reportado previamente [(Chiapella et al. 2013), las células tratadas con CPF mostrarom un
incrementd en la generacién de ERDs comparado con las células en la condician contral. Sin
embargo, en las células transfectadas con siARN especifico para B-hCG y expuestas a CPF se
alcanzaran niveles de EROs similiares a los observados en las células transfectadas con SCB y

CPF {Fig. 40).
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shiCG

S5CH

Fig. 40. EROs en células JEG-3 silenciadas para B-hGCG y expuestas a CPF.Los cultivos se
transfectaron con 50 nM de sihCG o con SCB en cantidad equivalente durante 48 h y luego se
expusiEron 8 0 {Contral), 504 100 M de CPF durante 3 h. Se muesiran imagenes representativas de
la medizién de EROs wlilizando la sonda flugrescente H:DOFDA {verde) v sus comespondientas
fotografias de contraste de fase. Magnificacion original 200X Ezcala de barra = 10 pm.

Canral

CPF 50 pl

4.5. Conclusiones CAPITULO IV

CPF produce EROs en las células 1EG-3 (Chiapella et al. 2013). La expresion de f-hCG
g5 activada por H:D; sugiriendo que su aumento Inducide por CPF podria estar mediado por
las EROs. En concordancia con ello, el antioxidante NAC revirtid parcialmente el aumento de
f-hCG generada por CPF en estas células.

CPF desencadena una respuesta antioxidante, aumenta la expresion del factor de
transcripcion Nrf2 e induce su traslocacion al nicleo {Chiapella et al. 2013). Sin embargo,
este factor no estaria mediando el aumento de [-hCG v ABCGZ generado por CPF en las
células JEG-3, aungue s la transcripcion basal de este ditimo. Resultados preliminares
indicarian su participacian en la sobrevida de las células frente al taxico estudiado.

Como fue reportado, el factor de transcripcion KLF6 regula los niveles basales de fi
hCG [Racca et al, 2011) v, aunque na &5 necesario, colabora con |a induccion de su expresion
frente a CPF. Ademas, no modifica la resistencia a la citotoxicidad en las células frente a CPF.

Finalmentre, B-hCG no seria necesaria para la sobrevida de las células JEG-3 en
ausencia o presencia de CPF en las condiciones estudiadas, pero participaria en la

homegostasis redox de este sistema celular
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5. Efectos de CPF sobre las vellosidades coridnicas

Hasta aqui hemos demaostrado gue los trofoblastos vellosos son resistentes a la
citotoxicidad de CPF en las condiciones evaluadas. Frente al téxico, estas células aumentan la
cantidad de transportadores de eflujo de sencbidticos vy refuerzan su respuesta
antioxidante, sugiriendo que activan mecanismos de proteccion que permitirian mantener
su integridad.

Los trofaoblastos vellosos forman el epitelio de las vellosidades coridnicas, donde se
encuentran tambien la matriz intravellositaria v las demas células del tejide conectivo,
células inmunes y vasos sanguineos fetales. A fin de evaluar el comportamiento de los
trofoblastos en el contexto de la wvellosidad corionica y detectar células o zonas
potencialmente mas sensibles a los efectos de CPF, se analizaron las caracteristicas

histologicas de explantos de vellosidades corionicas expuestos a CPF jn vitro.

51. Evaluacidn mediante Microscopia Optica

Los explantos obtenides a partir de placentas humanas a termino se cultivaron 36 h
an prasencia o no de CPF en dosis de 5, 10, 50 y 100 pM. Posteriormente se fijaron,
incluyeron en parafina y se realizaron cortes histolégicos aptos para realizar tinciones e
inmunofluorescencias sobre los mismos, Este abordaje puedo ser realizado graciaz a la
colaboracion establecida con el laboratorio dirigido por el Dr. Ricardo Fretes en gl
Departamento de Biclogia Celular, Histologia ¥ Embriclogia de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Cardoba.

Inicialmente se realizaron tinciones con He-Eo y se analizd el Impacto de CPF sabre fa
estructura vellositaria mediante su observacion en el microscoplo dptice.

Las muestras expuestas a concentraciones bajas de CPF (5 y 10 pM), mostraron una
estructura vellositaria conservada con su ndclea central de mesénquima (en el cual se
observan los vasos sanguineos fetales), rodeado por la capa epitelial externa formada por el
S5TB multinucleado, de manera similar al control, 5in embargo, algunos nucleos del STB
presentaron alteraciones en su forma y tamafio, tendientes a la verticalizacion y con una

cromatina mas laxa que en la situacion control. Ademas se observaron nicleos en bicapa o
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en rosario e Incluso algunos acumulos dentro del 5TB. El patrén de tincion de la matriz
intravellositaria tambien mostro cambios respecto a los explantos control v se observaron
nicleos estromales con caracteristicas apoptoticas (Fig. 41).

Si bien en las figuras presentadas se muestra el Contral con DMSO (sclvente de CPF)
en cantidad equivalente a |a que contienen los cultives con la dosis mas elevada del toxico,
se realizaron controles con cantidad de DMSO eguivalente a cada uma de |as
concentraciones de CPF empleadas, Todos los controles realizados fueron aceptables, con
morfologia similar a la condicion contral sin vehiculo.

Las alteraciones del 5T8 y del estroma intravellositario s incrementaron al tratar los
explantos con dosis mas elevadas de CPF (50 v 100 pM). En estas condiciones, se observo un
aumento en la cantidad y tamano de los acumulos de ndcleos anormales, asi como, en la
cantidad de células con ndcleos alterados en el estroma. Ademas se observaron signos de
muerte celular por necrosls principalmente en 2l 5T8 e incluso algunas ronas parecian estar
desprovistas del epitelio sincicial, mostrando una marcada alteracidn en la estructura de la

barrera placentaria (Fig. 41).
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CPF 50 uM

CPF 100 uM

Fig. 41. Efecto de CPF sobre la estructura vellositaria. Explantos de placentas normales & tming
se cultivaron 8 h v se expusieran & CPF o su vehiculo (Control) en las dosis indicadas durante 36 h
Luego de su fijacidn, inclusion en parafina v corfes con micrdtome se realzaron tinclones con He-Eo,
Se muestran imagenes representativas del analisis morfoldgico realizado en § experimentos
indeperdientes provenientas de placentas diferentes. Se sefislan ejemplos de las siguienfes
alteraciones; nicleos estromales con caracteristicas apopidticas (Flechas); acomulos de nlcleos
anofmabas {Funtas de flecha); nicleos en bicapa con alteraciones cromatinicas (#); nucleos en
rosario {+), zona desprovista de STB con signos de necrosis fisular (%), Magnificacidn onginal 400X
(izquiarda) ¥ 1000X {derecha). Escala de bara = 10 ym
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A fin de profundizar en el analisis de las alteraciones observadas en la barrera
placentaria, se realizaron inmunefluorescencias con anti-citogueratina 7 (marcadeor de
células trofobldsticas [Yagel et al. 1989)) junto con marcaciones nucleares con Hoechst,
Previamente, se realizé la puesta a punto de la marcacidn, en la cual se realizaron los
controles negativos correspondientes a fin de corroborar que la marca observada era de la
proteina de interés. Como se observa en la Fig. 42, en la situacion Control, la marcacion de
citogueratina 7 se encuentra delimitando claramente el borde trofoblastico de la vellosidad
coridnica. En cambio, en los explantos expuestos a CPF se chservd un cambio en el patron de
tincion, una disminucion de la marca y la pérdida completa de la misma en algunas zonas de
las vellosidades de las muestras expuestas a las concentraciones mas aitas del pesticida,
evidenciando |la alteracion en dicha barrera que generd este tdwico. Las tinciones con
Hoachst permitieron observar claramente las alteraciones nucleares que generd CPF en las
vellosidades coridnicas, caracterizadas por la presencia de nucleos picndticos vy
fragmentados en el interior de las vellosidades y acimulos de nucleos anormales en la zona

del 5TB, como asi también la verticalizacién y cromatina nuclear mas laxa.
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Control
CPF 10 umM

CPF 50 uM
CPF 100 pM

Fig., 42. Efecto de CPF sobre la barrera trofoblastica y morfologia nuclear. Explantos de
placentas normalées a f&rmino se cultivaron 8 b y == expusieran a CPF o su vehiculo (Contral] en |as
dosis Indicadas durante 36 h Luego o8 su hjacidn, inclusitn an parafing y cofmes con micrdloma sa
reglizaran inmunoflucrescencias can anticuarpos anti-citogquerating 7 (rojo) v tinciones nucieares con
Hoechst {szul), Se muestran ejemplos de: nicleos picndlicos y fragmentados (Flecha), acimulos de
AUclEas ancomales en |2 2ona def STE (Punta de Flecha), desorganizacion del epitelio sincicial ('), Se
obssrvan imagenes represantativas de dos inmunoflucrescencias ¥ Cualno marcaclioneas nucleses
realizadas en expanmentos independientes sobre placantas diferentes. Magnificacion original 1000
Escala de bama = 10 um

Loz acumulos de ndcleos presentes en los explantos expuestos a CPF podrian ser
consecuencia de la proliferacion descontrolada de algunas células o de una reorganizacion
en la estructura de la vellosidad. Para evaluar si CPF induce un aumento en la proliferacion
celular se realizaren inmunchistoguimicas para ki-67. Esta proteina nuclear se encuentra
durante todas las fases del ciclo celular (G1, 5 ¥ G2) pero estd ausente en células arrestadas
1 GO,

En placentas normales a término existe un bajo porcentaje de células en proliferacion
tArnholdt et al. 1991). De hecho, en los explantos cultivados en ausencia de CPF solo se
detectaron algunas celulas ki-67 positivas. En los explantos expuestos al pesticida no se

encontrd un incremento significativa en el numero de células positivas, sugiriendo que los
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acumulos nucleares se deben fundamentalmente a un reordenamiento de los nucleos ya
presentes en la vellosidad (Fig. 43). Ademas, en los explantos tratados con la mayor dosis de
CPF hubo una disminucion en el ndmero de células ki-67 positivas, lo cual es compatible con

el aumento de muerte celular ebservado morfologicamente (Fig. 43 v -‘11].
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Fig. 43. Efecto de CPF sobre la proliferacién celular. Explantos de placentas normales a térming
8 cullvaron 8 b y se expusieron a CPF o su vehiculo (Contral) en las dosis indicgdas durante 36 h,
Luegeo de su fijacidn, inclusién en parafina v cortes con micrdtomo 3 realizaron inmunochistoquimicas
con anticuerpos ant=kiGT (marrdn) ¥ contra coloracidn con He {azul). Se observan imagenes
reprasentativas. Magnificacion original 400X, Escala de barra = 10 ym.

Posterlomente se realizd una tincion con PAS. Esta marcacion revela componentes
celulares que contienen hidratos de carbono, presentes en las vellosidades principalmente
en la membrana basal del 5TB y de los vasos sanguineos, tal como se observa en la condicidn
control (Fig. 44).

La marcacign con PAS reveld un ensanchamiento de la membrana basal trofoblastica
en los explantos expuestos a CPF, principalmente en donde el STB presenta alteraciones
morfoldgicas. Ademads en el estroma se observd un aumento en los hidratoas de carbono
reactivos para esta tincion, revelando una modificacion en la composicidon de la matriz de la

vellosidad (Fig. 44)
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Fig. 44, Tincién con PAS. Explanios de placentas normales a término se cultivaron B h y se
expusieron 8 OPF o su vehiculo (Control) en las desis indicadas durante 35 h, Luego de 2u fijacian,
inclusion en parafina y cores con micrdtomo se realizaron tinciones con PAS (magenta) v conira
coloracién con He (azul). S2 chservan imégenes representativas. Las Flechas muestran la membrana
basal trofoblastica y su engrosamiento en |las muestras expuestas & CPF. Magnificacion original 400X
izquierda) y 1000X (derecha). Escala de barra = 10 pm,
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A fin de profundizar en la descripcidén de los cambio: observados en el estroma
vellositario en presencia de CPF, se realizaron inmunohistoguimicas usando anticuerpos anti-
vimentina, que marca las células mesenguimales {Blaschitz et al. 2000), v anti-caspasza 3
clivada para revelar células apoptdticas. Para ambas marcaciones se realizaron controles
negativas, en los cuales no se coloco el anticuerpo primario, demostrando que la tincidn
presentada solo representa a las proteinas de interés (datos no mostrades).

Como era esperado, casi [a totalidad de las células del intericr de la vellosidad
corionica fueron positivas para la marcacion con vimentina, no asi el STB en un todo de
acuerde con el origen epitelial de este Gltimo. Las imagenes de los ensayos de
inmunohistoguimica no revelaron cambios en la marcacion de esta proteina en los explantos
expuestos a CPF en comparacion con los controles. Ademas, permitieron confirmar que los
edmulos de nidcleos generados por CPF no corresponden a células de origen mesenquimal,
sino epitelial (Fig. 45, panel [zquierdo). Estos resultados, junto con las observaciones
realizadas mediante tincidn con PAS sugieren gque las alteraciones observadas
morfologicamente an el interior de la vellosidad coridnica son principalmenta debidas a
cambios en la composicion de la matriz estromal.

La inmunohistoguimica realizada uwsando el anBicuerpo anti-caspasa 3 clivada
confirma la existencia de células apoptdticas (con nicleos fragmentados) en el estroma
intravellositaric, ya que los nicleos con dichas caracterfsticas fueron positivos para esta
marcacion {Fig. 45, panel derechao). CPF indujo un incremento de células que presentaban
caspasa 3 clivada en el interior de la vellosidad, la mayoria de las cuales se encontraron en la
Iona mas cercana a la membrana basal del epitelio trofoblastico, sugiriendo que se trataria

de células mesenguimales mas Indiferenciadas (Ver Introduccidn seccién 1.3).
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Vimentina Caspasa 3 clivada

CPF 10 pM

CPF 100 pM

Fig. 45. Inmunomarcaciones de Vimentina y Caspasa 3 clivada. Expiantos de placentas normales
a término sa cultvaron 8 h y sa expusieron a CPF o su vehicuio (Control) en las dosis indicadas
duranmte 36 h. Luego de su fijacidn, inclusidn en parafing v cortes con micrdtoma sa realizaron
inrmunahistoquimicas wsando anticuerpos enti-vimeniing (marron panel izquierdo) y anbi-caspasa 3
clivada (mamén paned derecha), junto con la contra coloracicn con He (azul). Sa muesiran imagenas
represenialtivas. Las Puntas de Flecha sefialan comulos de nucleos en el 3TB vimentina-negativos;
las Flechas indican célulaz caspasa 3 clivada-positivas. Magnificacidn 1000X. Escala de barra = 10
.
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5.2. Evaluacion utilizando Microscopia Electronica

Finalmente, se realizo un estudio mediante microscopia electronica a fin de describir
con mas detalle las alteraciones observadas sobre los explantos de placentas humanas a
término expuestos /n witro a CPF en concentraciones bajas.

Las alteraciones ultraestructurales mas preponderantes causadas por la exposicion a
10 pM de CPF se observaron a nivel de la capa de 5TB. 5e corroboro la presencia de nicleos
verticalizados, con cromatina mas laxa respecto a la condicion control (Fig. 46 Flechas azules)
¥ dispuestos en bicapa o en acdmulos anormales (Fig. 46 Flechas rojas). Ademds, en
concordancia con lo observado mediante la tincidn con PAS, se cbservd un engrosamiento

de la membrana basal del 5TB en los explantos expuestos a CPF (Fig. 46 Flechas verdes).

Fig. 46. Microscopias electronicas de explantos placentarios expuestos in vitro a 10 pM de
CPF. Explantos de placentas nommales 3 Wmming S8 cullivaron 8 h Yy s expusiensn a 10 gbd de CPF o
s wehicule [(Control: 0004% DMS0) durante 35 h, posleriormente  fueron  analizados
ultrasstructuraimente 3 fravés de microscapia elactranica S5e muestran imagenas reprasantatives
Muclecs del STB [Flechas azules: M), Membrana bazal del STE (Flechas verdes: MB), afteracionss en
A digposesicn nuclear dendro del 3TB (Flechas ropas) ¥ esiroma intravedlositania (E). Magnificasicn
original G0I0X. Escala de barra = 1 pm

5.3. Conclusiones CAPITULD V
Explantos vellosos de placentas normales a término expuestos a CPF in vitro durante

36 h, presentaron notables alteraciones estructurales v ultraestructurales,
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Dosis bajas de CPF (5 y 10 uM)} generaron modificaciones en la forma, condensacidn
cromatinica y disposicion nuclear del STB, engrosamiento de la membrana basal del misma,
cambios en la composicién de la matriz intravellositaria y aumento del numero de células
estromales con nicleos apoptoticos.

A dosis altas de CPF (50 y 100 pM) aummentaron todas las alteraciones vellositarias
anteriores, impactando notablemente en la estructura de la barrera placentaria. Ademas, el
STB presentd zonas con acumulos de nucleos, no generados por proliferacion celular sino
por cambios en su disposicion, y zonas carentes de células citogueratina 7 positivas,

con cambios morfologicos compatibles con necrosis.



CONCLUSION GENERAL



CONCLUSION GENERAL “

CONCLUSION GENERAL

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral sugieren gue los trofoblastos
vellosos poseen mecanismaos de resistencia a la citotoxicidad por CPF. Esto se demostrd ya
gue na sélo las lineas celulares trofoblasticas mantuvieron su viabilidad frente a las dosis del
pesticida evaluadas, sino mds importante adn, los CTBv purificados de placentas humanas
permanecieron viables y diferenciaron a estructuras tipo 5TB en presencia del toxico en
todas las situaciones evaluadas. Entre los mecanismos de resistencia asociados se pueden
incluir, ademas de l|a respuesta antioxidante desencadenada, el aumento en los
transportadores de eflujo ABCG2 y P-gp v, posiblemente, al incremento de la produccion de
B-hCG a fin de intentar mantener la homeostasis rédox. Sin embargo, pese 2 la respuesta de
defensa que presentaron los trofoblastos aislados expuestos a CPF, dosis equivalentes del
pesticida produjeron alteraciones marcadas en las vellosidades coridnicas provenientes de
las mismas placentas. Explantos vellosos expuestos in vitro presentaron dafios histoldgicos a
nivel de la compasicion del estroma intravellositario, donde ademas incremento la cantidad
de células apoptoticas. En el epitelio trofobldstico, CPF altero la disposicidn y morfologia
nuclear e indujo el engrosamiento de su membrana basal. Ademads, a dosis elevadas se
observd una desorganizacion vellesitaria marcada con alteraciones morfologicas compatibles
con necrosis tisular. Estos resultados sugieren que existirian mediaderes no trofoblasticos,
celulares o no, dentro de la vellosidad coridonica, que serfan mas sensibles a CPF y podrian
desencadenar las alteraciones de la barrera trofobldstica.

Por otro lado, tambien se observd gque a dosis elevadas los CTBev serian mas
sensibles que los CTBv v, que cuando éstos mantienen su viabilidad, CPF no altera su
praliferacién, migracién nl Invasién, pere modifica la expresion de genes con roles
importantes en estas células.

En conjunto, estas observaciones podrian explicar, al menos en parte, la asociacion
entre la expaosicion a pesticidas OP y las alteraciones en el embarazo reportadas, e
incentivan a estudiar cudles son los actores vellositarios v mediante gué mecanismos
permiten gue CPF genere dafio en |a barrera trofoblastica pese a la resistencia que los

trofoblastos aislados poseen por si mismaos frente a este tdxico.
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Lla formacion de la placenta y su ecerrecte funcionamiente es vital para el
mantenimiento del embarazo y el desarrollo del individuo gue se esta gestando junto con
elia, Alteraciones en este grganoc se asocian a la aparicidn de patologias del embarazo, y
también contribuyen al desarrollo de enfermedades en la vida adulta del hijo (Guttmacher at
al. 2014; Rogers y Velten 2011). Durante afios la placenta ha sido considerada como una
barrera mas bien pasiva e inerte que protege al feto de algunos compuestos toxicos
permitiendo la llegada de otros. Posteriormente, se demostrd que participa en la
transferencia activa y en la biotransformacién de drogas y xenobidticos, determinando el
nivel de exposicion del individuo en gestacion a towicos (Myllynen y Vahakangas 2013).
Ademas, representa una matriz adecuada para evaluar la exposicion intrautering (Prouillac y
Lecoeur 2010). Mas aun, el delicado balance de interacciones entre programas endogenos
de expresion génica y sefales externas que participan en la formacién y funcion de la
placenta, puede ser modulado por contaminantes ambientales (Gupta 2012). En este
sentido, la comprension del impacto toxicelogico v los cambios gue ocurren en la misma
como consecuencia de la exposicion a drogas durante el embarazo, es un aspecto muy
importante en la evaluacion del riesgo que implica para la salud materno-fetal.

Los plaguicidas OF constituyen una clase importante de quimicos contaminantes del
medio ambiente. Luego de la disminucidn en el emples de los OC debido a sus conocidos
efectos adversos sobre la salud humana y el ambiente, asi como a su elevada persistencia,
los OP se han convertido en los pesticidas de mayor uso en |a actualidad (Elersek y Filipic
2011). Diversos estudios epidemioldgicos han evaluado |a asociacidn entre la exposicion a
OP durante la vida intrauterina y la aparicidn de alteraciones en el desarrollo fetal y en
procesas cognitivos en nifios, indicando que existe una asociacidn negativa entre la
exposicion prenatal y el neurodesarrollo y comportamienta en nifios de edad escolar
(Gonzalez-Alzaga et al. 2014), Otros, han reportado una disminucion en el tiempo de
gestacion (Eskenazi et al. 2004), |a talla, el peso v la circunferencia de la cabeza del neonato
(Berkowitz et al. 2004; Perera et al. 2003; Whyatt et al. 2004). 5in embargo, poco se conoce
acerca de los efectos directos gue producen los pesticidas OP sobre el tejido placentario v de

como reaccionan las células trofoblasticas ante su presencia.
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En este trabajo de Tesis Doctoral ze propuso evaluar la respuesta de la placenta
humana frente a la exposicion al pesticida CPF. Este tdxico es unm OP convenclonal
ampliamente utilizado para controlar gran variedad de plagas en la agricultura y los animales
de granja [Xing et al. 2015) y ha sido frecuentemente utilizado como compuesto modelo
para determinar los efectos de OP (Foxenberg et al. 2011). CPF es uno de los insecticidas de
mayor produccion v uso a nivel mundial (Saunders et al. 2012}, Aungue su uso domisanitario
s¢ encuentra prohibide en nuestro pais desde el 2009, al igual que en muchos otros paises
desde el 2000, continda slendo el pesticlda OP mas ampliamente empleado en la produccian
agricola, v aun se utiliza en actividades no agricolas como en entornos industriales, en
algunos tipos de césped como campos de golf, en productos para madera y en cebos
residenciales para hormigas. Existe una creciente preoccupacion sobre el riesgo potencial de
este plaguicida para la salud humana, especialmente sobre los posibles efectos adversos de
la exposicion prenatal en el desarrollo fetal v el neuradesarrolle de las nifios. Como un
ejemplo de esta preccupacién, cabe mencionar que la EPA ha solicitado a paneles de
expertos que revisen nuevos aspectos cientificos de los efectos sanitarios de CPF. En general,
los datos disponibles recientemente apoyan y refuerzan la conclusion a favor del probable
rol de la exposicien prenatal a CPF en los resultados adversos del desarrollo neurcléglco
medida en nifios (FIFRA Scientific Advisory Panel 2012).

Para evaluar los objetivos propuestos para esta Tesis, se utilizaron modelos in witro
representativos de CTBy y CTBev humanos, a fin de analizar |a respuesta celular frente a CPF
e identificar posibles blancos moleculares; y cultivos de explantos de vellosidades coridnicas
de placentas humanas normales a término para evaluar el efecto sobre la estructura del
tefido placentario.

Tanto las investigaciones in vive como in vitro pueden ayudar en la provisidn de
conocimientos acerca de pardmetros como la transferencia y el metabolismo de tdxicos a
través de la placenta, sin embargo se considera un gran avance cuando los eénsayos se
realizan utilizando tejido humano. Los estudios de teratologia en animales son sin duda
utiles para determinar el efecto de una droga sobre la reproduccion, pero su relevancia con
respecto a la cinética humana puede ser limitada, debido a las dificultades en la
extrapolacion de los resultados experimentales a los seres humanos (Clark 2014; Myren et
al, 2007). Ademas, los modelos in vitro tienen el potencial de reemplazar o reducir el

niumero de animales utilizados para los test toxicologicos, lo cual se fomenta cada vez mas a
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nivel internacional (Knudsen 2013). Si bien no pueden explicar completamente todas las
variables fisioldgicas ¥ bioquimicas de la madre, la placenta y el feto ni cdmo astac variables
cambian durante toda la gestacion, se impulsa gue los modelos in vitro sean los primeros a
utilizar cuando se investigan los efectos tdxicos de una sustancia (Gohner et al, 2014; Myren
et al. 2007).

Por razones practicas y economicas, se propone aplicar una bateria de experimentos
secuenciales para el analisis de potenciales toxicos, comenzando con el uso de lineas
celulares, seguido por pruebas en explantos de tejido de placenta y células aisladas de la
placenta, v, finalmente, mediante la aplicacion de modelas de perfusidn placentana ex vivo.
Los efectos toxicos pueden ser detectados mediante la realizacién de ensayos de
profiferacion, de vitalidad y muerte celular, de expresion de proteinas y hormonas,
inmunohistoguimicas o analizando |a funcionalidad de vias de sefalizacion, la expresion de
genes, los mecanismos de transporte, etc. (Gohner et al. 2014). En este trabajo de tesis se
abarcaron todos los modelos fa vitro propuestos, quedando solo excluide el de Ia perfusion
placentaria ex-vivo.

Inicialmente se evaluo el impacto de CPF scbre la viabilidad de los trofoblastos
empleando las lineas celulares JEG-3 y BeWao, cultivos primarios de CTBv v la linea celular
HTR-B/5%Vneo proveniente de CTBev de placenta humana de primer trimestre transformados
con el antigeno T largo del virus 5V-40 para lograr su inmortalizacion (Graham et al. 1993).

La wviabilidad de las células JEG-3 no se vio significativamente reducida en
tratamientos con concentraciones de CPF de hasta 100 uM durante 48 h. En esta condicidn
se observd un leve incremento en el porcentaje de nucleas con alteracianes compatibles con
dafios por apoptosis. Ademas, en las células BaWo, se mantuvo una viabilidad mayor al 75%
en presencia de 100 uM de CPF durante 48 h,

Son escasos |os trabajos que han estudiado el impacto de CPF sobre lineas celulares
trofoblasticas. GuiRaze et al. reportaron que CPF induce apoptosis en las células JEG-3; =i
blen esta afirmacion se corresponde con las alteraciones nucleares, compatibles con nuicleos
apoptdticos, observadas en nuestros experimentas, ellos han determinado ademas niveles
de muerte celular elevados medides mediante ensayos de recuentos con azul de tripén. Esta
diferencla podria atribuirse a las distintas condiciones de cultive v a la técnica para fa
medicion de viabilidad empleada. Los autores parten de celulas sembradas en 1% de 5FB

desde el momento de su plaqueo, y ademas utilizan niveles del vehiculo de CPF {DMSO) mis
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elevados [Guinazu et al. 2012). La tecnica de medicion empleada requiere ademas la
tripsinizacidn previa al recuentio de las células wiables. Todas estas variables podrian
aumentar la sensibilidad de las células expuestas al téxico y por otro lado, la metodologia
empleada es menos cuantitativa que los ensayos de reduccion de MTT utilizados en aste
trabajo de tesis. Ademas, los autores encontraron diferencias entre los resultados obtenidos
de los ensayos de exclusion con azul de tripan y de liberacién de lactato deshidrogenasa, y
obtuvieron selo un 13% de células JEG-3 positivas para la marcacion con anexina V en
presencia de 100 pM de CPF durante 48 h mientras gque no encontraron cambios en el
porcentaje de células doble pesitivas para anexina V e lodure de propidic mediante
citometria de flujo (Guinazu et al. 2012). El valor de DL50 determinada por los recuentos con
azul de tripan para JEG-3 expuestas a CPF durante 48 h (9,2 puM) también difiere
notablemente de los resultados recientemente obtenidos por Rieke et al. guienes realizaron
tratamientos con dosis de hasta 40 ph de CPF durante 48 h y reportaron &l mantenimianto
de la viabilidad celular en las condiciones empleadas (Guinazu et al. 2012; Rieke et al. 2014).

Saulsbury et al. informaron que CPF provoca una reduccidn de la viabilidad celular
dependiente de la dosis en células JAR con un valor de DLS0 de 59,1 #1,19 uM alas 24 h
(Saulsbury et al. 2008). Aungue no podemos descartar gue la diferencia observada entre
ambos informes se deba a los diferentes métodos utilizados para evaluar la viabilidad
celular, se dabe tener en cuenta que las células derivadas de coriocarcinoma JEG-3, BeWo y
JAR son distintas en varias caracteristicas tales comao la actividad proliferativa, grado de
diferenciacion y metabolismo de tdxicos {Al-Nasiry et al. 2006; Serrano et al. 2007). Por lo
tanto, las discrepancias observadas podrian deberse a sus diferentes perfiles de expresidn
génica. 5in embargo, los resultados de esta Tesis demuestran que CPF tampoco afecto la
viahilidad celular de cultivos primarios de CTEv, nl a tiempos cortos de cultive donde las
céfulas se encuentran en su mayoria como CTE mononucleados, ni a las 64 h de cultivo
donde una gran mayoria se ha fusionado formande estructuras tipo 5TB. Estos resultados
refuerzan las evidencias a favor de la resistencia de los trofoblastos vellosos a la
citotoxicidad incluso @ dosis elevadas de CPF (100 uM). Estas observaciones son consistentes
considerando que los trofoblastos vellosos constituyen parte de la barrera placentaria, la
cual posee mecanismos de proteccion que impiden o disminuyen el acceso al feto de
metabolitos toxicos y xenobidticos que arriban a la placenta desde la sangre materna. Tirelli

et al. demostraron que la linea celular Caco-2, un conocido modelo in vitre de barrera
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intestinal, tampoco muestran efectos citotdxicos después de incubarlas 24 h con
concentraciones de hasta 250 pM de CPF (Tirelli et al. 2007). En contraste con estos
resultados, en modelos de estudio de células neuronales, principal Blanco conocldo de OP,
se¢ ha reportado que concentraciones de CPF entre 08 & 100 uM producen efectos
citotoxicos evaluados empleando diferentes métodos, incluidos la medicion mediante
ensayos de MTT y marcadores morfologicos de apoptosis. Por gjemplo, concentraciones de
30 pM reducen alrededor del 50% la viabilidad de neuronas corticales de rata (Caughlan et
al. 2004), mientras que en neuraonas granulares cerebelares de raton se reportd una DLS0 de
12 uM [Giordano et al. 2007). Estos resultados sugieren que tanto las células epiteliales que
cumplen funciones en la barrera placentaria como las de la barrera intestinal poseen mayor
resistencia al efecto citotoxico de CPF que las células neuronales. Esta observacion no
implica que las funciones de ambas barreras se mantengan ya que CPF podria afectar la
parmeabilidad o estructura de las mismas. De hecha, CPF interfiere con la formacion de las
uniones estrechas en el modela in witro de células epiteliales intestinales (Tirelli et al. 2007).
En este mismo sentido, en un modele /a vitro de barrera hematoencefdlica se ha reportade
que CPF altera la integridad funcional y |la estructura de la misma en concentraciones de 1 a
100 nM, concentraciones mucho menores que las gue provocan citotoxicidad (=1 pM)
{Parran et al. 2005).

En las condiciones de exposicion estudiadas, CPF tampoco alterd la fusion vy
diferenciacidn bioguimica de los CTBy menonucleados a STE. Un exhaustive analisis
bibliografico revela gue este trabajo es el primer reporte en 2l cual se analizd el efecto de un
pesticida OP sobre el proceso de diferenciacién y formacion del STB. Sin embargo, se ha
demastrade gue contaminantes ambientales de la familia de hidrocarbures aromaticos
policiclicos (PAHs) como el benzolA)pireno induce la diferenciacion de células BeWo (Le Vee
et al. 2014}; mientras que, el bromodiclorometano interfiere en la formacidn del STB (Chen
et al. 2004).

Hasta el momento no existen datos bibliograficos reportados acerca del efecto de OP
sobre los CTBev. En relacion al posible efecto citotéxico de CPF sobre las células HTR-
8/5Vneo, se observd que, en condiciones equivalentes a las utilizadas en las células JEG-2 v
BeWo, estas células fueron mas sensibles al tratamiento con CPF a 100 pM, Tanto a esta
dosis como a 200 uM se obtuvieron resultados compatibles con necrosis celular, los cuales

fuercn revertidos con el aumento de 5FB en el medio de cultivo, posiblemente debido a la
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union de CPF a las proteinas séricas, tal como ha side reportado previamente [Qiao et al.
2001; Saulsbury et al. 2008). Como se menciond, estas células son representativas del
trofoblasto invasivo extravelloso, especificamente, de las células que proliferan vy migran
desde las vellosidades corionicas infiltrandose en la decidua materna hasta invadir las
arterias espiraladas (Graham et al. 1993). Los resultados hallados sugieren que en
concentraciones elevadas el toxico podria comprometer los procesos de implantacion o el
establecimiente del correcto flujo sanguineo hacia la placenta. Esta observacion, estd en
linea con los reportes que indican un aumento de abortos espontaneos asociado a la
exposicion a pesticidas OP (Arbuckle et al. 2001). De todos modos, a concentraciones
menores de CPF y condiciones de exposicion en las cuales las células mantienen su
viabilidad, las células HTR-8/3Vneo no mostraron alteraciones marcadas en su proliferacion,
migracion € invasion, sugiriendo que, si bien se requieren futuros estudios para abordar mas
minuiciosamente este aspecto, la funcionalidad de las mismas no se ve comprometida en
presencla de CPF. Sin embargo, se requieren futuros estudios para profundizar este aspecto.
Hasta el momento no hay trabajos gue demuestren |a alteracién de la migracidn o invasidn
en modelos celulares a causa de algin OP, aungue si se ha reportado gque CPF altera la
proliferacion en lineas celulares de cancer de mama vy en astrocitos (Guizzetti et al. 2005;
Ventura et al. 2012). 5in embargo, en ensayos similares a los utilizados en este trabajo de
tesis se ha demostrado que otros pesticidas, como los funguicidas benomilo y carbendazim,
disminuyen la migracién e invasidn de las células HTR-8/5Vneo expuestas in vitro (Zhou et al.
2015).

Posteriormente, se evalud si CPF altera la expresidn de genes con roles importantes
en la placenta humana, en las condiciones de exposicién al téxico donde la morfologia,
funcionalidad, diferenciacion vy la viabilidad celufar no se encontraban marcadamente
comprometidas.

En la linea celular JEG-3, la exposicion a CPF indujo un importante aumento en la
expresion del ARNm de la subunidad B de la hermona hCG vy del transportador de eflujo
ABCG2, asi comao, la sintesis proteica de ambos v, la secrecidn de B-h£G al medio de cultivo.
Ademas, CPF aumentd los niveles de transcriptos de GCMI1 aungue no de su proteina,
mientras que |3 expresion del ARNm del factor de transcripcion KLFG y del transportador de
lipidas StarD7 se mantuvo sin cambios después de 24 y 48 h de tratamiento. 5i bien se habia

informado que CPF modifica la expresion de genes pro-apoptdticos en la linea trofoblastica
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JAR (Saulsbury et al. 2008), este trabajo fue el primer estudio en demostrar gue CPF puede
desregular la expresion de genes especificamente relacionados con la funcidn y la
diferenciacion del trofoblasto.

GCM1 es un factor de transcripeidn critico de la placenta que promueve la formacion
del STB v la vasculogénesis. Su expresién es altamente regulada tanto a nivel de la
transcripcién como de la traduccion, incluyendo la ubiquitinacién v degradacion mediada
por proteasoma (Baczyk et al. 2004; Lin et al. 2010). Esta regulacién compleja v precisa
puede explicar fa ausencia de una correlacion directa entre los efectos inducidos por CPF
sobre la expresion del ARNm de GCM1 y su proteina. Sin embargo, no podemos descartar la
posibilidad de una pequena modificacion en su nivel de expresion proteica indetectable
mediante los ensayos de inmunodeteccion utilizados,

El aumento de B-hCG se commobord en las células BeWo y, mas importante adn, en los
CTBv purificados de placenta humana normal a término. En estas células también se observd
un aumento en la expresion de ABCGZ aungue en ambos casos las inducciones fueron de
menor magnitud y estadisticamente significativas para algunas de las concentraciones y
tiermpos ensayados. En presencia dei pesticida, los CTBv presentaron ademas un incremento
en la produccion del transportader de eflujo P-gp. Cabe senalar que en las células JEG-3 se
encontraron niveles despreciables de P-gp, en concordancia con resultados reportados
previamente (Atkinson et al. 2003). Este transportador es considerado, junto con el ABCG2,
uno de los transportadores de eflujo mas importantes en el rol protectivo de la barrera
placentaria (Kohwankar et al, 2005),

Las células de CTBv aisladas de placentas normales a término constituyen un modelo
apropiado para analizar el efecto potencial de xenobidticos sobre la placenta va que forman
el epitelio de |a barrera placentaria. 5in embargo, como se sefiald anteriormente, el modela
presenta algunas limitaciones practicas. Los CTBv provenientes de diferentes placentas
poseen distintos niveles basales de expresion de genes asociados a estrés oxidative y
proteccion fetal acorde a las diferentes experiencias medioambientales a las que hayan
estado expuestas las placentas in vivo (Pidoux et al. 2004). También se ha observado que la
expresion basal placentaria de algunos genes dependen de la edad gestacional especifica,
del sexo del bebé y del origen étnico de los padres (Adibi et al. 2009), Esta informacion no ha
podido ser conocida ni evaluada durante la recoleccion de placentas para este trabajo de

tesis. La falta de control de estas variables pudo contribuir a la importante variabilidad
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bioldgica obtenida en las medicicnes realizadas sobre cultives primarios de CTBv sometidos
a las mismas condiciones de exposicion in vitro a CPF. Ademas, |a expresidn de la proteinza
transportadora P-gp presenta una amplia variabilidad interindividual v estd sujeta a
regulacion hormonal e inmunoldgica, ademds de depender de la edad (Cascorbi 2006). Los
niveles de expresion basal de ABCG2Z en la placenta humana también son afectados por
ciertos polimarfismos geneticos, lo cual contribuye a la variabilidad interindividual de la
farmacocinética de sus sustratos (Saito et al. 2013). Sin duda que aumentando el ndmero de
muestras de placentas y los criterios de inclusidn y exclusion para la recoleccidn de las
mismas, los resultados obtenidos en este modelo tendrian mayor significancia estadistica.
De todos modos considerando las dificultades operativas del trabajo con células purificadas
de placentas hurmanas, los resultados son alentadores ya que van en la misma direccion que
los obtenidos en las células JEG-3. En resumen, sugieren que CPF induce modificaciones en la
expresion especifica de algunos genes importantes para el funclonamiento adecuado del
trofoblasto velloso humano. Especificamente, en relacidn a su rol endderino, CPF incrementa
la produceidn de f-hCG y en relacion a su funcidn de barrera, induce un aumento en la
axpresion de los transportadores de eflujo ABCGZ v P-gp.

La hormona hCG es esencial en el establecimiento y mantenimiento de un embarazo
saludable, por lo cual los test que evalian su subumidad B en suero representan una
nerramienta importante para monitorear los efectos de factores que pueden
potencialmente interferir en el embarazo (Cele 2009). Asi, bajos niveles se asocian con
perdida fetal temprana [van Ravenswaaij et al. 2011) y niveles de B-hCG disminuides durante
el primner trimestre se asoclan con embarazos ectdpicos (Borrelli et al. 2003). En mujeres gue
cursan con preeclampsia o preeclampsia asociada a hipertensién crénica se han reportado
niveles promedio mas altos de hCG en suero de tercer trimestre (Kalinderis et al. 2011).
Ademas, niveles elevados de hCG en suero materno medidos a las 15-20 semanas de
gestacion pueden resultar de la diferenciacion acelerada de los CTBv dando lugar a
alteraciones patoldgicas en la morfologia del STE que aumentan el riesgo de preeclampsia
grave y de RCIU (Fitzgerald et al. 2011). Recientemente se ha propueste que el aumento en
la concentracion de ARNm de B-hCG en el plasma materne puede aplicarse al diagnastico
prenatal de placenta acreta (Zhou et al. 2014).

Otros towicos ambientales tambien afectan la expresion de P-hCG, algunos

induciendo su produccion y otros disminuyéndela, incluso en concentraciones no citotdxicas
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para los trofoblastos (Bechi et al. 2013), En este sentido, se ha descrito una expresion
aumentada de hCG en células trofoblasticas expuestas a bisfenol A, al OC DOT, al pesticida
piretroide bifentrina v a compuestos de trialquilestafio (Mannelli et al. 2014; Marck et al.
2010; Nakanishi et al. 2002; Wojtowicz et al. 2007; Zhao et al. 2014). Estos dato:, junto con
el aumento de hCG en algunas enfermedades del embarazo, sugieren gue la desregulacidn
de su expresion podria representar un marcador de injuria placentaria,

Kharfi Aris et al. a traves de estudios in witro han vinculado la secrecidn trofoblistica
de hCG con el estrés oxidativo inducido por H20, v han encontrado una correlacidn positiva
entre la concentracidn sérica de hCG y la produccion de H10: en pacientes con preeclampsia
(Kharfi Aris et al. 2005; Kharfi Aris et al. 2007). En un trabajo realizado en colaboracion se
determing que CPF aumenta la produccion de EROs en células JEG-3 {Chiapella et al. 2013).
Mientras que, en este trabajo de Tesis se demostrd que el HyO; induce |a transcripcion de -
hCG en estas células y que el co-tratamiento de CPF con el antioxidante NAC revierte
parciaimente el aumento de B-hCG inducido por el pesticida. Estos hallazgos sugieren gue el
H:0: generado por CPF, podria ser uno de los mediadores involucrados en el incremento en
la produccion de B-hCG observado en las células trofoblisticas. Recientemente ce ha
sefialado a esta pequefia molécula como mensajera guimica en la sefializacidn asociada a
diversas respuestas celulares (Sies 2014).

Sorpresivamente, el NAC por si mismo también indujo marcadamente la transcripcidn
de B-hCG. Otros autores han reportado en una linea celular de retina, que tanto el pesticida
CPF como el antioxidante NAC inducen la produccidn de la enzima detoxificante POMZ,
crucial para la resistencia al estrés oxidativo inducido por el pesticida en ese modelo; los
autores sefialan que esta accidn de NAC no se deberia estrictamente a sus propiedades
antioxidantes, sino a su capacidad de influenciar el estado redox de residuos de cisteina en
moleculas de sefialamiento como Raf-1, MEK v ERKE (lasna et al. 2014). Otros autores han
demostrado que sustancias con propiedades antioxidantes como la vitamina C v el trolox
también conducen a un aumenta en la sintesis de B-hCG en células trofoblasticas (Chen et al.
2012; Orendi et al. 2010). Por otra parte, Kharfi Aris et al. proponen que B-hCG podria tener
un rol antioxidante frente a niveles bajos de estrés oxidativo permitiendo la sobrevida de las
células placentarias (Kharfi Aris et al. 2007). En linea con esta hipdtesis, en esta Tesis se
demostro que el silenciamiento génico de B-hCG en células JEG-3 incrementa los niveles

basales de EROs, sugiriendo la participacion de esta hormaona en la homeostasis redox, como
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ha sido deseripto reclentemente en otro madelo celular [Ahmad et al. 2015). Ademas, se ha
reportado que el tratamiento con hCG recombinante confiere resistencia a la apoptosis
inducida por estrés oxidativo en las células estromales decidualizadas del endometrio,
induciendo la produccion de enzimas antioxidantes y factores antl-apoptdticos e inhibiendo
la de factores pro-apoptdticos (Kajihara et al. 2011) y también se ha propuesto un papel
protector de hCG en la toxicidad mediada por arsénico en ovario y Gtero (Chattopadhyay v
Ghosh 2010),

Hamada et al. observaron una disminucion de la proliferacién v un aumento de
apoptosis cuando células JAR fueron tratadas con un ARMN de B-hCG antisentido durante
tiempos mas prolongados (Hamada et al. 2005). Por lo que, pese a que en los ensayos de
esta tesis [a disminucian en la expresidn de B-hCG no alterd la viabilidad celular en ausencia
o presencia de CPF, no se puede descartar que a tiempos mas prolongados de silenciamiento
se observen resultados similares a los obtenidos por estos autores.

Los antecedentes nombrados hasta agui sugieren gque el incremento de B-hCG en las
células trofoblasticas expuestas a CPF podria formar parte de la respuesta celular de defensa
para preservar la funcidn de estas calulas en presencia del tdxico. En este sentido, tamhbién
se ha reportado que las células JEG-3 expuestas a CPF activan mecanismos de defensa
antioxidante a través las enzimas CAT, Glutatidn Reductasa y HO-1 [Chiapella et al, 2013).
Otros autares proponan que el incremento sérico anormal de hCG durante el embarazo
podria ser consecuencia de la diferenciacion prematura v acelerada de los CTBv, dando lugar
a alteraciones patologicas posteriores en la morfologia del STB que aumentan el riesgo de
preeclampsia severa y de RCIU (Fitzgerald et al. 2011}, sin embargo, como se expuso, la
exposicion a CPF ne alterd el indice de fusidn de los CTBy en las condiciones evaluadas.
Ademas, s& ha propuesto al aumento de la produccion hCG como parte de la disrupcidn
enddcrina provocada por otros toxicos (Nakanishi et al. 2002; Thao et al. 2014). Finalmenta,
si la modificacion observada en la expresion génica refleja un efecto nocive de CPF en células
de la placenta o un mecanismo de defensa en presencia del tdxice, no ze concce en la
actualidad.

El aumento de la expresion de ABCG2 y P-gp también podria formar parte de los
mecanismos de defensa de |as células trofoblasticas inducidos por |a presencia de CPF, Los
transportadores de eflujo de la familia ABC, son altamente expresados en los tejidos

placentarios, y contribuyen a la capacidad de |a placenta para reducir el paso de compuestas
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terapeuticos o toxicos para el feto [Cygalova et al. 2008), siendo la P-gp v el ABCG2 los mas
reconocides por su rol de proteccion fetal frente a la llegada de xenaobidticos (Igbal et al.
2012). 5i bien este es el primer trabajo que revela un aumento de ABCGZ inducido por CPF,
se ha reportade que este pesticida interacciona con P-gp [Lanning et al. 1996], incrementa
en su expresion y funcién en un modelo de cultive celular de epitelio intestinal (Agarwala et
al. 2004), y aumenta su expresion en drganos coma rifidn, higado, intestino y estémago de
ratas expuestas a CPF in vive (Lanning et al. 1996).

En el trabajo en colaboracidn mencionado previamente, se demostrd también que la
defensa antioxidante activada por CPF en las células JEG-3 se generd, al menos en parte,
gracias a la participacion del factor de transcripcion Nrf2, el cual aumenta su expresion y
trasloca al nucleo en presencia del pesticida (Chiapella et al. 2013). 5i bien se observo que el
silenciamiento genico de dicho factor de transcripcion disminuyd los niveles basales de
ABCG2, blanco transcripcional de Nrf2 en otros modelos celulares (Hagiya et al. 2008;
Ishikawa et al. 2013; Wang et al. 2014), no se logrd revertir su induccion frente a CPF, ni la
de B-hCG, indicando gque este factor no estaria participando en estos efectos, Sin embargo,
ahbservacionas preliminares sugieren que la reduccion de la expresion de Nrf2 aumentana la
sensibilidad a la citotoxicidad de CPF, revelando el rol protectivo esencial de esta respuesta
antoxidante desencadenada por el téxico. En este sentido, recientemente se ha propuesto a
la induccién de Mrf2 como un mecanismo de defensa contra la citotoxicidad del herbicida
paraquat en diversos modelos celulares (Blanco-Ayala et al. 2014).

El factor de transcripcign KLF6, regulador transcripcional de B-hCG (Racca et al.
2011), también incrementd tempranamenta su expresion en las células JEG-3 expuestas a
CPF, sugiriendo su participacidn en la respuesta celular frente al tdxico. 5¢ ha reportado que
este factor aumenta su expresion frente a EROs y a sustancias pro-oxidantes (Urtasun et al.
2012). Los ensayos de silenciamiento génico indicaron que KLFE no seria esencial para la
sobrevida celular ni para la induccion de la expresion de ABCGZ en presencia del toxico, sin
embargo, participaria en el aumento de B-hCG generado por CPF en las células JEG-3.

En relacidn al impacto de CPF en la expresidn de genes en CTBev, las células HTR-
8/5Vneo expuestas a CPF presentaron transcriptos de Fit1 significativamente disminuidos,
de HIF-1a y B-hCG solo a la dosis mas alta ensayada (100 pM) v de PPARy frente a las dosis
de 10 v 100 pM. Aleraciones en estas moléculas se han vinculado a patologias como la

preeclampsia (Fournier et al. 2008a; McCarthy et al. 2011; Mevo et al. 2006; Saito vy
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Makashima 2014). Estos factores tienen en comun ademas su participacion en el
mantenimiento de un fenotipo proliferative o invasive de los CTBev [Athanassiades et al.
1558; Fournier et al. 2008b; Fukushima et al. 2005; Knofler y Pollheimer 2012), sin embargo,
como va se dijo, no se observaron alteraciones en estos procesos cuande las células se
expusieron a CPF, lo cual sugiere gque en este modelo también se estaria induciendo una
respuesta celular a fin de conservar [a funcionalidad trofoblastica.

En particular, la hIG producida por los CTBev es principalmente hiperglicesilada (H-
hCG) y posee funciones biologicas diferentes a las de la h{G sintetizada por el 5TB, ya que
principalmente estimula la implantacion mediante la invasion de estas células y el
crecimiento de la placenta (Cole 2010; Cole 2012a; Cole 2012b; Fournier et al. 2011;
Handschuh et al. 2009; Handschuh et al. 2007b). A su vez, concentraciones bajas de H-hCG
se asocian con embarazos fallidos y elevadas con coriecarcinoma o embarazos con sindrome
de Down (Cole 2012c; Choi ySmitz 2013). 5i bien no se observa alteracién en la invasion de
las células HTR-B/5Vneo frente a CPF en las condiciones evaluadas, no podemos descartar
que a tiempos mas prolongados de exposicion la disminucidn de la expresion de B-hCG
sintetizada por estas células, genere alteraciones en la capacidad invasiva de laz mismas, lo
cual in wive tendria consecuencias sobre la implantacidn o el establecimiento del correcto
flujo sanguineo hacia la placenta. Alteraciones en este sentido estarfan en linea con los
reportes que indican un aumento de abortos espontdnecs asociade a la exposicidn a
pesticidas OP (Arbuckle et al. 2001). Estos estudios deberian ser profundizados empleando
modelos de cultivos primarios de CTBev, En este sentido, recientemente se ha reportado un
método de purificacion de estas células a partir de placentas humanas a término, ya que
hasta el momento la mavoria de los cultivos primarios utilizades en otros trabajos provenian
de placentas de primer trimastre obtenidas an paises en los cuales el aborto esta legalizado
[Borbely et al. 2014).

Hasta el momento no hay trabajos que involucren a la expresion de Fltl come blanco
en respuesta a toxicos medicambientales. 50 bien tampoco existe literatura que vincule a
HIF-1a con {a exposicidn a pesticidas, se ha reportado gue la estimulacidan no hipdxica con la
dioxina TCDD aumentd la estabilizacidn de este factor de transcripcién v la invasidn de
células JAR. En este contexto, TCDD también aumentd la expresion de VEGF v disminuyd la
de PPARy (Liao et al. 2014). En cuanto a este dltimo receptor nuclear, existe evidencia que

sugiere su interaccion directa con algunos pesticidas OC {Androutsopoulos et al. 2013).
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Como se indicd previamente, los factores Nrf2 y KLFE responden rapidamente
aumentando su expresion frente a la presencia de CPF en células trofoblisticas vellosas,
mientras gue PPARy v HIF-1a disminuyen su expresion en presencia del toxico en células
derivadas de CTBev. La modificacion en la expresion de estos factores de transcripcién
padria alterar la homeostasis celular debido a un desbalance en la regulacion de sus genas
blanco. En este sentida, se ha ebservada KLF participa en el incremento de B-hCG inducido
por CPF en los CTBv, y diche aumento es promovido también por la presencia de EROs
generadas por el toxico. Sin embargo, los mecanismos moleculares especificos por los cuales
CPF modifica la expresion de los genes estudiados se desconocen por el momento, aungue
varias posibilidades pueden ser planteadas.

En la placenta se ha demostrado la participacion de AhR, VDR y GR como
xenosensores gue regulan la expresion de genes ante la presencia de xenobidticos. Estos
factores de transcripcion activados por ligandos participan en la induccion de la expresion de
enzimas metabolizantes y de transportadores de eflujo mediando una respuesta
detoxificante. En este sentido AhR se ha asociade con la regulacidn de ABCGZ, mientras gue
VDR vy GR con |la de P-gp. Sus ligandos, tanto exdgenos como enddgenos, son
estructuralmente diversos (Pavek ySmutny 2013). 51 bien no hay trabajos que revelen la
activacion de VDR o GR mediante OP, en un estudio que evalud mas de 200 plaguicidas
como posibles ligandos de AhR, CPF mostro actividad transcripcional mediada por este
receptar (Takeuchi et al. 2008), Ademas, recientemente s ha demostrade que tratamientos
con 40 pM de este pesticida sobre las celulas JEG-3 durante 48 h, inducen la transcripcion de
la enzima CYP1Al a través de la activacion del AhR (Rieke et al. 2014). Estos antecedentes
sefalan a la regulacion transcripcional mediada por este receptor como posible mecanismo
involucrado en la modificacion de la expresion de los genes estudiados en este trabajo de
tesis. En este sentido, f-hCG tiene sitios en su promotor putativos para la regulacion con
AhR. Ademas, se ha observado que el benio[A)pireno, presente en algunos alimentos,
induce la expresion y secrecion de B-hCG vy el ARNm de otros marcadores de diferenciacidn
trofoblastica de manera dependiente, en parte, de la activacidn de la via del AhR, implicada
gn la mayoria de los efectos de los PAHs (Le Vee et al. 2014).

CPF también podria activar el elemento de unidn de respuesta al AMPe como 58 ha
detectado en las neuronas {Schuh et al. 2002; Song et al. 1997) o a algunos componentes de

la transduccidn de sefial a través de la cascada de la adenilatociclasa, como se ha reportado
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que ocurre en el cerebro durante el periodo de desarrollo a finales de la gestacidn (Mevyer et
al. 2003). Esta es una alternativa atractiva ya que la via de la adenilatociclasa estd implicada
en la expresidon de los genes de B-hCG, GCM1 (Delidaki et al. 2011) y ABCG2 (Matarajan et al.
2011).

El promotor de B-hCG también estd regulado por el factor de transcripcidn Spl
(Knoflar et al. 2004; Nores et al. 2004) y, ademas, la cooperacidn funcional entre KLFE y 5pl
a5 importante para la regulacion de la transcripcion de algunos genes diana comunes
(Botella et al. 2002; Botella et al. 2009), Se ha reportado que |a induccion en la produccion
de B-hCG como respuesta al tratamiento de células trofoblisticas con dcido ascorbico,
requiere su transactivacion mediante los factores 5pl v TFAPZA [Chen et al. 2012). Ademds,
Yang et al. demostraron que 5pl junto con Sp3 regulan la expresion de ABCG2 en células de
cancer de pulmén (Yang et al. 2013). 5i bien podrian citarse muchos factores en comuin
involucrados en la regulacidn transcripcional de estos genes, 5pl podria ser un blanco de
estudio interesante en este modelo, ya que se ha reportado su participacidn en otros efectos
mediados por CPF {Crumpton et al, 2000; Garcia et al. 2001; Jasna et al. 2014).

Otros blancos interesantes, para futuros estudios, a fin profundizar acerca de la
comprension de los mecanismos moleculares implicados en los efectos de CPF, es la
participacion de las vias de sefalizacién mediadas por quinasas. Estas vias Henen un rol
central en la diferenciacion del trofoblasto en placenta humana a término (Daoud et al
2005) y se han asociado a efectos inducidos por CPF en otros modelos celulares (Mense et al.
2006).

Finalmente, cabe agregar gue en la actualidad cada vez mds trabajos sefalan a las
alteraciones epigeneticas como el vinculo entre el medioambiente al que estd sometido un
organismo y su impacto en la fisiologia a través de cambios en la expresidn génica y sus
consecuencias en la sefializacion intracelular. Los toxicos ambientales pueden impactar en
los mecanismos de regulacian epigeneticos, como la metilacien del ADN y la expresion de
microARN. Mediante el estudio de la placenta, es posible identificar adaptaciones
epigenéticas que pueden alterar el curse del desarrolle de acuerdo con el paradigma de “El
origen de la salud y la enfermedad adulta durante el desarrolle™. Se ha sugeride que los
humanos somos mas susceptibles a |as alteraciones epigenomicas por el medio ambiente
durante el desarrollo intrautering, y esto puede representar un mecanismo de plasticidad

del organismo en respuesta a su entorno, asi como un mecanismo a través del cual pueden
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generarse consecuencias para la salud a largo plazo (Marsit 2015). 5i bien no se sabe hasta el
momento si las alteraciones moleculares trofoblasticas inducidas por CPF tienen su origen en
modificaciones epigenéticas, esta area moderna de estudio es muy prometedora.
Mumerssas investigaciones han identificado varias clases de plaguicidas que modifican las
marcas eplgenaticas v estas modificaciones son similares a las encontradas en muestras de
tejidos patologicos. A pesar de las limitaciones actuales, la evidencia dispenible apoya el
concepto de que la epigenética tiene un potencial sustancial para fomentar nuestro
conocimiento de los mecanismos moleculares de efactos plaguicidas en la salud, asi como
para predecir los riesgos relacionados con la salud debido a las condiciones de exposicidn
ambiental y la susceptibilidad individual {Collotta et al. 2013; Tarrade et al. 2015; Vaiserman
2014),

Como en todos los estudios celulares in vitro, una de las principales limitaciones es
que las células no estan en su ambiente normal, no hay células o tejidos con los cuales
interactuar e intercambiar factores importantes que podrian modificar la susceptibilidad a
los toxicos. Por este motivo se procedio a evaluar el impacto de CPF sobre las vellosidades
corionicas utilizando como medelo in vitro al cultivo de explantos de placentas humanas a
termino. 5u emplea data desde hace mas de cincuenta afios, para estudios de transporte,
metabolisme, funcién enddcrina ¥ enzimatica, proliferacion v diferenciacion celular, Los
explantos placentarias poseen |la ventaja de poseer [a microarquitectura intacta y mantener
las interacciones célula-célula v la comunicacidn paracrina, tenlendo en cuenta de esta
manera la contribucion de las células mesenquimales y endoteliales a los procesos
metabolicos {Myren et al. 2007].

e observd que CPF indujo alteraciones morfoldgicas marcadas en la histologia de la
vellosidad, Explantos expuestos a 10 pM de CPF durante 36 h, mostraron alteraciones en la
morfologia v disposicion nuclear en el 5TB, con un patrdn anormal de su marcacidn de
citoqueratina 7. Ademads, presentaron cambios en la composicion de la  matriz
intravellositaria reflejados por el aumento del contenide de material PAS positive
carbohidratos) v aumento de celulas estromales apoptoticas. A nivel ultraestructural se
detectd la presencia de engrosamiento de [a membrana basal trofoblastica. 5e observaron
también acumulos de nicleos con marcacion negativa para ki-67 v caspasa 3 clivada, algunos
de ellos con caracteristicas morfolégicas similares a los nodos sinciciales, sin embargo, la

presencia de cromatina poco condensada en los nucleos de estos aciumulos ponen en duda
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la caracterizacion u origen de los mismos. Cuando los explantos fueron expuestos a
concentraciones mas elevadas de CPF, las alteraciones morfologicas anteriores se
incrementaron vy los tratamientos con 100 uyM de CPF generaron desorganizacidn de la
vellosidad coridnica, con signos de destruccion tisufar por necrosis. Estos resultados sugieren
que CPF alteraria la barrera trofobldstica, pudiendo impactar en la funcionalidad de la
placenta y como consecuencia en el desarrollo del embarazo, como ha sido reportado en
algunos trabajos sobre mujeres embarazadas expuestas a OP (Adhikari et al. 2011;
Dabrowski et al, 2003; Eskenazi et al, 2004; Levario-Carrillo et al. 2004a; Rita et al. 1987
Stillerman et al. 2008; Whyatt et al. 2005). Sin embargo, cabe agrepar gque si bien los
estudios a traves del uso de explantos vellosos tienen |as ventajas citadas anteriormente, no
contemplan la influencia de otros tejides, como la decidua materna, nl de sistemas
importante como el inmunoldgico vy circulatorio, gue en conjunto contribuyen a la respuesta
individual del organismo contra la exposicion a taxicos.

La placenta constituye el mejor registro de las experiencias fisio-patologicas
prenatales de un individuo. Se reconoce gue si luego del parto la placenta es
minuciosamente examinada, provee mucha informacion acerca de la salud tanto de la
madre como del individuo gestado. Sin embargo, pese a que varios estudios establecieran
una correlacion entre la exposicion prenatal a pesticidas y alteraciones en el embarazo,
pocos trabajos han evaluado su impacto en |la morfologia placentaria. Levario-Carilla et al.
describieron microinfartos recientes, microcalcificaciones vy aumento de depdsitos de
material fibrinoide, ademas de una gran proporcién de vellosidades con caracteristicas
atipicas y otras areas desprovistas de microvellosidades |(Levario-Carrillo et al, 2001). La
misma autora, reportd en placenta de ratas expuestas @ un OF durante el embarazo, un
aumento de la congestion vascular, una notoria internalizacidn de material por las células
gigantes del trofoblasto, un aumento de la peblacidn de células degeneradas tanto en la
decidua como en el trofoblasto, areas mas extensas de fibrosis, hemorragia en la decidua v
la persistencia de globulos rojos nucleados en la circulacion fetal. Estos hallazgos han sido
interpretados como un mecanismo compensatorio gque permitiria aumentar la salida de
liquidos del sistema vascular diluyendo las moléculas toxicas a nivel celular v aumentando la
cantidad total de células a fin de reemplazar las expuestas a los pesticidas. Tambien propone
gue el aumento de la actividad fagocitica v de la internalizacidn de material por las células

del trofoblasto, son mecanismos de homeostasis. Ademas observd infiltracidn leucocitica,
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muerte de células deciduales y del trofoblasto, fibrosis y extensa hemorragia, lo que sugiere
un efecto toxico directe del compuesto en el metabolismao de los vasos sanguinees uterinos
(Levarie-Carrillo et al. 2004b}. Otro estudio de la misma autora cancluyd que las alteraciones
Macroscopicas ¥ microscopicas de las placentas expuestas a pesticidas son comparables a las
de otros estados en donde la circulacion materno-placentaria no es adecuada, lo cual podria
conducir a un desarrollo anormal de las vellosidades placentarias (Levarie-Carrillo et al.
2002). En un estudio piloto mas reciente, se observaron similares alteraciones en la
maduracion de las vellosidades placentarias de madres expuestas a pesticidas durante el
embarazo (Acosta-Maldonado et al. 2009; Villanueva et al. 2010). Asi también, se han
observado cambios histomorfoldgicos y ultraestructurales en placentas expuestas a otros
contaminantes ampliamente wutilizados en entornos industriales y médicos, como el
tormaldehido (Monfared 2014] e incluso por el ingreso pasivo del humo de cigarrillos (Khan
et al. 2011).

Durante patologias asociadas al embarazo como la preeclampsia, el RCIU y la
diabetes también se han reportado alteraciones histologicas placentarias (Gheorman et al.
2012; lirkovska et al. 2012; Narasimha y Vasudeva 2011; Scifres y Nelson 2009; Verma et al.
2010), algunas de ellas similares a las observadas en esta tesis en los explantos expuestos a
CPF in witro. En placentas provenientes de embarazos complicados con preeclampsia o
aclampsia, se ha informado aumento en la proliferacién trofoblastica, engrosamiento de las
membranas basales de las vellosidades, aumento de la canbidad de nodos sinciciales, de la
fibrosis intravellositaria v presencia de necrosis tisular, entre otras alteraciones (Marasimha y
Vasudewva 2011). En placentas de embarazadas con diabetes, aungue no se observaron
anormalidades macroscépicas  significativas, la  examinacidn microscdpica reveld
alteraciones, dentro de las cuales las mas prominentes fueron la disposicion de nicleos y
aumento de nodos sinciciales en el STB, de material fibrincide Intra v extra vellositario y
presencia de zonas con edema vy necrasis tisular, Mediante tinciones con PAS, Gheorman et
al. identificaron pequefios acumulos de material positive para esta marcacién con
localizacion subsincicial, en la membrana basal engrosada y en |a matriz extracelular de las
vellosidades terminales, gue ellos sefalan como depdsitos de glicdogeno cuya composicion
serla principalmente acido hialurdnico, que gracias a su capacidad de retener agua,
provocaria el edema observado en las vellosidades (Gheorman et al. 2012; Verma et al

2010). Ademas, otros autores caracterizaron alteraciones en los capilares v |la composicion
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del estroma vellositario en placentas de embarazos de mujeres con diabetes tipo | (Jirkovska
et al, 2012)

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de tesis nos permiten
postular que frente a la exposicidn a CPF los trofoblastos activan mecanismas de defensa
gue les confieren resistencia a |2 citotoxicidad adn en altas concentraciones del téxico. Sin
embarge, la vellosidad coridnica tendria células mas sensibles, las cuales, posiblemente a
través de mediadores maleculares, desencadenarian dafg tisular incluso frente a
concentraciones de CPF no citototdxicas para los trofoblastos en modelos celulares aisiados.

La extrapolacion de los efectos inducidos por pesticidas OP desde las condiciones de
cultivo in vitro a las dosis de exposicion in vive, es una preblemdtica reconocida en gran
medida {Karalliedde et al. 2003; Needham 2005). Estimar la dosis interna de exposicidn in
vive a OP en muestras biologicas es particularmente complejo debido, en parte, a gue Henen
una vida media relativamente corta, son rapidamente metabolizados, v su disponibilidad y
metabaolizacian dependen de la via de ingreso al organismo (Wessels et al. 2003). Ademds,
durante el embarazo el flujo sanguineo hacia la placenta incrementa notablemente v algunas
evidencias permiten postular que la placenta funciona como un organo de depdsito
transitorio de OF [Abu-Care et al. 2000). Estas variables limitan la estimacién certera de las
concentraciones de CPF a las cuales puede estar expuesta |a placenta in vivo,

Diversos estudios han intentado determinar los niveles de exposicion a CPF en
poblaciones de trabajadores y/o &n mujeres embarazadas empleando diferentes matrices.
Por ejemplo, se han reportado valores de exposicion de 11 pg/kg de peso corporal/dia
(calculados a partir de la medicién del metabolito TCP urinario) en granjeros de Sri Lankan y
26 ug/kg/dia en aplicadores de pesticidas de EEUU y Australia (Marasinghe et al. 2014).
Asumiendo un volumen corporal de 38 litros para una persona de 70 kg, la concentracidn
sistémica esperada para CPF seria alrededor de 0,06 y 0,14 uM, respectivamente. Otro
estudio realizado en una poblacion de granjeros aplicadores de CPF y sus esposas de
Minnesota y Carolina del Sur (EEUU} ha reportado valores 0,7-2,1 mg/kg de peso corporal
{equivalente a 3,7-11 pM) {Alexander et al. 2006). En un importante estudio de cohorte
longitudinal, Huen et al. evaluaron los niveles de CPF en el plasma de mujeres embarazadas
v &n sangre del corddn umbilical de una poblacion de americanos-mejicanos del “Salinas
Valley” en Monterey, reportando valores de 0,4 ng/ml v 1,33 ng/mL (percentilo 95),

respectivamente. En ese mismo estudio, encontraron valores excepcionalmente altos de
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aproximadamente 14 pg/mlL y 1,7 peg/ml (equivalentes a concentraciones de
aproximadamente 5 pM) (Huen et al. 2012). Por otra parte, las mediciones de OP en
meconio, que refleja a mas largo plazo la exposicion prenatal (Barr et al. 2005), sugieren que
gl feto y la placenta pueden astar expuestos a altas dosis de la CPF en las comunidades
agricolas {Ostrea et al. 2002). Sin embargo, los datos aportados en el estudio no permiten
inferir cual ha sido la concentracian a la que ha estado expuesta la placenta.

En la literatura se han usado rutinariamente concentraciones de CPF de 50-150 pM
para evaluar la toxicidad in wvitro de este pesticida tanto en modelos neuranales como no
neuronales (Caughlan et al. 2004; Li et al. 2009; Qostingh et al. 2009; Slotkin v Seidler 2008).
51 blen los valores usados en los modelos in vitre son en general mayores a los estimados
como valores de exposicion in wivo, permiten evaluar en una primera instancia posibles
biancos moleculares vy celulares potencialmente relevantes in wive e identificar los
mecanismos involucrados en sus efectos toxicos.

Cabe citar que en esta tesis los estudios se han realizado wtilizando el compuesto
original CPF, Esto puede no reflejar completamente |z situacion in vivo donde CPF es
metabolizade, principalmente en el higado, a su derivado oxén, responsable de la inhibicién
de la AchE. 5i bien el modo de accidn primario de CPF, &l igual que todos los OP, es la
inhibicidn persistente de dicha enzima en las uniones sindpticas del sistema nervioso central
y periférico, varios trabajos han indicado que puede influenciar la fisiclogia, la replicacién o
la diferenciacion celufar mediante mecanismos no relacionados con |a inhibicidn enzimatica
{Eaton et al. 2008), como por ejemplo en el desarrollo del cerebro [Slotkin et al. 2007) y en
las células trofoblasticas JAR (Saulsbury et al. 2008). En las condiciones experimentales
utilizadas en este trabajo de tesis, la actividad de la AchE en las células JEG-3 disminuyd
sustancialmente en presencia de 5 v 50 uM CPF durante 24 h, lo que suglere que se ha
producido el derivado oxom en estas células [Chiapella et al. 2013). 5in embargo, no se ha
estudiado hasta el momento si los efectos observados en este modelo serian dependientes o
no de la accién anticolinérgica de CPF.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis contribuyen a la descripcion de los
efectos de pesticidas OF sobre la placenta humana. Par un lado, se identificaron nuevos
blancos moleculares de CPF en las células del trofoblasto velloso v extravelloso, v por el otro,
se describieron alteraciones histologicas marcadas en las vellosidades coridnicas expuestas a

este pesticida. Estos resultados apuntan a la placenta humana como drgano diana de OF y
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revelan la necesidad de incrementar los estudios para abordar la participacion de las

moléculas estudiadas en |a placenta de mujeres embarazadas en respuesta a la exposicion a
pesticidas. Ademas, este trabajo contribuye al conocimiento de los mecanismos protectivos
que desencadenan los trofoblastos en presencia de toxicos v revela la Impertancia de
emplear varios modelos in witro @ in vivo a fin de estudiar los efectos de un téxico sobre la
placenta humana, ya que los resultados obtenidos en ellos se complementan entre si dando

una idea global de la respuesta de este drgano frente al mismo.
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