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RESUMEN 

La placenta cumple funciones vitales en la gestación del ser humano. Es el órgano 

que media la interrelación entre la madre y el individuo en gestación, permitiendo la 

implantación y la transferencia de nutrientes, hormonas y gases, así como de productos de 

desecho. Su desarrollo normal está directamente relacionado con el éxito del embarazo y la 

salud materno-fetal a corto y largo plazo. Consecuentemente, es de gran importancia 

investigar si la exposición maternal a contaminantes ambientales puede afectarla. 

En las últimas décadas, la exposición a pesticidas ha incrementado notablemente 

debido a su uso para proteger las cosechas y mantener los ambientes libres de insectos. En 

este sentido, los plaguicidas organofosforados (OP) forman parte de los insecticidas 

químicos de mayor uso. Sus efectos tóxicos más estudiados se deben a la inhibición de las 

enzimas acetilcolinesterasa (AchE) y esterasa neurotóxica, llevando a síntomas 

característicos de neurotoxicidad aguda y retardada respectivamente. Además, se han 

descripto otros mecanismos por los cuales los OP provocan una acción tóxica 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 

controvertidos y muy pocos estudios han explorado si las células y funciones placentarias se 

ven afectadas por la presencia de OP. La principal limitación de los estudios poblacionales 

sobre los efectos de plaguicidas es la incapacidad de demostrar de manera absoluta la 

relación causa-efecto y de detectar daños que lleven a la pérdida muy temprana de un 

embarazo. Por lo tanto, los avances en este sentido requieren de su complementación con 

estudios in vitro que permitan individualizar los efectos de un tóxico en particular sobre las 

células y estructura de la placenta humana. 

En esta Tesis Doctoral se propuso caracterizar el efecto del pesticida OP Clorpirifos 

(CPF) sobre la placenta humana empleando modelos in vitro. 

La viabilidad de las líneas celulares trofoblásticas JEG-3 y BeWo, así como la de 

cultivos primarios de citotrofoblastos vellosos (CTBv), no se alteró 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 citotóxicas en modelos 
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de células neuronales. En comparación con los CTBv, las células HTR8/SV-neo, provenientes 

de citotrofoblastos extravellosos (CTBev), fueron más sensibles a CPF en concentraciones 

elevadas, mostrando una reducción en su viabilidad cercana al 35%. 

La diferenciación de los CTBv y la capacidad proliferativa, migratoria e invasiva de los 

CTBev no fueron significativamente alterados en condiciones de exposición al tóxico en las 

cuales se mantuvo la viabilidad celular. Sin embargo, CPF alteró la expresión de genes 

relevantes para la función placentaria. En los modelos celulares de trofoblastos vellosos, CPF 

indujo la transcripción de la subunidad í3  de la hormona gonadotropina coriónica (f3-hCG), de 

los transportadores de eflujo ABCG2 y glicoproteína P (P-gp), y del factor de transcripción 

específico de placenta GCM1. CPF generó también un aumento en la síntesis de 0-hCG y de 

los transportadores de eflujo evaluados y un aumento en la secreción de 13-hCG pero no de 

progesterona y estradiol. En el modelo de CTBev, se observó una disminución en la 

transcripción del receptor 1 del factor de crecimiento del endotelio vascular (FIti), así como, 

del factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-la) y, a la mayor dosis evaluada, del factor de 

transcripción activado mediante unión a ligando PPARy y de 3-hCG. 

En relación a los factores moleculares potencialmente involucrados en los efectos de 

CPF sobre el trofoblasto velloso, se demostró que el aumento en la expresión de 3-hCG es 

parcialmente dependiente de las especies reactivas del oxígeno (EROs) generadas por el 

tóxico y del factor de transcripción tipo krüppel KLF6. En un trabajo en colaboración, se 

describió que CPF desencadena una respuesta antioxidante mediada, al menos en parte, por 

el factor de transcripción 2 relacionado al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2). En esta tesis, se 

demostró que, de acuerdo a lo esperado, Nrf2 regula la expresión basa] de ABCG2 en las 

células JEG-3, sin embargo, tanto el aumento de 13-hCG como de ABCG2 inducido por CPF 

sería mediante un mecanismo independiente del mismo. Por otra parte, 3-hCG participaría 

en la homeostasis rédox de las células JEG-3, pero no sería necesaria para la sobrevida de las 

mismas en presencia de CPF, al menos en las condiciones de dosis y tiempo ensayadas. 

Finalmente, se evaluó el impacto de CPF sobre las vellosidades coriónicas, 

observándose marcadas alteraciones morfológicas a nivel de microscopía óptica y 

electrónica. CPF indujo alteraciones compatibles con modificación de la composición 

estromal y apoptosis de células intravellositarias; y engrosamiento de la membrana basa¡ y 

alteraciones en la disposición y morfología de núcleos de la barrera trofoblástica. Además, a 
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la dosis del tóxico más elevada ensayada, se observó marcada desorganización vellositaria y 

daño tisular sugerente de necrosis trofoblástica. 

En conjunto los resultados indican que los trofoblastos vellosos poseen mecanismos 

de resistencia a la citotoxicidad por CPF, entre los cuales podemos incluir el incremento en la 

respuesta antioxidante, la producción de transportadores de eflujo y, posiblemente, el 

incremento de 13-hCG. Sin embargo, en la vellosidad coriónica existirían otros mediadores, 

celulares o no, más sensibles a la toxicidad del CPF, que inducirían daño tisular marcado 

incluso sobre el epitelio trofoblástico. 

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 nuevos blancos 

moleculares trofoblásticos que deberían ser considerados en la evaluación de las 

consecuencias de la exposición 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 aliows implantation, secretes hormones that maintain 

pregnancy, and mediates the exchange of nutrients and metabolic waste products. lts 

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 environments. Organophosphorous (OP) pesticides 

are among the most widely used chemical insecticides. Their main toxic effect is the 

inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) and neurotoxic 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 controversia¡ 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 unequivocally prove cause-

effect and to detect damage that lead to early pregnancy loss. Therefore, progress in this 

regard requires in vitro studies in order to identify toxic effects partícula rly on the celis and 

structure of the human placenta. 

The aim of this Thesis was to characterize the effect of chlorpyrifos (CPF), the most 

widely used OP pesticide, on human placenta using in vitro modeis. 

Trophoblastic viability in JEG-3 and BeWo cell unes, 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 HTR8/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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CTBv differentiation as well as proliferative, migratory and invasive capacity of CTBev 

were not significantly impaired in toxic exposure conditions where celi viability was 

maintained. However, CPF altered the expression of genes relevant for placental function. In 

the villous trophoblast celi models, CPF induced the transcription of the human chorionic 

gonadotropin 13  subunit (13-hCG), of the efflux transporters ABCG2 and P-glycoprotein (P-gp), 

and of the placenta specific transcription factor, GCM1. CPF also increased the synthesis of 

13-hCG and the efflux transporters, as well as, the secretion of 13-hCG but not progesterone 

and estradiol. A decrease in the transcription of the vascular endothelial growth factor 

receptor-1 (Fiti) and the hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-la), and, at high doses, of the 

transcription factor activated by ligand, PPARy, and 13-hCG were observed in the CTBev celi 

model. 

Regarding to the molecular factors potentiaily involved in the effects of CPF on villous 

trophoblast cells, the increased expression of 13-hCG was partially dependent on reactive 

oxygen species and on the Krüppel-like transcription factor 6, KLF6. In a collaborative 

research done during this thesis, it was described that CPF triggers an antioxidant response 

mediated, at least in part, by the Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). In this 

thesis, we showed that, as expected, Nrf2 regulates the basal expression of ABCG2, 

however, both, the increase in 13-hCG and ABCG2 by CPF were induced by an Nrf2 

independent mechanism. Qn the other hand, results suggest that 13-hCG participates in the 

redox homeostasis of JEG-3 cells but it is not necessary for celI survival in the presence of 

CPF, at least under the dose and time conditions assayed. 

Finally, the impact of CPF on chorionic villus was assessed. Clear morphological 

alterations were detected by optical and electron microscopy. They included modifications 

on stroma composition and increased intervillous cell apoptosis, basa¡ membrane 

enlargement and nuclear disposition and morphological alterations on trophoblasts. Also, at 

the highest assayed doses, clear villous disorganization and tissue damage were observed, 

suggesting trophoblast necrosis. 

Overall, 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 13-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 considered in assessing the consequences of the in vivo exposure to CPF on 

pregnancy; and it has also demonstrated the importance of covering various experimental 

modeis 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 gestación de mamíferos placentarios 

como los humanos. Llega a ser desechable después del nacimiento del bebé, lo que hace que 

sea el único órgano del cuerpo humano que cumple una función vital y luego se vuelve 

obsoleta. Es una pieza biológica extremadamente compleja que permite que la sangre del 

individuo en gestación y de la madre realicen complejos y continuos intercambios, sin entrar 

en contacto y sin mezclarse, para el suministro de nutrientes y de oxígeno al bebé y el 

movimiento de los productos de desecho, como & dióxido de carbono, de vuelta hacia la 

madre. Por lo tanto, este órgano actúa como el pulmón, el riñón y el sistema digestivo del 

bebé. También juega un papel importante en la producción de hormonas. La gonadotropina 

coriónica humana (hCG) es producida por ella y es responsable de la producción de otras 

hormonas como el estrógeno y la progesterona. Además, tiene el rol de proteger al bebé 

durante la gestación frente a posibles infecciones o daños causados por sustancias que se 

encuentran en el medio ambiente uterino o son utilizadas por la madre, como el alcohol, las 

drogas, los contaminantes y los disruptores endócrinos (Nicholson 2013). La placenta regula 

el ingreso de xenobióticos al feto ya que expresa transportadores de membrana y enzimas 

que participan en su metabolismo (Prouillac y Lecoeur 2010 y Pavek 2013). Finalmente, este 

órgano también juega un papel central en el mantenimiento de un estado 

inmunológicamente privilegiado que protege al feto del sistema inmune materno 

(Hemberger 2013). 

La placenta es el órgano humano menos entendido y podría decirse que uno de los 

más importantes, no sólo para la salud de la mujer y su feto durante el embarazo, sino 

también para la salud de toda la vida de ambos. La estructura y la función placentaria 

afectan a la salud de la madre, como se ha visto en el desarrollo de resistencia a la insulina y 

de preeclampsia, hipertensión gestacional y eclampsia. La disfunción placentaria afecta al 

feto, causando la prematuridad y anomalías del crecimiento fetal y desarrollo neurológico. 

Además, el concepto de "Orígenes 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 y el desarrollo de sistemas vinculados a enfermedades de los adultos. En 
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este sentido, el tamaño y la forma de la placenta se han relacionado con la nutrición 

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, llevó a una urgente necesidad de aumentar el 

conocimiento sobre este órgano. En este sentido, recientemente el Instituto Nacional de 

Salud Infantil y Desarrollo Humano de Estados Unidos (NICHD, del inglés National lnstitute of 

Child Health and Human Development), ha promovido la creación del "Proyecto Placenta 

Humana", el cual se espera que posea un impacto histórico en la investigación y en la salud 

de las personas. Los objetivos de esta nueva iniciativa son: (a) mejorar los métodos actuales 

y desarrollar nuevas tecnologías para la evaluación en tiempo real del desarrollo placentario, 

(b) aplicar estas tecnologías a la evaluación en tiempo real del desarrollo y función normal y 

anormal de la placenta y, (c) desarrollar y evaluar marcadores no invasivos para la predicción 

de resultados adversos del embarazo, (d) decodificar las contribuciones del desarrollo 

placentario a la salud y la enfermedad a largo plazo, y (e) desarrollar intervenciones para 

disminuir la incidencia y la gravedad de los anormalidades en la placenta y acrecentar así la 

salud en el embarazo y durante toda la vida (Guttmacher et al. 2014; Jocelyn 2014; Sadovsky 

et al. 2014). 

1.1. 	Características principales 

La placenta humana es de tipo hemocorial, lo que significa que invade el endometrio 

contactándose directamente con la sangre materna. Esta invasión 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 que convergen hacia el cordón umbilical y se direcciona 

hacia la cavidad amniótica (Fig. 1 A), y la cara materna que se encuentra en contacto íntimo 

con el útero (Fig. 1 B) (Benirschke et al. 2012). 
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Fig. 1. Placenta humana normal a término. Se muestran la cara apical o fetal (A), donde se observa 
la inserción levemente excéntrica del cordón umbilical y las arterias y venas coriónicas; y la cara basa¡ 
o materna (B), subdividida en lóbulos llamados cotiledones. Extraído del Libro: "Pathology of the 
Human Placenta" (Benirschke et al. 2012). 

La cara fetal está recubierta por el saco amniótico que cubre al embrión. El saco está 

formado por la membrana interna, el amnios, que contiene el líquido amniótico; y la 

membraba externa, el corion, que envuelve al amnios y forma parte de la placenta. Dentro 

de la placenta se encuentran los cotiledones, constituidos principalmente por vellosidades 

coriónicas. Las vellosidades coriónicas contienen en su interior a los vasos fetales y se 

encuentran bañadas por la sangre materna. Existen vellosidades libres y otras de anclaje que 

contactan con la decidua (Fig. 2). Se denomina decidua a la porción del útero adyacente a la 

placenta, que ha sufrido modificaciones en el momento de la implantación de la misma. A 

partir de la decidua se originan los tabiques deciduales que dividen a la placenta en 

cotiledones. 
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Fig. 2. Feto a término en el útero y estructura placentaria. Se observa el amnios (A), membrana 
embrionaria interior. El espacio entre el amnios y el feto (cavidad amniótica) está lleno de líquido 
amniótico acuoso. El corion o placa coriónica (CP), membrana embrionaria más externa, desarrolla 
proyecciones digitiformes (vellosidades: y), algunas de las cuales crecen y penetran la capa de 
mucosa basa] del útero o decidua (D). Las vellosidades están rodeadas por el espacio intervelloso 
(IVS), donde se encuentra la sangre materna. M, miometrio; MZ, zona marginal entre la placenta y las 
membranas fetales; S, tabique placentario; UC, cordón umbilical. Modificado del Libro: "Pathology of 
the Human Placenta" (Benirschke et al. 2012). 

1.2. 	Breve reseña del desarrollo placentario 

La placenta se desarrolla desde el mismo óvulo fecundado que da origen al feto, pero 

a pesar de poseer idéntico patrimonio genético que el embrión, sigue un patrón de 

diferenciación 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 dará origen a los tejidos embrionarios. Las células del 

trofoectodermo no contribuyen a formar el embrión pero son esenciales para su desarrollo 

ya que formarán la placenta. La implantación es un proceso progresivo en el que el 
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blastocisto se aproxima y adhiere al endometrio materno, para invadirlo. Para que el mismo 

se fije al útero materno requiere de un endometrio receptivo, de un embrión normal y 

funcional en el estado de blastocisto y de un diálogo o comunicación cruzada entre estos dos 

organismos, que son diferentes inmunológica y genéticamente. Este proceso se parece en 

alguna forma a la invasión de los tumores malignos, pues ocurre una estrategia similar que 

involucra: migración celular, destrucción parcial del tejido del huésped, erosión vascular, 

neovascularización, y un proceso de reparación y tolerancia de células antigénicamente 

extrañas. En forma parecida a las células tumorales, las células trofoblásticas humanas son 

constitutiva mente invasivas, pero a diferencia de estas, en condiciones de embarazo normal 

el proceso de invasión se encuentra estrictamente controlado (Modi et al. 2011; Norwitz et 

al. 2001). 

Posterior a la implantación, a partir de células madre trofoblásticas se diferencian dos 

poblaciones: los trofoblastos o citotrofoblastos (CTB) vellosos (y) que formarán parte de las 

vellosidades libres y los CTB extravellosos (ev), con un fenotipo invasivo, que formarán parte 

de las vellosidades de anclaje y penetrarán en la decidua. Ambos tipos de CTB conforman las 

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

1.3. 	CTBv: Sincicialización y mantenimiento de la Barrera Placentaria 

Los CTBv incluyen a CTBv mononucleados proliferativos y al sinciciotrofoblasto (STB). 

Ambos forman parte de la barrera placentaria, la cual tiene como función principal regular 

los intercambios de nutrientes, gases, metabolitos y desechos entre la sangre materna y la 

sangre fetal e intentar evitar la llegada de tóxicos perjudiciales para el individuo en gestación 

que arriban desde la sangre materna. 

La barrera placentaria mantiene separada físicamente a la sangre materna de la 

sangre fetal. En su porción externa se encuentra el STB que contacta con la sangre de la 

madre, que a diferencia de otros epitelios, no está compuesto por células individuales sino 

que es una capa continua, ininterrumpida y multinucleada, no proliferativa. Al encontrarse 

en contacto directo con la sangre materna, el STB posee cierto grado de privilegio o 

tolerancia inmunológica, lograda, en parte, por la deficiencia en la expresión de antígeno 

leucocitario humano clase 1 (HLA 1). Entre el STB y la membrana basa¡, se encuentran los 

CTBv mononucleados, proliferativos, los cuales sustentan el crecimiento y regeneración del 

STB mediante un proceso de diferenciación trofoblástica que involucra su fusión al STB. 
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Durante el inicio de la gestación los CTBv mononucleados con bordes celulares, forman un 

epitelio continuo debajo del STB, el cual a medida que transcurre el embarazo se va 

perdiendo, quedando solo algunos CTBv aislados debajo del STB en las placentas a término. 

El endotelio de los vasos fetales que se encuentran en el interior de las vellosidades 

coriónicas, es el último integrante de esta barrera placentaria (Fig. 3) (Benirschke et al. 

2012). 

A 	 B 

Fig. 3. Barrera placentaria. (A) Esquema simplificado de un corte transversal de una vellosidad 
coriónica observado por microscopía óptica. (B) Representación de las capas que conforman la 
barrera placentaria observada por microscopía electrónica. Modificado del Libro: "Pathology of the 
Human Placenta" (Benirschke et al. 2012). 

Algunos CTBv progenitores proliferan dividiéndose de manera asimétrica, de tal 

manera que una célula hija retiene su carácter de célula progenitora mientras que la 

segunda abandona el ciclo celular y comienza a diferenciarse para fusionar con la capa de 

STB. Durante todo el embarazo los CTBv fusionan con el STB para mantener esta capa 

diferenciada hasta el final de la gestación. La continua incorporación de material celular 

fresco debe ser balanceada por la liberación de material apoptótico (nodos sinciciales) desde 

el STB a la circulación materna (Fig. 4) (Huppertz y Borges 2008). 
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Libte en la circulación 

Fig. 4. Recambio del CTBv. Proliferación, diferenciación y fusión. Los núcleos se mantienen en el 
STB entre 3 y  4 semanas, luego entran en apoptosis y son liberados a la circulación materna en 
forma de nodos sinciciales. Modificado de: "The anatomy of the normal placenta" (Huppertz 2008). 

Si bien la liberación de núcleos sinciciales apoptóticos ha sido ampliamente aceptada 

como parte del mantenimiento del STB, actualmente este mecanismo se encuentra en 

debate. Por un lado, una de las hipótesis sostiene la participación de un mecanismo de 

apoptosis en dos fases. En la primera, los CTBv son marcados para fusionar y en la fase de 

ejecución los núcleos viejos completan su proceso de apoptosis y son liberados a la 

circulación materna para mantener el balance a medida que los CTBv nuevos van 

fusionando. Sin embargo, otros autores argumentan que la apariencia heterogénea de los 

núcleos presentes en el STB se debe a la diferencia de tiempo que éstos llevan formando 

parte del STB y que no se encuentran en las etapas finales de la apoptosis y tampoco serían 

liberados a la circulación materna como nodos sinciciales (Ji et al. 2013). Todavía no se ha 

dilucidado por completo qué ocurre con estos núcleos sinciciales y es un área que continúa 

en estudio. 

La diferenciación de CTBv mononucleados a STB es esencial para el mantenimiento 

de la barrera placentaria. Este proceso involucra además de la fusión celular (diferenciación 

morfológica), mecanismos de diferenciación bioquímica necesarios para que se lleve a cabo 
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adecuadamente (Handwerger 2009). Aunque aún no es completamente comprendido, se ha 

demostrado que son necesarios múltiples factores tales como las proteínas fusogénicas de 

membrana Sincitina (Syn) 1 y  Syn-2, el receptor de Syn-2 SIC1A5/ASCT-2, Conexina-43, las 

proteínas de uniones estrechas o "Zonula Occludens" 1, Caderina 11 y  la actividad de 

meta loproteinasas y desintegrinas (Huppertz et al. 2006; Pidoux et al. 2010). En diversos 

modelos celulares se ha demostrado la participación de factores de crecimiento, por 

ejemplo: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGF) y el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGFI3-1); así como, la 

participación de la hormona hCG, de citoquinas, la externalización de fosfatidilserina en la 

membrana plasmática, la activación de la caspasa 8 y  de las vías de señalización ERK 1/2, p38 

y PKA (Gauster et al. 2009; Leduc et al. 2011). Además, se han identificado varios factores de 

transcripción reguladores de la diferenciación (Hubert et al. 2010; Knofier et al. 2001). Entre 

ellos, el Factor Ausente de las Células Gliales 1 (GCM1) fue el primer factor de transcripción 

identificado que participa en la sincicialización de trofoblasto (Baczyk et al. 2009). Entre los 

genes blanco regulados por GCM1 en la placenta humana se encuentran Syn-1 (iansson 

2001) y el gen que codifica para la enzima Aromatasa (Cross et al. 2002), involucrada en la 

síntesis trofoblástica de estrógenos (Stocco 2011). Recientemente, hemos demostrado la 

participación del factor de transcripción 6 de la familia tipo Krüppel (KLF6) en el proceso de 

fusión del CTBv (Racca et al. 2015). KLF6 fue originalmente donado y reportado en el 

laboratorio donde se realizó esta Tesis mediante el rastreo de una librería de expresión de 

placenta con el objetivo de identificar factores regulatorios implicados en el control de la 

transcripción de los genes que codifican para las Glicoproteínas Específicas de Embarazo 

(PSG) (Koritschoner et al. 1997). Si bien es un factor de transcripción ubicuo, su expresión se 

encuentra muy enriquecida en la placenta humana y murina. Más aún, ratones knockout 

para KLF6 mueren a los 12 días y medio de gestación caracterizados por un desarrollo 

placentario deficiente (Matsumoto et al. 2006). Significativamente, KLF6 activa la 

transcripción de los genes PSG y 13-hCG en células trofoblásticas y su expresión se induce 

tempranamente durante la diferenciación in vitro de estas células (Racca et al. 2011). 

La capa sincicial también tiene un rol fundamental en el mantenimiento del 

embarazo mediante la producción de hormonas tales como la hCG y la hormona Lactógeno 

Placentaria humana (hPL) y de otras moléculas esenciales para la gestación como las PSG 

(Castellucci y Kaufmann 2006). 
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La hCG es un miembro de la familia de hormonas glicoproteicas, compuesta por dos 

subunidades, una 3 específica y una a que comparte con las hormonas Folículo Estimulante 

(FSH), Luteinizante (LH) y Tirotropina. Es principalmente sintetizada y secretada en grandes 

cantidades por el STB en condiciones fisiológicas. La familia de genes hCG se compone de 6 

genes homólogos ubicados en tándem en el cromosoma 19, su expresión se regula 

principalmente a nivel de transcripto, y el gen CGB5 es el de mayor expresión en células de 

coriocarcinoma y placenta, tanto en etapas tempranas como tardías de la gestación (Bo y 

Boime 1992; Miller-Lindholm et al. 1997). La hCG es indispensable para un progreso exitoso 

M embarazo ya que participa en el proceso de sincicialización y mantiene la producción de 

progesterona y otros factores de crecimiento en el cuerpo lúteo hasta la séptima semana de 

gestación (Handschuh et al. 2007a; Ji et al. 2013; Shi et al. 1993; Yang et al. 2003). Además, 

facilitaría la angiogénesis arterial uterina y la circulación umbilical, desempeñando un rol 

vital para la circulación hemocorial (Cole 2012a; Reisinger et al. 2007). Esta hormona 

también participa en la implantación, en la prevención del rechazo fetal, en la coordinación 

del crecimiento fetal y uterino y, potencialmente, en el desarrollo de los órganos fetales. La 

distribución y la cantidad de isoformas de hCG varían en el transcurso del embarazo y en el 

contexto de desarrollo aberrante o enfermedad (Choi y Smitz 2013). 

Las PSG son las proteínas de origen placentario más abundantes en la circulación 

materna (Bohn 1971). En nuestro laboratorio hemos determinado que su expresión tanto a 

nivel de transcripto como de proteína aumenta marcadamente durante el proceso de 

sincicialización precediendo a la expresión de hCG y a la diferenciación morfológica, 

constituyendo así un marcador temprano de diferenciación del trofoblasto (Camolotto et al. 

2010). Algunos miembros de la familia PSG actúan como inmunomodu¡adores (Martínez et 

al. 2013) y participarían en la regresión de los síntomas de enfermedades autoinmunes 

durante el embarazo (Bebo y Dveksler 2005). Los resultados en torno a la función 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 (Motrán et al. 2003). Datos más recientes sugieren que las PSG son esenciales en el 

proceso de establecimiento de la vasculatura apropiada en la interfase materno-fetal para la 

provisión de nutrientes y oxígeno al feto y la placenta (Ha et al. 2010; Lisboa et al. 2011). 

Niveles séricos de proteína y transcripto PSG disminuidos se asocian con condiciones 
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patológicas como aborto espontáneo, retardo en el crecimiento intrauterino (RCIU), 

preeclampsia y mola hidatiforme (Arnold et al. 1999; Bocco et al. 1989). 

Finalmente, la membrana basal, compuesta principalmente por colágeno IV, 

laminina, heparán sulfato y fibronectina, separa los CTBv del estroma de la vellosidad 

coriónica. La arquitectura básica del estroma de las vellosidades se construye de células de 

tejido conectivo que forman una red que contiene las fibras del tejido conjuntivo, células 

libres y los vasos fetales. Se han descrito al menos cinco tipos diferentes de células 

estromales fijas. Análisis inmunohistoquímicos señalan que representan diferentes etapas 

de un gradiente de diferenciación, que van desde células indiferenciadas hasta 

miofibroblastos altamente diferenciados e incluso miocitos (Fig. 5) (Benirschke et al. 2006). 
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Fig. S. Representación de células vellositarias estromales. Se ¡lustra la diferenciación normal de 
las células del estroma desde precursores mesenquimales proliferativos (células y), Fibroblastos 
(células VD y VDA) a Miofibroblastos (células VDAG y VDAGM). Una capa delgada subtrofoblástica 
de células V representan las células madre del estroma extravascular. Por proliferación, estas células 
generan nuevas capas periféricas del estroma y por lo tanto contribuyen a acrecentar el grosor de la 
vellosidad. Más centralmente, se pueden encontrar capas de células de tejido conectivo más antiguas 
y diferenciadas. Modificado del libro: "Pathology of the Human Placenta" (Benirschke et al. 2006). 

Dentro de la vellosidad también se encuentran las células de Hofbauer, consideradas 

los macrófagos de la placenta humana. A pesar de su identificación hace más de 100 años, su 

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

afirman que estas células tendrían un papel clave en la fisiopatología de la placenta, ya que, 
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además de las funciones generales de los macrófagos de tejido como la fagocitosis de los 

cuerpos apoptóticos y restos celulares y la presentación de antígenos en respuesta a agentes 

inflamatorios, varios estudios sugieren que están involucrados en la angiogénesis necesaria 

durante el desarrollo placentario temprano (Tang et al. 2011). Alteraciones en los niveles y la 

apariencia de las células de Hofbauer se han asociado con complicaciones del embarazo 

como por ejemplo en la patogénesis de la pérdida de embarazo temprana (Karakaya y Ozer 

2013). 

1.4. 	CTBev: Clasificación y funciones asociadas 

Los cambios fisiológicos que ocurren en el endometrio humano en respuesta a la 

implantación del blastocisto constituyen la decid ualización, 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 la segunda semana de gestación y están compuestos por una 

población heterogénea de CTBev (Vicovac et al. 1995). A lo largo de estas vellosidades los 

CTBev, llamados columnares, sufren un proceso de diferenciación que va desde un fenotipo 

proliferativo, que se restringe a la capa basa¡ de CTBev dentro de las columnas de células; 

pasando por la etapa llamada post-proliferativa, con fenotipos migratorios e invasivos, que 

comienza tan pronto como en la segunda capa de células de las columnas. Las partes distales 

de las mismas son ocupadas por los trofoblastos migratorios y finalmente éstos adquieren 

un fenotipo invasivo para extenderse profundamente en los tejidos maternos (Benirschke et 

al. 2012). La invasión de los CTBev en el tejido uterino es esencial para el éxito del desarrollo 

de la placenta humana y la progresión del embarazo (Knofler y Pollheimer 2012) (Fig. 6). 
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Fig. 6. Anclaje de las vellosidades coriónicas a la pared uterina. CTBev proliferan en las 
Vellosidades de anclajes formando columnas de células que migran e invaden a través de la decidua 
(1) y llegan a transformar incluso a las arterias espiraladas distales (2). Modificado de: Is heparin a 
placental anticoagulant in high-risk pregnancies?" (Kingdom y Drewlo 2011). 

Dentro de la decidua, los CTBev adquieren nuevas características que permiten 

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

endovasculares y los endoglandulares (Fig. 7). 

Vellosidad de Anclaje 

Células columnares 

• Citotrofoblasto intersticial 

• Citotrofoblasto endovascular 

Citotrofoblasto endoglandular 

Mjornetrio 

Fig. 7. Localización de cada uno de los tipos de CTBev en la placenta. Modificado de: 
"Endoglandular trophoblast, 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 

pequeños ahusados. Los primeros se localizan en la zona de transición placenta-decidua, 

fijando la placenta al útero durante la gestación mediante la producción de matriz fibrinoide. 

En contraste, los CTBev instersticiales pequeños, invaden más profundamente la decidua 

hasta el primer tercio del miometrio (Huppertz 2007). Estas células se comunican con 

diversos tipos celulares del útero, tales como las células del estroma de la decidua, los 

macrófagos y las células NK uterinas, contribuyendo de esta forma al desarrollo de procesos 

esenciales para el éxito del embarazo, como la inmunotolerancia materno-fetal (Knofier y 

Pollheimer 2012; Yeh et al. 2013). Consistente con el fenotipo invasivo, los CTBev 

instersticiales secretan proteasas tales como Activador de Plasminógeno tipo urokinasa 

(uPA) y varias metaloproteinasas, principalmente las gelatinasas MMP-2 y MMP-9, que 

facilitan la ruptura de la matriz extracelular decidual. Estas mismas células también secretan 

inhibidores de estas enzimas, como los inhibidores del Activador de Plasminógeno 1/2  (PAl-

1/2) y de Metaloproteasa de Tejido 1 (TIMP-1), sugiriendo una regulación 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 y 

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 biológicas 

diferentes a las de la hCG principal sintetizada por el STB (Cole 2012a; Cole 2012b). 

Los CTBev endovasculares son los encargados de remodelar las arterias espiraladas 

uterinas, proceso que comienza entre las semanas 8 y 12 completándose alrededor de la 

semana 20-22 de gestación. Este proceso consiste en la transformación de las arterias 

espiraladas maternas de vasos de pequeño calibre y bajo flujo sanguíneo a vasos de gran 

calibre y baja resistencia, permitiendo la llegada de la sangre necesaria para proveer 

oxigenación y nutrientes al feto y la placenta. Los CTBev endovasculares se mantienen en la 

vasculatura materna debido a su transición de un fenotipo epitelial a uno endotelial (Ji et al. 

2013). 

Recientemente se ha descripto la existencia de los CTBev endoglandulares. El 

remplazo de las células glandulares por estos trofoblastos, podría proveer un mecanismo 

para abrir las glándulas uterinas al espacio velloso permitiendo así la nutrición histiotrófica 

del embrión antes de establecerse la circulación materna hacia la placenta. Aún se requieren 

más estudios para confirmar el rol de estas células (Huppertz et al. 2014; Moser et al. 2010). 
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Existen numerosos factores de transcripción involucrados en el mantenimiento de un 

fenotipo proliferativo o invasivo de los CTBev. Entre ellos se encuentran el H2.0-like 

Homeobox (HLX), el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-la) y el factor winged hélix 

protein Storkhead box 1 (STOX-1), que promueven la proliferación del trofoblasto, 

inhibiendo por lo tanto la diferenciación de los CTBev (Knofler y Pollheimer 2012). De 

manera similar, el factor inhibidor de unión al ADN (ld2) funciona como regulador negativo 

en la invasión ya que al mantener su expresión elevada, los CTBev pierden su capacidad 

invasiva mientras aumentan la migración (Janatpour et al. 2000). Asimismo Fournier et al. 

demostraron inhibición de la invasión de forma dosis dependiente por parte de agonistas del 

receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy), un factor de 

transcripción activado mediante unión a ligando, esencial para el desarrollo placentario 

(Fournier et al. 2008b). En contraste, los factores TCF-4 y GCM1 se inducen en CTBev en 

diferenciación estimulando la migración e invasión (Knofier y Pollheimer 2012). Otras 

moléculas como el receptor 1 del VEGF (Fltl), se expresa en los CTBev y participa en los 

procesos de proliferación y diferenciación endovascular (Athanassiades et al. 1998; 

Fukushima et al. 2005). 

Por otro lado, la diferenciación de los CTBev depende fuertemente de la presión de 

oxígeno. El ambiente hipóxico que se mantiene hasta el final del primer trimestre mantiene 

elevados los niveles del factor de transcripción HIF-la, quien favorecería un fenotipo 

proliferativo reduciendo la capacidad invasiva de los trofoblastos y la expresión de moléculas 

asociadas al fenotipo invasivo tal como a-integrina y MMP-2 (Caniggia et al. 2000; Genbacev 

et al. 1997). Si bien, HIF-la es un factor de transcripción principalmente regulado por 

hipoxia, también puede modificarse por otros mediadores en situación de normoxia (Dery et 

al. 2005). 

La invasión trofoblástica anormal, la oclusión incompleta de los vasos y un aumento 

prematuro en los niveles de oxígeno puede potencialmente dañar las vellosidades 

placentarias mediante estrés oxidativo resultando en el desarrollo de complicaciones 

tempranas del embarazo, tales como aborto espontáneo (Knofier y Pollheimer 2012). 

1.5. 	Placenta y patologías asociadas al embarazo 

La perturbación de las funciones del trofoblasto puede ocasionar una variedad de 

complicaciones del embarazo como malformación, RCIU, preeclampsia, aborto espontáneo y 
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muerte fetal (Knofler y Pollheimer 2012; Marcorelles 2013; Pidoux et al. 2012). Por ejemplo, 

una invasión limitada del trofoblasto en los vasos maternos se ha correlacionado con el RCIU 

y la preeclampsia (Pollheimer y Knofler 2012; Roberts y Be¡¡ 2013), mientras que una 

invasión 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 adherencia anormal de la placenta a la pared 

del útero y puede incrementar la morbilidad y mortalidad materna. Su incidencia ha 

incrementado 13 veces desde los inicios del 1900 y  se correlaciona directamente con el 

aumento de los partos por cesárea (Wortman y Alexander 2013). 

La preeclampsia es la principal causa de partos prematuros, y de morbilidad y 

mortalidad en embarazadas, afectando aproximadamente el 4 a 8 % de los embarazos 

(Cartwright et al. 2010; Zhou et al. 2013). Se presenta con proteinuria, hipertensión no pre-

existente y edema, y, de acuerdo a la gravedad de la patología, con compromiso de otros 

órganos. Actualmente es evidente que para la mayoría de los casos de preeclampsia, la 

causa principal radica en la placenta. Relativamente reducida perfusión placentaria e 

inflamación llevan a estrés oxidativo y estrés del retículo endoplásmico, que convergen para 

modificar la fisiología materna. Por otra parte, es evidente que la "constitución materna", 

incluyendo factores genéticos, conductuales y metabólicos, influye en la respuesta materna 

a la placentación anormal de la preeclampsia (Roberts y Be¡¡ 2013). Si bien la etiopatogenia 

de la enfermedad no ha sido completamente esclarecida la mayoría de los estudios indican 

que los CTBev instersticiales invasivos son los más afectados, mostrando una reducción en 

número y densidad, así como una invasión frecuentemente más superficial. Los CTBev 

endovasculares también se ven afectados de manera que la remodelación vascular se 

encuentra incompleta o nula. Además, se ha reportado que el estrés oxidativo, una 

respuesta inmune materna atípica hacia el trofoblasto, una inflamación exagerada y un 

incremento en la producción de factores anti-angiogénicos como la forma soluble del 

receptor Fltl (sFltl) y la endoglina soluble, podrían contribuir al desarrollo de la 

preeclampsia (Saito y Nakashima 2014). Así mismo, el aumento de sFltl en placentas con 

preeclampsia se produce mediante regulación dependiente del HIF-la (Nevo et al. 2006). 

También se ha observado un aumento en la apoptosis de los CTBev endovasculares, una 

disminución en la expresión del factor GCM1 y un aumento en la descamación del sincicio 

(Cartwright et al. 2010; Huppertz 2011; Lala y Chakraborty 2003; Red-Horse et al. 2004). 
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El RCIU se manifiesta como un síndrome variable de crecimiento fetal subóptimo. Se 

han encontrado alteraciones morfológicas placentarias asociadas al RCIU. Si bien, al igual 

que en la PE, la perfusión disminuída de los vasos maternos se acepta como la etiología más 

frecuente, también se ha observado desarrollo inadecuado del árbol velloso en la placenta, 

lo cual predispondría a la limitación en las funciones de transporte y secreción del STB 

(Marcorelles 2013). El crecimiento fetal depende además de la interacción entre la genética 

materna y fetal y los determinantes epigenéticos modificados por el medio ambiente al que 

están expuestos. 

1.6. 	Rol de la placenta frente a la presencia de xenobióticos 

Las embarazadas están expuestas a una amplia variedad de agentes químicos. La 

exposición más frecuente proviene de la administración de medicamentos, factores 

relacionados al estilo de vida, tales como el cigarrillo, drogas de abuso, consumo de alcohol 

o factores ambientales y ocupacionales. Por lo que el feto está expuesto no solo a los 

xenobióticos que incorpora la madre en forma voluntaria sino también a los provenientes de 

los alimentos, del agua y del medio ambiente. Estos compuestos pueden interferir con la 

función placentaria en diferentes niveles: en las vías de señalización, en la producción y 

liberación de hormonas y enzimas, en el transporte de nutrientes y productos de desecho, 

en la implantación, crecimiento celular y maduración y finalmente, en la fase terminal de la 

vida placentaria / parto. 

Estas desviaciones del desarrollo trofoblástico normal pueden constituir una 

amenaza potencial para la función placentaria, resultando en alteraciones no solo del 

embarazo sino también en la salud del individuo gestado en su vida adulta (Robins et al. 

2011). El ambiente en el útero y la vida neonatal temprana puede inducir una respuesta 

permanente en el feto y el recién nacido que lleva a una mayor susceptibilidad a las 

enfermedades en la vida adulta (Gogal y Holladay 2008; Thiele et al. 2013). En las últimas 

décadas un gran número de estudios revelan la relación entre la programación epigenética 

durante el desarrollo y los trastornos metabólicos de la vida adulta (Foo y Mantzoros 2013). 

Aunque es un órgano bastante permeable a sustancias químicas que llegan desde la 

sangre materna (Myllynen et al. 2007), como a algunos metales pesados presentes en el 

medioambiente (Caserta et al. 2013), es bien sabido que la placenta humana funciona como 

una barrera que intenta proteger al feto de efectos dañinos de toxinas exógenas y 
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endógenas (Aye y Keelan 2013). A tal fin posee transportadores y enzimas 

biotransformadoras que selectivamente remueven compuestos químicos intentando evitar 

su llegada a la sangre fetal (Prouillac y Lecoeur 2010). 

La capacidad de biotransformación de la placenta representa del 2 al 3,3 % de la 

capacidad hepática. Posee enzimas metabolizantes de fase 1 y  II (Pasanen 1999; Prouillac y 

Lecoeur 2010). Las enzimas de fase 1 principalmente biotransforman xenobióticos mediante 

la introducción de un grupo funcional polar en sus moléculas, entre ellas, las distintas 

isoformas de la superfamilia de enzimas citocromo P450 (CYPs) son las más importantes. 

Posteriormente, enzimas metabolizantes de fase II, conjugan xenobióticos y metabolitos 

resultantes de las reacciones de fase 1 a través de glucuronidación, sulfatación, 

esterificación, metilación, acetilación, etc. (Pavek y Smutny 2013). 

Las distintas isoformas de las CYPs varían con el desarrollo de la función placentaria, 

el tiempo de gestación y el estado de salud materno (Storvik et al. 2014). Ciertas CYPs 

placentarias son muy importantes para la síntesis y el catabolismo de los esteroides, ácidos 

grasos, así como para el metabolismo de los xenobióticos tales como productos 

farmacéuticos y contaminantes. La placenta humana a término expresa sólo unas pocas CYPs 

funcionales, como por ejemplo, la CYP19A1 (aromatasa), que convierte los andrógenos a 

estrógenos. Se conocen factores que pueden afectar a la función de las CYPs en la placenta, 

ejerciendo efectos de larga duración en la salud mediados por cambios epigenéticos. Una de 

las enzimas inducibles más conocidas en la placenta es la CYP1A1, la cual fue la única que se 

indujo notablemente en muestras de madres fumadoras. Por otro lado, las enzimas de fase II 

mayoritariamente expresadas en la placenta son las glutatión S-transferasas (GST) (Storvik et 

al. 2014). 

La transferencia de moléculas entre la circulación materna y fetal se produce a través 

de la barrera placentaria (Ver sección 1.3). La permeación de sustancias está influenciada 

por numerosos factores: las propiedades del compuesto, las características placentarias y los 

determinantes maternos y fetales. La mayoría de los fármacos que cruzan la placenta 

humana difunden pasivamente. En este caso, el flujo de sangre de la placenta, el pH de la 

sangre materna y fetal, características fisicoquímicas de los compuestos, y la unión a 

proteínas van a determinar la capacidad de un fármaco para atravesar la barrera placentaria. 

La difusión facilitada, fagocitosis y pinocitosis son las rutas menos importantes de 

transferencia. En 1998, el descubrimiento del pasaje de xenobióticos mediado por 
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transportadores en la placenta destacó el papel de los transportadores con casete de unión 

a ATP (ABC) en este órgano (Prouillac y Lecoeur 2010). En general los miembros de esta 

familia proteica limitan la entrada de los xenobióticos a la circulación fetal a través de su 

eflujo hacia la circulación materna. Varios miembros de la familia ABC, incluyendo las 

proteínas de las subfamilias ABCA, ABCB, ABCC y ABCG, son funcionales en la placenta con 

papeles clínicamente significativos en el eflujo de xenobióticos (Myllynen et al. 2007). Sin 

embargo, hallazgos recientes sugieren que estos transportadores también protegen el tejido 

de la placenta mediante la prevención de la acumulación celular de compuestos citotóxicos 

endógenos, tales como lípidos, esteroles y sus derivados. Tales funciones de protección 

tienden a ser particularmente importante en los embarazos complicados por estrés 

oxidativo o inflamación, donde se incrementa la generación de metabolitos tóxicos (Aye y 

Keelan 2013). Actualmente, la eliminación y excreción de sustancias tóxicas a través de estos 

transportadores se señala como la fase III del metabolismo implicado en la desintoxicación 

de xenobióticos (Pavek y Smutny 2013). 

Los transportadores Glicoproteína P (P-gp), también llamada MDR1 o ABCB1, y el 

segundo miembro de la subfamilia G de transportadores ABC o proteína resistente al cáncer 

de mama (ABCG2 o BCRP), se encuentran entre los más abundantes en la placenta y son los 

más importantes en su rol de protección fetal frente a la llegada de xenobióticos (lqbal et al. 

2012; Pavek y Smutny 2013). Éstos se localizan en el borde en cepillo (apical) de la 

membrana del STB, junto con la proteína de resistencia a multi-drogas 2 (MRP2), mientras 

que otros transportadores se ubican en la membrana basolateral del STB (MRP1, MRP5, 

OAT4, etc.), o en los vasos fetales (MRP1, MRP3 y MRP5) (Pavek y Smutny 2013) (Fig. 8). 
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Fig. 8. Localización de los transportadores de eflujo en la barrera placentaria. (A) Se muestra 
dibujo de embarazo a término con el feto unido a la placenta a través del cordón umbilical. Se detalla 
la estructura de un cotiledón, unidad funcional de la placenta. (B) Tinción con hematoxilina-eosina 
(He-Eo) de un corte transversal de una vellosidad coriónica terminal. (C) Descripción esquemática de 
la vellosidad que muestra la localización de la P-gp y el ABCG2 en las microvellosidades de la 
membrana apical del STB y la presencia de otros transportadores placentarios de eflujo de drogas. 
Modificado de: "P-glycoprotein in the placenta: Expression, localization, regulation and function" 
(Ceckova-Novotna et al. 2006). 

Se ha observado que polimorfismos en los genes que codifican a estos 

transportadores de xenobióticos pueden alterar significativamente la función de los mismos, 

contribuyendo a la susceptibilidad del feto a drogas terapéuticas y contaminantes que 

arriban por vía materna (Hemauer et al. 2010; lqbal et al. 2012). 
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Es importante destacar que la mayoría de los mecanismos de desintoxicación de 

nuestro cuerpo se encuentran bajo el control de "xenosensores", es decir de receptores 

nucleares y factores de transcripción activados por ligando que responden específicamente a 

la exposición a xenobióticos y desencadenan la regulación positiva de la transcripción de la 

mayoría de las enzimas que metabolizan xenobióticos y de los transportadores de efiujo. Sus 

ligandos incluyen compuestos tóxicos y contaminantes ambientales, fármacos, así como 

suplementos dietarios o vitaminas. En la placenta se ha demostrado la participación del 

receptor de hidrocarburos aromáticos (AhR), el receptor de glucocorticoides (GR) y el 

receptor de la Vitamina D (VDR) como xenosensores que regulan la expresión de genes ante 

la presencia de xenobióticos (Pavek y Smutny 2013). 

Por otro lado, la placenta humana posee también enzimas antioxidantes y 

antioxidantes no enzimáticos endógenos como el glutatión reducido (GSH) y exógenos como 

las vitaminas E y C (Myatt y Cui 2004). Los antioxidantes enzimáticos principales incluyen la 

familia de las enzimas superóxido dismutasas (SOD), las catalasas (CAT) y los sistemas 

enzimáticos del glutatión y la tiorredoxina. Las SOD están en la primera línea de defensa 

antioxidante y son responsables de la metabolización de dos moléculas de superóxido para 

producir peróxido de hidrógeno (H202) y oxígeno molecular. Las CAT se encuentran 

predominantemente en los peroxisomas donde catalizan la conversión de H202  a oxígeno y 

agua. El GSH elimina H202  e hidroperóxidos lipídicos a través de su auto-oxidación y 

posteriormente se recicla a través de la acción de la glutatión reductasa. Las tiorredoxina 

peroxidasas catalizan la conversión de H202  e hidroperóxidos de alquilo hacia agua y sus 

alcoholes correspondientes y a continuación son reducidos por acción de la tiorredoxina y la 

tiorredoxina reductasa. Estos sistemas juegan un papel crítico en la protección de las células 

trofoblásticas frente al estrés oxidativo (Perkins 2006), el cual ha sido asociado con 

numerosas patologías del embarazo como la preeclampsia, la prematuridad, etc. (Davis y 

Auten 2010; Kweider et al. 2014). Sin embargo, se ha demostrado que concentraciones 

fisiológicas de especies reactivas del oxígeno (EROs) ejercen efectos beneficiosos, lo cual ha 

llevado a la formulación de la "teoría del desarrollo de radicales libres" (Balin et al. 1988; 

Dennery 2010). De hecho, se sabe que concentraciones bajas de EROs estimulan la 

proliferación celular, así como la expresión génica, y se ha sugerido que las acciones 

favorables de las EROs pueden estar relacionadas con el control de la reacción inflamatoria 

local (Myatt y Cui 2004). 
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En condiciones fisiológicas de la placenta, el equilibrio entre los elementos del 

mecanismo de defensa del estrés oxidativo se mantiene principalmente a través de la vía de 

señalización que involucra la participación del factor de transcripción 2 relacionado al factor 

nuclear eritroide 2 (Nrf2), un potente activador que juega un papel importante en la 

expresión inducible de muchos genes citoprotectores en respuesta a estrés oxidativo y 

electrofílico; y del elemento regulador que actúa en cis llamado ARE, que se encuentra en 

regiones promotoras de varios genes que codifican a enzimas de fase II de desintoxicación 

(por ejemplo, GST) y proteínas antioxidantes como la NADPH quinona oxidorreductasa 

(NQ01) y la Hemoxigenasa 1 (H0-1). Evidencia reciente sugiere que el deterioro de esta vía 

está implicado en la patogénesis de la preeclampsia. Normalmente, la mayor parte de Nrf2 

es degradado por el proteasoma y tras la exposición a electrófilos o EROs, sin embargo, se 

estabiliza y se acumula en el núcleo, lo que conduce a la activación de los genes blanco 

(Kweider et al. 2014). 

Finalmente, se ha reportado que las vías de señalamiento mediadas por los factores 

de transcripción Nrf2 y AhR interaccionan entre sí de una manera coordinada a fin de 

generar una respuesta adecuada de metabolización de fase 1, II y III frente a la presencia de 

xenobióticos o/y desbalances oxidativos (Kohle y Bock 2007). 

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

placenta humana 

Durante las últimas décadas se han desarrollado varios modelos ex vivo e in vitro que 

utilizan placentas humanas post-parto a fin de estudiar diversas funciones de este órgano. Si 

bien con ese objetivo también se utilizan modelos animales in vivo, el uso de modelos que 

utilicen a la placenta humana es una opción atractiva debido a su fácil disponibilidad para los 

estudios experimentales ya que luego del parto la misma ha cumplido su propósito y 

generalmente es desechada (Myllynen y Vahakangas 2013). 

Los estudios en animales dan información valiosa acerca de los efectos y la cinética 

de compuestos químicos en la unidad feto-placentaria. Los modelos animales "knockout" 

han proporcionado nuevos conocimientos sobre la importancia de los transportadores 

placentarios en estudios de toxicidad en el desarrollo. Los roedores son el modelo animal 

más estudiado, ya que tienen una placenta hemocorial y un corto período de gestación, 

entre otras características 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 serían necesariamente relevantes para la situación 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 y actividades 

metabólicas (Enders y Blankenship 1999). 

En lo que respecta a la placenta humana, los métodos varían desde la utilización de 

fracciones subcelulares aisladas u homogenato total (Vahakangas et al. 1989), a métodos 

como la perfusión placentaria humana, en el cual se retiene su estructura, pudiéndose 

utilizar para estudios de transporte placentario (Myllynen y Vahakangas 2013). 

Los sistemas basados en el modelo de líneas celulares establecidas originadas de 

placenta humana han demostrado ser herramientas útiles para el estudio de expresión y 

función de proteínas transportadoras, así como del metabolismo de xenobióticos (Myllynen 

y Vahakangas 2013). Las líneas celulares comúnmente utilizadas en investigación 

toxicológica son las BeWo, JAR y JEG-3, las cuales están disponibles desde hace más de 30 

años (Kohler y Bridson 1971; Pattillo y Gey 1968). 

El cultivo de células primarias aisladas de placenta humana es utilizado 

frecuentemente como modelo de estudio. Sin embargo, comparado con el uso de líneas 

inmortalizadas, es un método laborioso (Kliman et al. 1986). Además se debe considerar que 

los trofoblastos primarios no proliferan en cultivo y no resisten ciclos de congelado-

descongelado, lo que es una desventaja práctica importante. Sin embargo, las células 

primarias claramente tienen la ventaja de representar a las células normales, mientras que 

las líneas celulares son células transformadas porque provienen de coriocarcinomas o han 

sido inmortalizadas in vitro (Myllynen y Vahakangas 2013). 

Los cultivos de explantos placentarios humanos son ampliamente utilizados. Su 

principal ventaja radica en que, de manera similara la situación in vivo, los explantos vellosos 

contienen múltiples tipos celulares además de células trofoblásticas, incluyendo células 

mesenquimales del estroma (miofibroblastos, fibroblastos, células musculares lisas, etc.), 

células endoteliales, células sanguíneas y células inmunes placentarias (Miller et al. 2005). 
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2. Pesticidas o plaguicidas 

Los pesticidas incluyen una vasta gama de productos químicos que matan a los 

insectos, a las malas hierbas, hongos y otros organismos que generan problemas a nivel 

sanitario o productivo, trayendo grandes beneficios a la sociedad. El uso de pesticidas ha 

permitido mejorar la producción de alimentos en una población humana en crecimiento y 

proteger a millones de personas de enfermedades transmitidas por insectos como la 

malaria. También apoyan a sectores económicos importantes, como a grandes industrias, y 

contribuyen a crear mejores condiciones de vida mediante la reducción de las poblaciones 

de insectos en el ambiente doméstico. Sin embargo, su potencial toxicidad para la salud 

humana y el medio ambiente ha dado lugar a una serie de prohibiciones de los productos 

químicos más peligrosos. Aunque la ciencia está guiando algunos de esos cambios, todavía 

se requiere una mejora importante cuando se trata de pesticidas, mediante un mayor 

seguimiento de sus efectos y de su utilización, para reducir sus impactos negativos y buscar 

productos alternativos. En los últimos años ha incrementado la comprensión precisa de los 

efectos de los productos químicos utilizados en la actualidad, incluyendo las múltiples 

formas en que se degradan en el medio ambiente y el daño que causan en el mismo. Los 

estudios disponibles indican que, si bien parece poco probable abandonar el uso de 

pesticidas, es posible y necesario mejorar su uso para el control racional de plagas (Enserink 

et al. 2013). 

2.1. 	Situación socioeconómica actual 

Con la población mundial que prevé para el año 2050 llegar a 9 mil millones de 

habitantes, la seguridad alimentaria, la disponibilidad y el acceso a los alimentos es cada vez 

más importante. Los pesticidas pueden ayudar a reducir la pérdida de rendimiento causada 

por plagas, patógenos y malezas, y así contribuir a alimentar a la población mundial de 

forma sostenible. Sin embargo, teniendo en cuenta su potencial toxicidad para la salud 

humana y el medio ambiente, la regulación del uso de plaguicidas en la agricultura es una 

temática controversia¡ (Verger y Boobis 2013). 



15.3 
COLOMBIA 

2.4 
PBRO 1.1 

BOLIVIA 

En un mundo lleno de productos químicos artificiales, los pesticidas están en el segundo lugar, seguido de 
los fertilizantes, en cuanto a cantidad aplicada y extensión de su uso. Estos constituyen herramientas 
eficaces para la protección de cultivos, la lucha contra los insectos que causan enfermedades, y el control 
de roedores, pulgas, garrapatas, etc. Sin embargo, los herbicidas, insecticidas y similares, pueden dañar el 

medio ambiente y son peligrosos para los trabajadores cuando se usan incorrectamente. 

A 

4.5 
MBBICO 

2.2 
001110 STAIBS 

50.4 
BAHAMAS 

10.7 
CHILE 

a 

Pesticidas aplicados, en kg por hectárea de tierra cultivable 

• 0-0.21 	• 0.21-1 	• 1-2.4 	• 2.4-6.5 	•  6.5-60 

B 
Ventas de pesticidas según región 

8000 

2000 

10000 

00 8000 

*000 

*000 

2000 2003 2002 2003 2504 2005 2006 2001 2006 2009 2010 2011 2012 

• a~ Íd Msfle ~A~  • ¡Ma 	•  wi 	•ÁftIu 

La venta de pesticidas está incrementando en Asia, América 
Latina, y Europa. 

C 
Uso de pesticidas según sector Uso de pesticidas según tipo 

(Estados Unidos) 	 (mundial) 

20 

3.0 
IWAO 

5.6 
ITALO 

1.0 
01  MMV  OB 

1— 

IB 
NAIHBRIAIOS 

Di 
KBZAAHSIAS 

0.2 
INDIA 

10.3 
CHINA 

2.0 
CHANO 

1.2 
SOUOI  ARABIA 

1.2 
MAL BOSIA 

0.9 
CAME NOAM 

1 

25.5 
MALO IOTAS 

ESTICIDE PLANET' 

1.0 
CAMADA o 

iJ 

INTRODUCCIÓN: Segunda parte 	38 

8lBLitJlECA Lk CIENCIAS n! lis, 4 tr- 
Como se observa en la figura siguiente, América Latina se encuentra entre las zonas 

con mayor uso de pesticidas, y el mismo viene en ascenso en los últimos años. Los 

principales plaguicidas empleados son herbicidas e insecticidas (Fig. 9). 

Fig. 9. Uso de plaguicidas en el mundo. (A) Mapa mundial mostrando los kilogramos por hectárea 
de pesticidas empleados en los países señalados durante el periodo 2005-2009. (B) Venta de 
plaguicidas a lo largo de los años en los continentes señalados. (0) Porcentaje de empleo de los 
diferentes tipos de pesticidas. Modificado de edición especial de la revista Science: "Smarter Pest 
Control" (Enserink et al. 2013). 
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En nuestro país se reportan datos desde los años 70 sobre el impacto ambiental, en 

los alimentos y en la salud humana a causa del uso de los pesticidas. Argentina es un país 

productor agrícola de importancia, lo que trae aparejado la aplicación de significativas 

cantidades de plaguicidas que impactan sobre la calidad del ambiente. Un cambio agrario 

importante ocurrido en los últimos años en nuestro país fue la introducción de la soja 

transgénica resistente al glifosato, lo cual trajo un aumento notable en el rendimiento de las 

cosechas y de las superficies sembradas, pero ha generado un crecimiento considerable del 

uso de un paquete tecnológico basado en la utilización de semillas modificadas 

genéticamente, del herbicida glifosato y de otros insecticidas, como endosulfán, clorpirifos 

(CPF) y piretroides. Por otro lado, se sabe que en Argentina es común la venta libre de 

plaguicidas, en consecuencia, sin la seguridad del correcto asesoramiento para su adecuada 

aplicación (Villaamil Lepori et al. 2013). 

Los resultados de investigaciones realizadas recientemente indican un posible riesgo 

de contaminación, ya sea por deriva (transporte del plaguicida fuera del sitio de aplicación) 

durante el empleo de pesticidas, o por los flujos de lixiviación, lo que genera posibles riesgos 

para la biota acuática y los seres humanos, especialmente por los plaguicidas cipermetrina, 

CPF, endosulfán y el glifosato. Por ejemplo, en un estudio efectuado durante las épocas de 

aplicación de insecticidas, entre 2001-2003, en los arroyos Brown y Horqueta, en la provincia 

de Buenos Aires, principal zona de producción de soja de Argentina, se reportaron 

concentraciones de CPF y cipermetrina en la escorrentía y/o en el agua de inundación 

superiores a los criterios de calidad de agua dulce, con riesgo grave para la vida acuática. En 

el arroyo Horqueta, las concentraciones de CPF triplicaron los niveles máximos para agua 

dulce durante el período de aplicación, lo que podría poner en riesgo a la fauna acuática. En 

el valle del río Neuquén, fuera del sitio de aplicación de los plaguicidas utilizados en la 

actividad agrícola, se realizó una evaluación de la migración de residuos de pesticidas. Los 

resultados mostraron la presencia de residuos en el suelo, en aguas superficiales y en aguas 

subterráneas poco profundas. La frecuencia de detección más alta en aguas (superficial y 

subterránea) se encontraron para azinfos- metílico y CPF (> 70 %) (Villaamil Lepori et al. 

2013) 

Los datos sobre concentraciones de plaguicidas en matrices biológicas dan idea de la 

contaminación en la población general de nuestro país. Por ejemplo, se encontró en 

muestras de leche de puérperas del Hospital Materno Infantil Ramón Sardá (provincia de 
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Buenos Aires), que el 91.5 % de las 248 muestras estudiadas tenía residuos de por lo menos 

un plaguicida (Villaamil Lepori et al. 2013). Además, se ha reportado la exposición a 

pesticidas anticolinesterásicos en mujeres y niños que viven en proximidades a las zonas 

agrícolas de la provincia de Río Negro (Bulgaroni et al. 2011). 

La provincia de Córdoba posee diversas variables geográficas, edafo-climáticas y 

económico-tecnológicas que dan lugar a un fuerte desarrollo agrícola y ganadero; esta 

actividad, acompañada del uso de un importante volumen de plaguicidas, aumentó 

notablemente en los últimos años llegando a utilizar el 48% de la superficie de Córdoba 

(Blanco et al. 2013). Estudios en nuestra provincia alertan del impacto del empleo de 

pesticidas en el medio ambiente y en la salud humana regional. Por ejemplo, tanto en la 

Laguna Mar Chiquita como en el Río Suquía, se hallaron residuos de pesticidas en cantidades 

que superaron los niveles máximos en agua propuestos por la legislación argentina y 

también se detectaron pesticidas en concentraciones elevadas en pejerreyes habitantes de 

dicha laguna (Bonansea et al. 2013; Villaamil Lepori et al. 2013). Así también, se realizó un 

monitoreo citogenético de trabajadores de la provincia expuestos a plaguicidas y se 

encontró una mayor frecuencia de aberraciones cromosómicas en los trabajadores rurales 

en comparación con el grupo testigo, lo cual pone de manifiesto el riesgo que representa la 

exposición a plaguicidas para la salud de esta población (Mañas et al. 2009). 

2.2. 	Definición y clasificación 

Según la Agencia de Protección Medioambiental de Estados Unidos (EPA), un 

pesticida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir, 

repeler o mitigar cualquier plaga. Se entiende por plaga a la aparición de organismos vivos 

en contextos o cantidades no deseadas, o que causan daños 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, y priones, etc. Por lo cual, aunque a menudo se usa incorrectamente para referirse 

sólo a los insecticidas, el término pesticida o plaguicida se aplica también 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 y bactericidas, herbicidas, rodenticidas, 

fitorregu lado res, protectores de madera, etc. Otra forma de clasificarlos es considerar 

aquellos que son pesticidas químicos o que derivan de una fuente o método de producción 

común. Los pesticidas químicos se clasifican en carbamatos, organoclorados (OC), 

organofosforados (OP), piretroides, etc. (Environmental Protection Agency 2014). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado una clasificación de los 

plaguicidas según su capacidad de producir daño agudo, basada en el valor de la dosis letal 

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

experimentación, determinada en ratas por vía oral o dérmica (en términos de mg/kg del 

peso del animal). Así, la OMS clasifica los plaguicidas según un orden creciente de DL50 

desde el grupo la (Extremadamente peligrosos), lb (Altamente peligrosos), II 

(Moderadamente peligroso), III (Ligeramente peligroso) hasta el U (Improbable que presente 

un grave peligro). Esta clasificación está referida a los principios activos, sin embargo la 

clasificación final de cualquier producto está dada por la formulación real, la cual debe 

basarse en los datos de toxicidad obtenidos por el fabricante para esa formulación (Fattier 

2010). Es importante señalar que las formulaciones de plaguicidas además del principio 

activo incluyen sustancias transportadoras, diluyentes como solventes orgánicos, aditivos e 

impurezas, que pueden tener potencial tóxico por sí mismas (Karalliedde et al. 2003). Por 

otro lado, la información que brinda esta clasificación está sólo asociada con el riesgo agudo 

para la salud, las evaluaciones de otros efectos, como el cáncer, requieren otro tipo de 

estudios (Fattier 2010). 

2.3. 	Características generales de plaguicidas OP 

Los pesticidas OP integran un grupo de compuestos químicos utilizados desde 1930 

para la protección de los cultivos, de la ganadería, de la salud humana y también como 

agentes de guerra. Sin embargo, su uso incrementó rápidamente en los años 70, cuando se 

prohibió la aplicación de plaguicidas OC como el Diclorodifeniltricloroetano (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-Quezada et al. 2013). 
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Estructuralmente los plaguicidas OP son ésteres del ácido fosfórico y sus derivados y 

pueden ser representados en forma genérica como se indica en la siguiente figura. 

Fig. 10. Estructura general de los OP. Un átomo de fósforo central (P) está unido mediante un doble 
enlace al átomo de oxígeno o azufre y por enlace simple a (X), que representa al grupo "saliente" (el 
más sensible a la hidrólisis), y a Rl y R2 que son generalmente grupos alcoxis u otros sustitutos 
químicos. 

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 

que se sustituye (por sustitución nucleofílica) por el oxígeno de la seria del sitio activo de la 

AchE a tal fin. En agentes de guerra muy tóxicos X contiene flúor, que tiene una alta 

tendencia a la hidrólisis y de este modo la inhibición enzimática es extremadamente alta. En 

OP menos tóxicos, el grupo saliente por lo general contiene grupos alquilo o arilo. La 

configuración más activa de OP, que se une al sitio activo de la AchE, contiene una 

estructura oxón, es decir con el P central unido a un átomo de oxígeno. Sin embargo, la 

mayoría de los nuevos plaguicidas OP poseen la estructura tión, donde el P se encuentra 

unido a azufre. En este caso, la activación metabólica con las enzimas CYPs deben primero 

metabolizar el tión a oxón para que el OP actúe como inhibidor de la AchE (Elersek y Filipic 

2011). 

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizó el CPF (0,0-dietil o-(3,5,6-tricloro-

2-piridil fosforotioato), uno de los pesticidas más 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 lipofílica que 

pertenece a la familia de plaguicidas OP (Peris-Sampedro et al. 2014), posee acción 

insecticida de amplio espectro y necesita de su activación por transformación biótica de tión 

a oxón para poder unirse covalentemente al sitio activo de la AchE (Fig. 11) (Solomon et al. 

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

Según su toxicidad aguda, la OMS clasifica a CPF como moderadamente peligroso 

(Tipo II) (Fattier 2010). En el medioambiente posee corta a moderada persistencia como 

resultado de varias vías de disipación que podrían ocurrir simultáneamente, como la 

volatilización, fotólisis, hidrólisis abiótica, y la degradación microbiana (Solomon et al. 2014). 

2.4. Exposición humana a pesticidas 

Los plaguicidas pueden transportarse en el ambiente dependiendo de las 

condiciones climáticas, las características morfológicas de la superficie vegetal y de las 

características fisicoquímicas del tóxico utilizado (Enriquez 2000). Se ha reportado que del 

total de plaguicidas aplicados, solo el 1% llega a las plagas (Gavrilescu 2005), siendo la deriva 

una ruta importante de ingreso de estos tóxicos al medioambiente (Gil y Sinfort 2005). A su 

vez, la persistencia de los plaguicidas en el ambiente depende de la eficiencia de los 

procesos de degradación natural, como la biodegradación, la fotodegradación y la hidrólisis 

química (van der Linden et al. 2009) que, en algunos casos, inducen la transformación de 

estas sustancias en metabolitos con mayor toxicidad (Beifroid et al. 1998; Cavoski et al. 

2008). Por ejemplo, en ambientes naturales el CPF se transforma en 3,5,6-tricloro-2-piridinol 

(TCP), un metabolito con alto riesgo tóxico (Caceres et al. 2007). A diferencia de los 

pesticidas OC, los OP tienen una menor persistencia debido a que los procesos de 

transformación ambiental se efectúan con mayor eficiencia sobre los enlaces fosfoéster de 

estas moléculas. Los valores de vida media son muy variados, a modo de ejemplo, CPF tiene 

una vida media de 94 días, mientras que el diazinón, de 23 días (Morrel et al 1998). 

La exposición humana a pesticidas OP se produce a través de una variedad de 

maneras que involucran el trabajo o la vivienda en proximidades a los campos donde se 

aplican, su uso residencial o industrial, la inhalación o ingestión no dietética de OP presentes 

en el polvillo ambiental, y el consumo de productos que contengan residuos de estos 

CI 
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plaguicidas. Para los niños, se cree que la exposición dietética de OP es la vía de exposición 

predominante. Sin embargo, hace una década, la exposición por el uso residencial de 

plaguicidas OP resultó ser también una vía de exposición significativa. Además, la exposición 

para-ocupacional, es decir, la exposición causada por el contacto con una persona 

ocupacionalmente expuesta o con artículos con los que esta persona ha estado en contacto 

tales como ropa o superficies, sigue siendo una importante vía de exposición en niños o 

cónyuges de agricultores o trabajadores agrícolas (Munoz-Quezada et al. 2013). 

Los plaguicidas que ingresan al organismo, independientemente de la vía, deben 

atravesar diversas barreras como la piel, las mucosas, el epitelio pulmonar o el del tracto 

gastrointestinal. Los pesticidas se distribuyen en los órganos y compartimentos del 

organismo a través de la circulación con una velocidad que depende de las propiedades 

fisicoquímicas y las características tóxico-cinéticas propias del plaguicida, de la irrigación 

sanguínea, del pH tisular, del contenido de lípidos y de agua de cada órgano, etc. La 

metabolización de OP ocurre principalmente en el hígado. Sin embargo todos los tejidos 

expresan al menos algunas de las enzimas metabolizantes de xenobióticos, por lo que en 

menor proporción también ocurre en otros tejidos como cerebro, intestino, piel y placenta 

(Castro 1985). 

En términos generales, los pesticidas OP pueden ser metabolizados a su forma oxón, 

más tóxica, que puede reaccionar con la AchE, liberando su metabolito específico. Si el 

plaguicida pierde sus cadenas laterales de carbono, la unión a la AchE se convierte en 

irreversible, que es el caso más frecuente. Si un pesticida OP no se une a la AchE, puede ser 

hidrolizado enzimáticamente a través de la enzima paraoxonasa (PON), o se hidroliza de 

forma espontánea para formar metabolitos específicos del pesticida y metabolitos 

dialquilfosfatos (DAP) no específicos. Estos metabolitos o sus conjugados glucuronidados o 

sulfatados se excretan principalmente en la orina. La vida media de pesticidas OP en el 

cuerpo varía para cada plaguicida pero está en el intervalo de 24-48 h. También se cree que 

una pequeña parte de algunos de estos plaguicidas puede ser secuestrada en los lípidos 

almacenados en el cuerpo (Munoz-Quezada et al. 2013). 

Los plaguicidas también pueden ingresar al organismo a través de la vía intrauterina. 

Se han detectado OP en líquido amniótico (Bradman et al. 2003), sangre de cordón (Huen et 

al. 2012) y meconio (Ostrea et al. 2009; Ostrea et al. 2002). La transferencia de estos tóxicos 

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 exposición de cada tejido respecto al plasma materno, 

sugieren que la placenta funciona como un depósito temporario de tóxicos OP (Abu-Qare et 

al. 2000). 

2.5. Biomarcadores asociados a OP 

La exposición a los pesticidas OP se puede evaluar a través de cuestionarios, 

mediciones ambientales y biomonitoreo, este último es cada vez más común. Las 

mediciones de biomonitoreo utilizadas para evaluar la exposición a plaguicidas OP incluyen 

la detección de la actividad de la AchE, la medición de los metabolitos urinarios específicos y 

no específicos, y la medición del plaguicida de origen en la sangre. Las mediciones de 

pesticidas en sangre proporcionan evidencia inequívoca de la exposición, pero a menudo son 

difíciles de obtener debido a la reactividad biológica de los pesticidas. Además, los niveles 

encontrados son típicamente tres órdenes de magnitud más baja que los niveles de sus 

metabolitos urinarios, lo que complica adicionalmente su medición. La evaluación de la 

exposición más utilizada consiste en la determinación de metabolitos DAP, de metabolitos 

específicos de plaguicidas tales como el TCP (metabolito de CPF y CPF-metil) o de pesticidas 

solubles en la orina (Black y Read 2013; Munoz-Quezada et al. 2013). 

Además de los biomarcadores de exposición, existen biomarcadores de 

susceptibilidad que se han medido y utilizado para ayudar a evaluar la asociación entre la 

exposición a los pesticidas OP y el neurodesarrollo. El biomarcador de susceptibilidad más 

estudiado para las exposiciones a OP son los polimorfismos en el gen que codifica a la 

enzima PON 1, algunos de los cuales se encuentran relacionados a cambios en su expresión y 

actividad (Tsatsakis et al. 2011; Tsatsakis et al. 2009), alterando así la capacidad de una 

persona para desintoxicar los pesticidas OP. Uno de estos polimorfismos conduce a un 

cambio en el aminoácido 192 de Glu/Arg 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 exposición a OP. 

Las actividades de la AchE eritrocitaria y de la butirilcolinesterasa plasmática se utilizan como 

marcadores biológicos en ambientes clínicos y ocupacionales. El biomarcador de efecto más 

utilizado para la exposición a plaguicidas OP es la disminución funcional en la actividad AchE, 

principalmente utilizado para monitorear la exposición aguda de los trabajadores agrícolas. 
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Sin embargo, su uso requiere la evaluación de los niveles de actividad basales y se cree que 

es sensible sólo frente a altas exposiciones. Además, 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 niños ya que la mayoría de ellos se 

cree que son el resultado de la interferencia de vías dopaminérgicas o serotoninérgicas 

durante el desarrollo a niveles de exposición que no causan inhibición apreciablede la AchE 

(Munoz-Quezada et al. 2013). 

2.6. Toxicidad de pesticidas OP sobre la salud humana 

Miles de casos de intoxicación por OP han sido reportados en el pasado y 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. Se estima que hay más de tres millones de 

casos y más de 250.000 muertes al año 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 blanco de los OP, tiene una distribución 

tisular variada con notable presencia en tejidos no neuronales, inclusive en placenta 

(Bhuiyan et al. 2006). Los OP ejercen sus efectos tóxicos agudos principalmente mediante la 

unión covalente a la enzima AchE, donde la fosforilación o fosfonilación del residuo seria de 

su sitio catalítico la inactiva. La dificultad de la AchE inhibida para hidrolizar el 

neurotransmisor acetilcolina (Ach) resulta en una exacerbación de las sinapsis muscarínicas 

(sudoración profusa, diarrea, calambres abdominales, bradicardia, salivación, 

broncoconstricción, etc.) y nicotínicas (fasciculaciones musculares, calambres, disfunción 

muscular severa, etc.). La secreción excesiva en el tracto respiratorio, la parálisis de los 

músculos respiratorios y la alteración 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 neuropática, fosfolipasa involucrada 

en el metabolismo fosfolipídico, el crecimiento neurona¡ y la diferenciación neuronal (Terry 

2012). La fosforilación de ésta por OP es similar a la observada en AchE, y conlleva a la 

degeneración axonal (Loiti y Moretto 2005), pudiendo producir una polineuropatía que 

ocurre 2-3 semanas posteriores a una única exposición 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). 

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

superfamilia de serina-hidrolasas, como las citadas anteriormente, el análisis de una 

variedad de proteínas por espectrometría de masa permitió la identificación de la unión 

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

proteínas pueden ser modificadas por los OP (Terry 2012). 

Si bien está establecida la causa de la neurotoxicidad aguda causada por OP, el 

impacto en la salud inducido por su exposición crónica sigue siendo controvertido. Un 

número importante de productores manifiestan problemas de salud crónicos que ellos 

atribuyen a la exposición repetida a los OP (Povey 2010). Además, estudios recientes 

sugieren mecanismos adicionales independientes de los efectos colinérgicos, ya que se 

observan interferencias con el desarrollo neurológico normal con concentraciones inferiores 

a las que afectan a la transmisión colinérgica. Por ejemplo, el CPF y el diazinón provocan 

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 

y no con sus metabolitos oxón, que son los principales responsables de la inhibición de la 

AchE (Androutsopoulos et al. 2013). 

Muchos estudios revelan efectos adversos sobre el desarrollo neurológico de niños a 

causa de la exposición a plaguicidas OP, especialmente a nivel cognitivo, conductual 

(principalmente relacionado con problemas de atención) y motor (Munoz-Quezada et al. 

2013; Polanska et al. 2013). Por ejemplo, la exposición durante el desarrollo al insecticida 

CPF es actualmente un tema de preocupación para la salud infantil dada su actividad 

neurotóxica en dosis bajas. Ratones expuestos a CPF en el útero y/o en el desarrollo 

temprano presentan respuestas sociales y emocionales afectadas de manera diferente para 

ambos sexos, lo cual llevó a proponer a CPF como un disruptor neuroendocrino y 

posiblemente un factor de riesgo para los trastornos del neurodesarrollo en los niños 

(Veneros¡ et al. 2012). Por otro lado, muchos trabajos realizados para determinar los efectos 

neurotóxicos de la exposición a largo plazo a niveles bajos de OP en lugares de trabajo, han 

encontrado una asociación significativa con el deterioro de la función neuroconductual, de 

pequeña a moderada magnitud, principalmente en las funciones cognitivas, tales como la 

actividad psicomotora, función ejecutora, la capacidad visuoespacial, el trabajo y la memoria 
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visual (Ross et al. 2013). Además, la asociación entre la exposición a OP y la demencia, 

principalmente asociada a la enfermedad de Alzheimer, está siendo muy estudiada pero aún 

es controversia¡ (Zaganas et al. 2013). 

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

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

actualidad se están investigando activamente sus efectos tóxicos en otros sistemas. En este 

sentido, se ha observado que los plaguicidas OP afectan el metabolismo celular de hidratos 

de carbono y lípidos y 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 gránulos de insulina y glucagón mediada por un aumento de los niveles de 

calcio citosólico libre como resultado de la activación continua de la señalización mediada 

por la PKC luego de la unión de Ach a los receptores muscarínicos M3 en células 

pancreáticas. La inducción de estrés oxidativo por OP a través del desequilibrio del estado 

oxidativo de las células puede reducir la secreción de insulina estimulada por la glucosa, lo 

que resulta en aumento de los niveles de glucosa en suero (Androutsopoulos et al. 2013). 

Por otro lado, los pesticidas OP son capaces por sí mismos de interferir con la función 

endócrina mediante la inhibición de la unión de las hormonas tiroideas a sus 

correspondientes receptores. También reducen el metabolismo de estradiol y perturban su 

función normal mediante la inhibición potente de enzimas CYP450. CPF además es capaz de 

inhibir la esteroidogénesis adrenal, afectando así el estado hormonal. La inhibición de la 

AchE en el hipotálamo después de la exposición a OP altera la tasa de secreción de la 

hormona liberadora de gonadotropinas, que en última instancia afecta a la secreción de las 

hormonas hipofisarias que estimulan las gónadas, tales como la FSH y la LH. La actividad 

colinérgica en el cerebro también aumenta la secreción hipofisaria de prolactina 

(Androutsopoulos et al. 2013). 

Actualmente algunas evidencias sugieren que la exposición a los pesticidas OP, en 

niveles tanto ocupacionales como ambientales, puede relacionarse con la disminución de 

parámetros de calidad del esperma, en especial con la concentración de espermatozoides 

(Martenies y Perry 2013). También se han observado asociaciones entre algunos productos 

químicos específicos dentro de los plaguicidas OP y una variedad de cáncer en humanos 

(Alavanja y Bonner 2012). Finalmente, si bien existen estudios que indican que algunos 

pesticidas pueden afectar el sistema inmunológico, en general, los estudios epidemiológicos 
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existentes son insuficientes para elevar conclusiones sobre el riesgo inmunotóxico asociado 

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

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

Existen estudios que sugieren un mayor riesgo de abortos espontáneos, bajo peso al 

nacer, RCIU y parto prematuro en mujeres embarazadas expuestas a plaguicidas OP 

(Adhikari et al. 2011; Dabrowski et al. 2003; Eskenazi et al. 2004; Leva rio-Carrillo et al. 

2004a; Rita et al. 1987; Stillerman et al. 2008; Whyatt et al. 2005). Sin embargo, el efecto de 

estos tóxicos sobre la gestación, el desarrollo fetal y la placenta, permanecen controvertidos 

(Eaton et al. 2008). Así, un estudio reciente ha revisado la información epidemiológica 

existente y concluye que no existen suficientes evidencias que permitan establecer una 

asociación consistente entre niveles de exposición in útero a CPF y el peso, la talla o la 

circunferencia cefálica del recién nacido (Mink et al. 2012). Aunque se requieren estudios 

epidemiológicos para la evaluación del riesgo, estos presentan algunas limitaciones como la 

dificultad para descartar la exposición a otras sustancias tóxicas u otros factores, para 

demostrar la causalidad, o para obtener medidas precisas de la exposición individual al 

tóxico en cuestión (Devlin et al. 2005). Más aún, la evaluación epidemiológica de efectos 

tóxicos como la disminución en la fecundidad de mujeres en edad reproductiva y/o el 

desencadenamiento de abortos muy tempranos (por fallas en la implantación o en el 

desarrollo inicial de la placenta) presenta, además, nuevas limitaciones como la dificultad de 

detectar este tipo de abortos y de demostrar causalidad entre exposición a un tóxico y la 

disminución de la fecundidad (Peiris-iohn y Wickremasinghe 2008). Por lo tanto, con la 

información disponible, no es posible concluir si su uso representa o no un riesgo potencial 

en la gestación temprana. Sin embargo, como se mencionó en la sección anterior (Ver 2.5), 

cada vez más evidencias señalan que la exposición in útero a OP como CPF afecta el 

neurodesarrollo y los índices psicomotores del individuo 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 exposición a pesticidas durante la gestación, y en particular, a los OP 

(Shelton et al. 2014). Además, 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 PON 1, pueden incrementar la susceptibilidad 

de los hijos a desarrollar neurotoxicidad frente a OP (Eskenazi et al. 2014). 

Para el CPF la información disponible sobre la embriotoxicidad también es 

contradictoria. La mayoría de los estudios realizados, que siguen las directrices de las guías 

OECD (Organization for Economic Cooperation y Development) para la evaluación de la 

toxicidad reproductiva, han reportado embriotoxicidad sólo a dosis con las cuales se genera 

alta toxicidad materna. Sin embargo, otros estudios han informado que las inyecciones de 

CPF por vía subcutánea en ratas, durante diferentes períodos gestacionales, reducen 

irreversiblemente el contenido de dopamina en la corteza cerebral y en el hipocampo, dos 

regiones clave del cerebro implicadas en el aprendizaje y la memoria. Las discrepancias 

mencionadas podrían explicarse sobre la base de la ruta de exposición. En efecto, las 

directrices de la OECD consideran exclusivamente la exposición oral donde, al pasar por el 

hígado materno, el CPF administrado podría bioactivarse masivamente a su oxón, que es un 

inhibidor más potente de la AchE, y causar signos clínicos colinérgicos antes de alcanzar 

concentraciones embriotóxicas. La exposición laboral humana es en esencia inhalatoria o 

dérmica, lo cual podría implicar que mayores concentraciones de CPF alcancen el embrión 

sin producir signos de toxicidad materna. Recientemente, un estudio in vitro demostró que 

CPF y sus metabolitos son más citotóxicos para las células madre embrionarias que para los 

fibroblastos, y que pueden alterar significativamente la expresión de genes con capacidad 

probada para detectar la exposición a embriotóxicos, en concentraciones con baja o nula 

citotoxicidad (Estevan et al. 2013). 

Como se señaló (Ver Introducción: Primera Parte, sección 1.6), la placenta cumple un 

rol muy importante frente a la exposición o protección del feto a tóxicos actuando, ya sea, 

como barrera de protección o metabolizando los tóxicos (Magnarelli y Guiñazú 2012; 

Nicholson 2013; Pavek y Smutny 2013). Además, el delicado balance de interacciones entre 

programas endógenos de expresión génica y señales externas, responsable del desarrollo y 

diferenciación de la placenta, puede ser alterado debido a la exposición a bajos niveles de 

contaminantes ambientales (Myllynen et al. 2005). Si bien muchos estudios han demostrado 

la presencia de OP o sus metabolitos en la placenta, líquido amniótico o cordón umbilical, 

pocos han analizado los efectos que causan estos pesticidas en la placenta. En este sentido, 

se ha reportado que la exposición 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 

modifican el metabolismo de fosfoinosítidos y la actividad PI-4 quinasa en la placenta (Souza 

et al. 2004) y que CPF induce apoptosis en las células JAR a través de un mecanismo de 

señalización que no depende de FAS / TNF, de la activación de caspasas o de la inhibición de 

la AchE (Saulsbury et al. 2008). Recientemente se observó en placentas de mujeres que 

viven en una zona rural de la Patagonia argentina recolectadas en temporada de aplicación 

de plaguicidas, que la frecuencia de expresión de la citoquina antiinflamatoria IL-13 y las 

actividades de las enzimas arginasa y ornitina descarboxilasa, implicadas en la reparación del 

tejido, fueron inducidas en el STB y en las células endoteliales (Bulgaroni et al. 2013). A nivel 

histológico, Levario-Carrillo et al. han descripto cambios en la estructura de la vellosidad 

coriónica inducidos por pesticidas in vivo tanto en ratas como en humanos (Levario-Carrillo 

et al. 2004a; Leva rio-Carrillo et al. 2001). 

Sin dudas, una mejor comprensión de las patologías placentarias más comunes y las 

consecuencias de la exposición a tóxicos es de suma importancia para el avance del cuidado 

de la salud materno-fetal adulta. El estudio de esta problemática requiere de la concurrencia 

de diferentes abordajes. En esta tesis se pretende evaluar el efecto del pesticida OP CPF 

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

 

Tal como se señaló en la Introducción, la placenta cumple un rol central en el 

mantenimiento del embarazo; su desarrollo requiere una adecuada interacción entre 

programas endógenos y señales externas que convergen en la regulación de la expresión de 

genes; y su funcionalidad puede ser alterada por xenobióticos que llegan a través de la 

sangre materna. 

La exposición a pesticidas OP ha incrementado notablemente para proteger las 

cosechas y mantener los ambientes libres de insectos. Si bien, los efectos tóxicos más 

conocidos de estos pesticidas son su neurotoxicidad debida a la inhibición de las enzimas 

AchE y esterasa neurotóxica, se ha demostrado que también pueden provocar una acción 

tóxica directa sobre otros tejidos y mediante mecanismos independientes de la inhibición 

enzimática. 

Algunos estudios epidemiológicos han asociado la exposición de embarazadas a 

pesticidas OP con abortos espontáneos, parto prematuro, bajo peso al nacer o RCIU y 

deterioro del neurodesarrollo e índices psicomotores. Sin embargo, el impacto de los 

mismos sobre la gestación es aún controversia¡ y son muy escasos los estudios que han 

evaluado directamente su efecto sobre las células y el tejido placentario. 

En este contexto, la caracterización de los posibles daños celulares y moleculares 

ocasionados por los OP sobre las células trofoblásticas, principales ejecutoras de las 

funciones placentarias, y el conocimiento de los mecanismos involucrados, podría contribuir 

a la interpretación del impacto que la exposición ambiental a estos pesticidas ejerce sobre la 

salud materno-fetal. 

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

planteó la siguiente hipótesis: 

"La exposición a plaguicidas OP afecta las funciones de los trofoblastos, la expresión 

de genes asociados a ellas, y la estructura de las vellosidades coriónicas de la placenta 

humana". 
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OBJETIVOS 

Para evaluar la hipótesis planteada, y reconociendo la importancia de realizar 

estudios toxicológicos en modelos celulares y tejidos humanos in vitro que permitan asociar 

directamente los efectos observados a un tóxico en particular, en este trabajo de Tesis 

Doctoral se propuso como Objetivo General: 

"Caracterizar los efectos de pesticidas OP sobre la placenta humana empleando 

modelos in vitro". 

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

modelo de pesticida OP, y se plantearon los siguientes Objetivos Específicos: 

1. Determinar el impacto de CPF sobre la viabilidad de CTBv y CTBev; 

II. Investigar si CPF altera la diferenciación de los CTBv o la proliferación, migración e invasión 

de los CTBev; 

III. Evaluar el impacto del tóxico sobre la expresión de genes/proteínas relevantes para la 

fisiología trofoblástica; 

IV. Estudiar posibles mecanismos moleculares involucrados en los efectos observados; 

V. Caracterizar el efecto de CPF sobre la estructura de las vellosidades canónicas. 

Los objetivos 1 y  II pretenden determinar si los CTBv y/o CTBev son susceptibles o 

resistentes al efecto citotóxico de CPF descripto en otros tipos celulares, y si el mismo 

interfiere con alguno de los procesos esenciales que llevan a cabo los trofoblastos vellosos y 

extravellosos. Mediante los objetivos III y IV se pretende identificar moléculas que puedan a 

futuro evaluarse como posibles biomarcadores de daño o susceptibilidad frente a CPF y que 

permitan explicar, al menos en parte, la respuesta de los trofoblastos frente al tóxico. 

Finalmente, el último objetivo pretende evaluar el posible efecto tóxico del pesticida en la 

estructura de la vellosidad placentaria y determinar la influencia del contexto tisular en la 

susceptibilidad de los CTBv al plaguicida. 
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MATERIALES y MÉTODOS 

1. CPF: Modo de uso y controles 

Se utilizó CPF (0,0-dietil o-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotioato) (CAS#2921-88-2) 

con una pureza del 99,5% de la compañía química Sigma (St. Louis, MO, USA). Se prepararon 

soluciones stock 0,25 M (molar) utilizando como solvente al dimetilsulfóxido (DMSO), debido 

a su baja solubilidad en medios acuosos. Se almacenaron a -20°C y  se evitaron ciclos de 

congela miento-descongelamiento. Los residuos generados fueron inactivados en solución de 

hidróxido de sodio 10 % p/v. 

Las diluciones finales para realizar los tratamientos sobre los cultivos fueron hechas 

directamente con el medio de cultivo e inmediatamente antes de utilizarlas. Para todos los 

modelos de cultivo empleados en esta Tesis se incluyeron controles sin el tóxico, con DMSO 

y sin DMSO. En los primeros se empleó DMSO en una concentración porcentual equivalente 

a la presente en las células expuestas a CPF en la máxima dosis utilizada. En los controles sin 

DMSO se colocó solo medio de cultivo sin la presencia del tóxico ni de su vehículo. De esta 

forma se pudo asegurar que las alteraciones observadas en los parámetros estudiados eran 

sólo a causa de la exposición a CPF (en la sección Resultados se muestran los controles 

correspondientes a las muestras tratadas con DMSO). La proporción de DMSO fue del 0,02%, 

0,04% y 0,08% (y/y) para los experimentos donde la concentración máxima de CPF fue de 50 

hM, 100 iiM y  200 siM, respectivamente. Cabe señalar que las concentraciones empleadas 

son mucho menores a la concentración citotóxica de DMSO reportada para células 

trofoblásticas (2%) y a las concentraciones que inhiben la diferenciación de las mismas (> 

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

2. Líneas celulares eucariotas: JEG-3, BeWo y HTR-8/SVneo 

2.1. 	Cultivo y exposición a CPF o H202  

Las líneas celulares empleadas en los distintos experimentos se cultivaron en 

atmósfera de CO2  5% y/y 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) y suero fetal bovino (SFB) (PAA 

o Natocor) al 10% y/y. 

BeWo, derivada de coriocarcinoma humano: DMEM-F12 (Gibco) 

suplementado con 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina, 0,4 mM de 

glutamina (PAA) y SFB al 10% y/y. 

HTR-8/SVneo, trofoblastos de primer trimestre inmortalizados (Graham et al. 

1993): DMEM-F12 suplementado con 0,05 mg/mL de gentamicina (Schering-Plough) y SFB al 

10% y/y. 

Para repicar, las células se lavaron 2 o 3 veces con tampón fosfato salino (PBS: NaCI 8 

g/L; KG 0,2 g/L; Na2 HPO4  1,4 g/L y KH 2 PO4 0,2 g/L pH 7,4) y posteriormente se trataron con 1 

mi- de tripsina 0,05% p/v (Gibco) 2 a 5 minutos (mm) a 37 °C. Una vez desprendidas las 

células, se agregó 1 mi- del medio suplementado al 10% y/y con SFB a fin de inhibir la 

tripsina. Posteriormente se cuantificaron en cámara de Neubauer tiñendo una alícuota de la 

suspensión celular con azul de tripán (colorante que puede ingresar solo en las células 

muertas) y observando en microscopio de contraste de fase. Se contaron solo las células 

viables y se dividieron de acuerdo al número de placas necesarias o se congelaron 

gradualmente a -80°c en 10% y/y de DMSO. 

Para la realización de los tratamientos con CPF o H202  se sembró la cantidad de 

células necesarias para obtener luego de 24 h una confluencia de entre 70 y  80%. Dicho 

número de células debió optimizarse y dependió de la línea celular y del modelo de placa a 

utilizar (Ver detalles en ítems correspondientes a los diferentes experimentos específicos). 

Una vez obtenida dicha confluencia se realizaron los tratamientos con CPF y sus respectivos 

controles o con H202, en medio de cultivo equivalente al correspondiente para cada línea 

celular, pero disminuyendo diez veces la cantidad de SFB a fin de reducir la interacción del 

pesticida con proteínas séricas y su posible hidrólisis (Qiao et al. 2001; Saulsbury et al. 2008). 

Se verificó que la reducción del SFB no inducía muerte en las líneas celulares empleadas. 

Finalmente el medio de cultivo con el tratamiento correspondiente se renovó cada 24 h. 

2.2. 	Exposición de las células JEG-3 a N-acetilcisteína (NAC) 

Las células fueron crecidas al 70-80% de confluencia y se incubaron con 10 mM de 

NAC en su correspondiente medio de cultivo durante 2 h, luego se les retiró el mismo y se 
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les agregó medio nuevo con las respectivas concentraciones de CPF o sus controles junto 

con 10 mM de NAC. Se incubaron durante 24 h. Cabe agregar que la concentración de NAC 

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

	

2.3. 	Silenciamiento de las células JEG-3 con ARN pequeños de interferencia 

(siARN) 

Células JEG-3 (250.000 por pocillo) se cultivaron en su correspondiente medio de 

cultivo (Ver ítem 2.1) en multiplacas de 6 pocillos con un volumen final de 2 mL. Luego de 24 

h las células se lavaron con PBS y se transfectaron con siARN específicos para KLF6 (Ambion 

ld#9700) en una concentración final de 25 nM, para NRF2 (Santa Cruz sc-44332, pool de 3 

sIARNs específicos de 19-25 nucleótidos) en una concentración final de 10 nM, para 0-hCG 

(Santa Cruz sc-39540, siARN de 19-25 nucleótidos) en una concentración final de 50 nM, o 

con una mezcla de ARN pequeños al azar (SCB, Ambion) en cantidades equivalentes, como 

control. Se utilizó 3 L del reactivo comercial RNAiMAX (Invitrogen) en un volumen final de 

700 dL por pocillo del medio de cultivo OPTI-MEM (Gibco) con 10% y/y de SEB libre de 

antibióticos, según el protocolo recomendado por el fabricante. 

3. Cultivos a partir de placentas humanas normales a término 

Los cultivos se realizaron a partir de placentas humanas a término (37-41 semanas de 

gestación) obtenidas en el Hospital Privado de Córdoba capital, de pacientes no 

identificados, con la aprobación del Comité de Estudios Humanos de dicho centro. Se solicitó 

que las mismas provengan de embarazos sin patologías asociadas como preeclampsia, 

diabetes gestacional, hipotiroidismo, etc. Además se utilizaron sólo las obtenidas por 

cesáreas, 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 

procesaron, las placentas se colocaron en un frasco estéril cubierto con hielo. 

	

3.1. 	Explantos vellosos: Obtención, cultivo y exposición a CPF 

El tejido se procesó dentro de los aproximadamente 30 min posteriores al 

alumbramiento. Para ello inicialmente de realizaron sucesivos lavados y disecciones, para 

luego retirar la porción correspondiente a la decidua, a fin de quedarse sólo con la porción 
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vellosa. Se lavó con solución fisiológica estéril reiteradas veces para eliminar la sangre 

contenida en el tejido. Se cortaron trozos de tejido cada vez más pequeños y se lavaron 

exhaustivamente hasta obtener trozos de muy pequeño tamaño (1-1.5 milímetros cúbicos) 

libres de calcificaciones, infartos, coágulos, fibrosis y vasculatura visible. 

Posteriormente los explantos obtenidos se colocaron en placas de 24 pocillos en una 

proporción de 3 explantos por 1 mi- (por pocillo) de medio de cultivo DMEM-F12 

suplementado con antibióticos (estreptomicina 0,1 mg/mL. penicilina 100 U/mL) y SFB al 

10% y/y y se cultivaron a 37°C en atmósfera de CO2  5% y/y. Luego de 8 h se procedió a 

cambiar el medio de cultivo realizando los tratamientos con CPF o sus respectivos controles 

en las concentraciones especificadas en la sección de Resultados correspondiente. Los 

tratamientos se realizaron durante 36 h. 

La puesta a punto de estos cultivos se realizó gracias a la ayuda del equipo de trabajo 

de la Dra. Estela Bevilacqua en el Laboratorio de Biología Celular y Desarrollo del Instituto de 

Ciencias Biomédicas de la Universidad de San Pablo, Brasil. 

3.2. 	Purificación de CTBv 

Se procedió de forma equivalente a la descripta para la obtención de explantos 

vellosos. Se tomaron entre 17 y  20 g de explantos libres de calcificaciones, infartos, 

coágulos, fibrosis y vasculatura visibles y se lavaron 3 veces con solución salina balanceada 

(HANKS lx o HBSS) libre de calcio y magnesio. Se eliminó el sobrenadante y se realizaron 3 

incubaciones de 30 min con agitación (80 rpm) a 37 °C en tampón de digestión (10 mi- de 

Tripsina Gibco 5% p/v en HANKS lx, 2 mi- de penicilina 10.000 U/mL / estreptomicina 10 

mg/mL, 5 mi- de HEPES 1 M, 0,85 mi- de MgSO4  1 M, 10 pL de CaCl2  10 MM, 10.000 UI 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 tripsinización se 

realizó en 70 mi- del tampón y finalizado el tiempo de incubación se dejó decantar los 

explantos y se tomaron 35 mi- de sobrenadante. A los 35 mi- remanentes de sobrenadante 

de la primera tripsinización se le agregaron 70 ml- de tampón de digestión y, luego de la 

incubación con agitación, se recuperó el sobrenadante por completo. Finalmente, la última 

incubación se realizó en 60 mi- del tampón. En todos los casos la acción de la tripsina en los 

sobrenadantes fue bloqueada por el agregado de SFB al 10% y/y inmediatamente después 

de recogidos. Los sobrenadantes neutralizados se centrifugaron por 10 min a 850 rcf (fuerza 



MATERIALES y MÉTODOS 

g) a temperatura ambiente en tubos Falcon de 15 mL, obteniéndose un pellet compuesto 

por 2 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 glóbulos rojos. Los 

sobrenadantes de las centrifugaciones se eliminaron y los pellets fueron resuspendidos en 

1,5 mL de DMEM suplementado con antibióticos. Estas resuspensiones fueron filtradas en 

una malla metálica de 100 tim a fin de eliminar agregados de células y posibles fibras 

remanentes y se llevó a un volumen final de 50 mL con DMEM suplementado con 

antibióticos. Posteriormente se alicuotó en 4 tubos con 12,5 mL que fueron centrifugados a 

850 rcf a temperatura ambiente por 10 mm. Los sobrenadantes se descartaron y los pellets 

se resuspendieron en 0,5 mL de DMEM suplementado con antibióticos, obteniendo un 

volumen final de aproximadamente 3 mL que se sembraron en un gradiente de Percoll (GE 

Healthcare). El gradiente se obtuvo preparando un rango de Percoll en HANKS 

suplementado con antibióticos, que van del 70% al 5%, escalonando de 5 en 5, sembrando 

2,5 mL de cada concentración. Una vez sembrados cuidadosamente los 3 mL de muestra en 

la superficie del gradiente, se centrifugó a temperatura ambiente por 35 min a 1200 rcf, sin 

freno. En la zona del gradiente que corresponde a un 40% de Percoll se observó la presencia 

de un anillo blanquecino correspondiente a las células trofoblásticas. Cuidadosamente se 

eliminó la parte superior del gradiente y se recuperó la porción correspondiente (entre 8 y 

10 mL) en un tubo Falcon de 15 mL llevando a volumen final con DMEM suplementado con 

antibióticos. Se centrifugó 10 min a temperatura ambiente a 850 rcf y se observó un pellet 

blanco que fue lavado 2 veces en DMEM suplementado con antibióticos y finalmente 

resuspendido en un volumen de 5 mL. El número de células citotrofoblásticas obtenidas y su 

viabilidad se estimó en cámara de Neubauer tiñendo una alícuota de la suspensión celular 

con azul de tripán y observando en microscopio de contraste de fase. La pureza de la 

población celular se evaluó mediante inmunotinción de citoqueratina 7, marcador 

trofloblástico, obteniendo cultivos de más del 95% de pureza. Con el fin de obtener mayor 

número de CTBv viables, el procedimiento hasta aquí descripto fue realizado en un mismo 

día con una duración de aproximadamente 12 h y con una recuperación aproximada de 

entre 12 y  30 millones de células por gradiente de Percoll. 
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3.3. 	CTBv: Cultivo y exposición a CPF 

Los CTBv purificados a partir de placentas normales a término y cultivados in vitro, no 

proliferan en cultivo sino diferencian espontáneamente en presencia de 10% y/y de SFB a 

estructuras tipo sinciciales (Douglas y King 1990; Morrish et al. 1997). Dichas células se 

cultivaron a 37°C en atmósfera de CO2  5% y/y en medio de crecimiento para queratinocitos 

(KGM, Gibco) suplementado con antibióticos (estreptomicina 0,1 mg/mL, penicilina 100 

U/mL), SFB al 10% y/y y 5 ng/mL de [GE (Gibco). Este factor de crecimiento se coloca a fin de 

incrementar el tamaño y número de sincicios obtenidos en la diferenciación de los CTBv 

(Morrish et al. 1997). Tres horas posteriores al plaqueo se efectuaron dos lavados con PBS y 

el cambio total de medio, a fin de eliminar posibles fragmentos sinciciales que hayan sido 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 cultivo citado anteriormente (necesario para 

que los CTBv diferencien in vitro) a diferentes tiempos, los cuales se detallan en la sección 

Resultados. Los tratamientos fueron renovados cada 24 h de cultivo. Cabe citar que estas 

células no sobreviven a ciclos de congelado-descongelado. 

	

3.4. 	CTBv: Cálculo del índice de fusión 

A fin de calcular el índice de fusión de los CTBv, estos se expusieron o no a CPF a las 3 

h post-plaqueo sobre vidrios para inmunofluorescencias, durante 64 h totales de cultivo, 

tiempo necesario para que la mayor parte de los CTBv hayan diferenciado a estructuras tipo 

STB. Las células se fijaron y se sometieron a marcaciones con anticuerpos anti-

desmoplaquina (Sigma, dilución 1:400) y con Hoechst 33342 (Molecular Probes), como se 

describe en la sección 8.2, y  luego se cuantificó el número de núcleos en estructuras tipo 

STB, los núcleos totales y la cantidad de estas estructuras. Se analizaron más de 500 núcleos 

por condición en cada experimento independiente proveniente de placentas diferentes y se 

calculó el índice de fusión como: (cantidad de núcleos en STB - cantidad de STB totales) 

¡cantidad de núcleos totales x 100. 
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4. Evaluación de la viabilidad celular 

4.1. Ensayos de MU 

Para realizar los ensayos de reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MU) inicialmente se determinó el número de células 

óptimo para cada tipo celula 

r empleado, realizando una curva de señal de MU en función del número de células, 

eligiéndose el número tal que esté en la zona media del rango lineal. Se utilizaron placas de 

96 pocillos y se sembraron 10.000 células JEG-3 o BeWo, 4.500 células HTR-8/SVneo o 

40.000 CTBv por pocillo, en un volumen final de 100 pi de medio de cultivo. Luego de 24 h 

se expusieron a CPF o sus respectivos controles durante el tiempo de tratamiento deseado. 

Posteriormente se añadieron 10 .iL por pocillo de una solución 5 mg/mL del reactivo MU 

(Sigma) y se incubó durante 2,5 h en estufa de cultivo (37 °C, 5% c02  y/y). Durante este 

tiempo el reactivo ingresa a las células, y enzimas del retículo endoplsmico y mitocondriales 

lo transforman en un producto sólido coloreado (Berridge et al. 1996). Se utiliza para evaluar 

viabilidad celular ya que las células muertas no poseen enzimas activas para realizar dicha 

reacción. Luego de la incubación se quita suavemente el medio de cultivo y se resuspenden 

las células con los cristales formados en 100 p.L de DMSO por pocillo. Se lee la absorbancia a 

560 nm y los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad relativa a la condición 

control, calculado como: % 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 202  durante 24 h, condiciones citotóxicas para los cultivos empleados. 

4.2. 	Tinción con Naranja de Acridina (NA) y Bromuro de Etidio (BE) 

Se colocaron portaobjetos circulares estériles en las placas de cultivo previo a la 

siembra de las células y las mismas se expusieron o no a CPF durante los tiempos indicados 

en la sección Resultados. cumplido el período de exposición, las células se lavaron tres veces 

con PBS y se agregó 20 l.LL de una dilución 1/10 en PBS de la solución madre de NA (100 

ig/mL) y se incubó durante 5 mm. 

El NA (o N,N,N',N'-tetrametilacridina, según IUPAC) es un colorante catiónico 

selectivo para los ácidos nucleicos. lnteracciona con el ADN y el ARN por intercalación dentro 
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de la molécula o por atracción electrostática, respectivamente. Cuando está asociado al 

ADN, el NA es espectralmente similar a la fluoresceína, presentado un máximo de excitación 

a 502 nm y una emisión a 525 nm (en el verde). Cuando está asociado al ARN, la excitación 

máxima deriva a 460 nm (en el azul) y la emisión máxima a 650 nm (en el rojo). Por lo tanto, 

el ADN y el ARN se observan en verde y naranja respectivamente utilizando el filtro para 

observación en verde en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-1J). Las 

células apoptóticas se evidencian por su núcleo, 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 la 

presencia o no de células apoptóticas. 

Posteriormente o simultáneamente se agregó 20 pi de una dilución 1/10 en PBS de la 

solución madre de BE (100 .tg/mL), se incubó durante 5 mm, se lavó con PBS y se 

fotografiaron las imágenes observadas en el microscopio con el filtro para visualización en el 

canal rojo. El BE ingresa a las células y tiñe de rojo fluorescente a los núcleos sólo cuando 

éstas han muerto por necrosis. 

Al trabajar con células vivas, el ensayo se realiza lo más rápido posible para evitar 

muerte celular por causas ajenas al tratamiento específico. 

4.3. 	Tinción con Hoechst 

Luego de realizarse los tratamientos correspondientes, las células fueron fijadas 

durante 10 min a -20°C en metano¡, se disminuyó la autofluorescencia mediante la 

incubación con NH4CI 10 mM durante 10 min y se realizó la tinción con el marcador nuclear 

Hoechst 33342 en una concentración de 5 ig/mL (en PBS) durante 15 mm. Posteriormente, 

se observó la morfología nuclear en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-

U). De esta manera se pueden identificar núcleos con características apoptóticas, como ser 

la compactación de la cromatina y fragmentación nuclear. 

S. Evaluación de la proliferación, migración, e invasión celular 

5.1. Ensayo de proliferación celular basado en la captación de 

Bromodeoxiuridiria (BrdU) 

Se evaluó la proliferación celular mediante el análisis de la incorporación de BrdU 

durante la síntesis de ADN. Se utilizaron placas de 96 pocillos y se sembraron 4.000 células 
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HTR-8/SVneo por pocillo, en un volumen final de 100 L de medio de cultivo. Luego de 24 h 

se expusieron a CPF o a sus respectivos controles durante el tiempo de tratamiento deseado. 

Cuatro horas previas a finalizar la exposición, se agregó BrdU (Molecular Probes) en 

concentración final de 20 mM. Las células se lavaron tres veces con PBS frio y se fijaron en 

3% p/v de paraformaldehído (PFA) durante io mm. Se permeabilizó con 0,01% y/y de Triton 

X-100 en PBS, luego de 10 min se lavaron con PBS-T (PBS conteniendo 0,2% de tween) y se 

trataron con HCI 2N a 37°C durante 30 mm. Se realizaron dos lavados con NaB407  0,1 M y 

luego tres con PBS-T. Posteriormente se realizó el bloqueo en PBS con 0,5% y/y de tween y 

2% p/v de albúmina sérica bovina (BSA) y se incubó con el anticuerpo anti-BrdU (Sigma) 

1/100 durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS-

T e incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de ratón conjugado con Alexa 

Fluor 594 (Invitrogen) en una dilución 1/1000 durante 1 h a 37°C. Se efectuó la coloración 

nuclear con Hoechst (5ig/mL) durante 15 min y finalmente se realizaron los últimos lavados 

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

	

5.2. 	Ensayo de migración celular por cierre de la herida 

Se midió la migración de células HTR-8/SVneo 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 cultivo con una confluencia del 100% y  se realizó una herida con un tip. En dicho 

momento se sacaron fotografías para cuantificar posteriormente el ancho de la herida a 

tiempo O h. Luego de 8 h de cultivo se realizaron nuevas fotografías en las mismas zonas de 

la herida y se cuantificó nuevamente el ancho de la herida con el programa Image J. De cada 

herida correspondiente a cada condición de tratamiento se tomaron al menos cuatro fotos 

en un aumento total de 200X y de cada foto se cuantificó el ancho de la herida en tres 

regiones equidistantes entre sí. Con los datos obtenidos se calculó 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 proliferación al cierre de la herida. Además, a las 18 h ya se 

llegaba a su cierre completo. 

	

5.3. 	Ensayo de invasión celular 

Se colocó, en frío, 25 iL de una dilución 1/4  de matrigel (BD Bioscience) en DMEM-F12 

sin suplementar, sobre cada transwell de 8 im de diámentro de poro (Corning Costar, CO- 
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3422) y  se dejó gelificar durante 40 min a 37°C en pocillos de placas de 24. Posteriormente 

sobre la capa formada se sembraron 40.000 células HTR-8/SVneo en 200 pL de medio 

DMEM-F12 suplementado con 0,05 mg/mL de gentamicina y  0,1% p/v de BSA. Sobre la base 

del pocillo se colocaron 300 pL del mismo medio pero con 10% y/y de SFB en lugar de BSA, a 

fin de generar un gradiente y así favorecer el pasaje de las células hacia la porción inferior 

del transwell. 

Luego de 24 h, las células fueron expuestas a CPF durante 48 h totales, con recambio 

de medio cada 24 h. Finalmente, la porción inferior del transwell, donde se encontraban las 

células que atravesaron el matrigel y el poro, se fijó con metano¡ 10 min a -20°C y se realizó 

la tinción con el marcador nuclear Hoechst en una concentración de 5 pg/mL (de PBS) 

durante 15 mm. Las células remanentes sobre el matrigel se eliminaron exhaustivamente 

con un hisopo. Los transwells se montaron con una gota de líquido de montaje acuoso con 

protector de fluoróforos (FluorSafe, Calbiochem) y se fotografiaron siete campos en una 

magnificación final de 200X en un microscopio de fluorescencia, para luego cuantificarse el 

número de núcleos correspondientes a las células que lograron invadir. 

6. Detección de la producción de EROs 

La producción intracelular in vivo de EROs se detectó usando la sonda fluorescente 

27dic!orodihidrofluoreceina diacetato (H2DCFDA). Las células JEG-3 se crecieron sobre 

cubreobjetos y se expusieron, o no, a CPF según se indica en la sección de Resultados 

correspondiente. Posteriormente, se incubaron con 10 mM de la sonda durante 1 h a 37°C 

en estufa de cultivo celular, se realizaron sucesivos lavados y se cambió el medio por RPMI 

sin SFB ni colorante rojo de fenol para realizar su observación en el microscopio de 

fluorescencia Nikon Eclipse TE2000-U. 

7. Determinación de niveles de transcriptos 

A fin de analizar los niveles de transcriptos específicos en presencia o no de CPF se 

sembraron 550.000 células JEG-3 (o BeWo) ó 350.000 células HTR-8/SVneo por pocillo en 

multiwells de 6 y 1.000.000 de células CTBv en placas de 6 cm. 
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7.1. 	Purificación de ácido ribonucleico (ARN) total de cultivos celulares: 

Integridad y pureza 

La extracción de ARN total se efectuó usando los cultivos de células eucariotas 

utilizando un volumen de 0,5 a 1 ml- del reactivo TRIZOL (Sigma). El protocolo de purificación 

se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, mediante el agregado 

de un volumen apropiado de reactivo TRIZOL se produjo la lisis y liberación del contenido 

celular y mediante la adición de cloroformo (200 iiL cada ml- de TRIZOL) se separaron las 

fases, obteniendo el ARN en la fase acuosa superior. Finalmente, el ARN total se precipitó 

con isopropanol (500 iL cada mi- de TRIZOL), se lavó con etanol 75% frío (1 mi- cada mi- de 

TRIZOL), se resuspendió en H 20 (Gibco, libre de ADNasas, ARNasas) y se almacenó a -80°C 

hasta su uso. La integridad del ARN se evaluó a través de la visualización de una alícuota de 

2,5 tiL de la muestra junto con 5,6 iiL de formam ida deionizada, 2 iiL de formaldehido, 1,1 iiL 

de tampón ácido 3-(Nmorfolino) propanesulfonico (MOPS) y  1 iL de BE; incubada por 10 mm 

a 65°C a fin de desarmar estructuras secundarias, y luego sembrada en un gel de agarosa 

desnatura liza nte (agarosa 1,2% p/v, formaldehído 1,1% y/y, en tampón MOPS). Se visualizó 

la corrida en transiluminador y se consideró que la muestra tenía integridad adecuada 

cuando la relación de intensidad entre las bandas correspondientes a la subunidad 285 

respecto a la 18S fue cercana a 2. La cuantificación de ARN se estimó mediante lectura 

espectrofotométrica a 260 nm (longitud de onda en ¡a que las bases de los ácidos nucleicos 

poseen su máximo de absorbancia), considerando que 1 densidad óptica a 260 nm equivale 

a 40 pg/ml- de ARN. La pureza de los ácidos nucleicos se calculó a través de la relación de 

absorbancias a 260 nm respecto a 280 nm (longitud de onda a la cual las proteínas poseen su 

máximo de absorbancia), considerando aceptables valores entre 1,8 y  2,0. Finalmente las 

muestras se conservaron a -80°C hasta su utilización. Cabe citar que se realizaron controles 

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

7.2. Reacción de transcripción reversa: Conversión de ARN a ácido 

desoxirribonucleico copia (ADNc) 

Para la síntesis de 20 i'  de ADNc se utilizó 1 lag de ARN, buffer de reacción 1 X 

comercial (Invitrogen), 8 U finales de RiboLock (inhibidor específico de ARNasas, Fermentas), 

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

ditiotreitol (Invitrogen). Esta mezcla se incubó a 65°C por 15 mm (para desarmar estructuras 
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secundarias) y se enfrió en hielo 1 min rápidamente para que se mantengan de esa forma. 

Luego se le agregó dNTPs (desoxirribonucleótidos trifosfato), para que queden en 

concentración final de 1 mM cada uno, y  200 U totales de la transcriptasa reversa M-MLV-RT 

(Invitrogen); se incubó a 37 oc por 60 min y posteriormente se inactivó la enzima a 95 °c por 

3 mm. cabe citar que se realizaron controles de procedimiento realizando los mismos pasos 

pero sin ARN molde. 

7.3. Amplificación semicuantitativa de ADNc de gliceraldehido 3-fosfato 

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

A fin de corroborar la síntesis adecuada de ADNc, se realizó una PCR para amplificar 

un fragmento característico del ADNc correspondiente al ARNm del gen que codifica a la 

proteína GAPDH, utililizado como control de carga endógena. Para ello se preparó una 

mezcla de reacción conteniendo 2 .IL del tampón de reacción comercial 1OX (Invitrogen), 1,5 

mM de MgcI2  (Invitrogen), 250 l.IM de cada dNTP, 0,1 tL de Taq polimerasa (preparada en el 

laboratorio a partir de su sobre expresión con un plásmido recombinante) y  0,25 pmol/iL de 

los cebadores correspondientes ( GAPDH-For: 5' GGTGAAGGTCGGAGTCAACG 3'; GAPDH-

Rev4: 5' GATCTCGCTCCTGGAAGATGG 3') en un volumen final de 20 .iL, de los cuales 10 pL 

corresponden a una dilución 1/5 del ADNc obtenido en el ensayo de transcripción reversa 

descripto en el ítem anterior. El protocolo de ciclado empleado incluyó un paso de 

desnaturalización de 5 min a 95°c seguido por 30 ciclos de 95°c por 30 segundos (s), 60°c 

por 30 s y 72°c por 30 s; la extensión final fue de 10 min a 72°c. Se utilizó 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. 	Amplificación cuantitativa de ADNc por PCR a tiempo real (qPCR) 

El diseño y / o evaluación teórica de los cebadores utilizados para amplificar las 

secuencias de interés se realizó 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 diseñaron o escogieron 

considerando que la hibridación de cada uno de ellos sea en diferentes exones para evitar 
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amplificar ADN genómico además de ADNc, que su tamaño sea menor a 250 pb, que no 

forme dímeros estables (IAGI :5 6) y  que la temperatura de hibridación de ambos sea cercana 

a 60 T. La secuencia de los cebadores utilizados se indica en la Tabla 1. 

    

Concentración final (nM) 
ira nscripto 

 

Secuencia (5'- 3') 

 

   

    

Í3hCG-539 For: GCT ACT GCC CCA CCA TGA CC 	 300 

I3hCG-632 Rey: ATG GAC TCG AAG CGC ACA TC 

ABCG2-For: CAA TGG GAT CAT GAA ACC TG 	 loo 

ABCG2-Rev: CAT TTA TCA GAA CAT CTC CAG A 

GCM1 For: GAG GCA CGA CGG ACG CTT TAT ATT CAA 	 250 

GCM1 Rey: TTG GAC GCC TTC CTG GAA A 

KLF6-882 For: CAC CM AAG CTC CCA CTT GAA 	 200 

KLF6-960 Rey: CAC ACC CTT CCC ATG AGC AT 

PSG3-For: TGG TCC AGA CCT CCC CAG AAT T 	 loo 

PSG3-Rev: CCA GGA AGA TGT CCT GTT CC 

pgP-For: TGACACCCTGGTTG GAG AGAG 	 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 U 	 300 

Ciclo A Rey: CTG CTG TCT UG GGA CCT TGT 

Fiti for: AAA TGG TGA GTA AGG AAA GCG A 	 300 

FIti rey: CGG CAG GGA ATG ACG AG 

HIF-1 for: CTA TGA CCT GCT TGG TGC TGA 	 200 

HIF-1 rey: CTG TCC TGT GGT GAC UG TCC U 

PPARV for: CCC TGG CM MC ATT TGT ATG ACT C 	 200 

PPAR'\/ rey: AGC CCT GAA AGA TGC GGA TG 

StarD7sense: GGT AAT CAA GCT GGA GGT GAT TG 
loo 

StarD7antisense: GAG TAC ATT GGA TAA GGA AAA TGG GT 

Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificación de ADNc por qPCR. Se presenta la secuencia y 
concentración elegida luego de la puesta a punto realizada para cada par de cebadores. La 
concentración empleada fue la menor con la cual se obtuvo una curva de amplificación adecuada y 
una eficiencia de amplificación mayor al 80%. 

El sistema de amplificación a tiempo real utilizado fue de AppliedBiosystems 

(A1317500 Sequence Detection System). Las condiciones de reacción, los cebadores y el 

tamaño de los fragmentos se seleccionaron para amplificar el gen de interés con eficiencias 
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de amplificación 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 1 y  5 iL de una dilución 1/5, 1/10 o 

1/20 de ADNc en un volumen final de reacción de 15 .iL. El protocolo de ciclado empleado 

incluyó un paso de desnaturalización de io min a 95°C seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 s y 

a 60°C por 1 mm. La especificidad de la amplificación obtenida se evaluó a través del análisis 

de las curvas de disociación. El nivel de expresión relativa de los genes se calculó usando el 

método del 	utilizando los transcriptos de ciclofilina A como ARNm de referencia 

endógeno. La eficiencia de amplificación se determinó de acuerdo a la siguiente fórmula 

matemática: [101]1  donde "a" es la pendiente de la curva estándar de cada fragmento 

amplificado. Cabe citar que en cada ensayo se han incluido los controles negativos 

necesarios. 

8. Análisis proteico: Western biot e inmunomarcaciones 

Para cuantificar los niveles de proteínas específicas en los cultivos, se utilizaron 

ensayos de Western blot, mientras que para analizar sus patrones de expresión se realizaron 

ensayos de inmunofluorescencia o inmunohistoquímica como se detalla a continuación. 

8.1. 	Detección de proteínas por western biot 

A fin de analizar los niveles de proteínas específicas en presencia o no de CPF se 

sembraron: 550.000 células JEG-3 (o BeWo) ó 350.000 células HTR-8/SVneo por pocillo en 

muftiwells 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 iiL de buffer Laemmli (Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM, SDS 

2% p/v, Glicerol 25% y/y) suplementado al momento de usar con Azul de bromofenol al 

0,01%, f3-mercaptoetanol (Amersham Bioscience) al 5% y/y, 1 mM de ditiotreitol y 1 dL de 

cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma) por cada mL final. Las alícuotas de proteínas se 

hirvieron durante 5 min y se centrifugaron a 12.000 rcf por 5 min más. Se sembraron entre 

20 y 30 pL de cada muestra en un gel de dodecilsulfato sódico (SDS) y poliacrilamida al 7,5%, 

10% o 12% p/v, según el tamaño esperado de la proteína de interés, y se corrieron a 100 V 

15 min y a 150 V por aproximadamente 60 min en tampón de corrida (25 mM de Tris-base, 

192 mM de glicina y 1% de SDS p/v). Luego se realizó una electrotransferencia húmeda en 
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frío de 60 min a 100 V a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL de Amersham o GE). 

La membrana se bloqueó con leche descremada al 5% p/v en tampón TBS (20 iiM de Tris y 

150 iM de NaCI, pH 7,8) suplementado con 0,2% y/y de tween 20 (TBS-T) por 1 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente se incubó con el anticuerpo primario pertinente en 

agitación durante toda la noche a 4°C. Las soluciones de los anticuerpos primarios utilizados 

fueron: 1/1.000 TBS-T para 0-hCG (conejo, Dako), 1/300 TBS-T para ABCG2 (ratón, Santa 

Cruz), 1/750 TBS-T para GCM1 (conejo, Sigma), 1/300 TBS-T para P-gp (ratón, Calbiochem), 

1/3.000 leche descremada al 5% p/v en TBS para KLF6 (ratón, 2c11) y  1/1.000 TBS-T para 0-

actina (ratón, Sigma) utilizado como control endógeno de carga. Seguidamente la membrana 

se lavó 3 veces por 5 min a temperatura ambiente con TBS-T y se incubó 1 h a temperatura 

ambiente con una dilución 1/5.000 en TBS o TBS-T del anticuerpo secundario de burro anti-

lgG de conejo o de oveja o anti-lgG de ratón conjugados a la enzima peroxidasa (Amersham 

Bioscience). Se realizaron 3 lavados de 5 min en TBS-T y la presencia de complejos proteína-

anticuerpo se detectó incubando la membrana por 5 min con el reactivo de 

quimioluminiscencia ECL (Pierce) y con exposición en placa radiográfica (Kodak) entre 30 

segundos y 15 mm. La señal revelada se cuantificó con el programa de análisis de imágenes 

GELPR032 para su posterior análisis semicuantitativo. En algunos ensayos se utilizaron 

anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo o de ratón marcados con los fluorescentes lRDye 

800CW o lRDye 680RD (LiCor Biosciences) revelados mediante el sistema Odyssey (LiCor 

Biosciences). 

8.2. 	Inmunofluorescencias sobre células 

Se colocaron portaobjetos circulares estériles en placas de cultivo previo a la siembra 

de las células. Luego de transcurrido el tiempo necesario acorde al experimento realizado, 

los portaobjetos se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron 10 min en metano! a -20°C o 20 mm 

en PFA 3% p/v a temperatura ambiente, según el anticuerpo a utilizar y la proteína a 

detectar. Inmediatamente las células fijadas se incubaron con 10 mM de NH4CI y se 

permeabilizaron 7 min con 0,1% y/y de tritón X-100 en PBS o 20 min con 0,2% y/y de nonidet 

P-40 (Sigma) y se hicieron 3 lavados en PBS de 5 mm. Para evitar uniones inespecíficas de los 

anticuerpos primarios se realizaron 2 bloqueos de 5 o 15 mm, el primero en 2,5% y/y de 

suero de cabra (GS) en 0,2% y/y de tween-20 en PBS (PBS-T) y otro con 0,4% y/y de gelatina 

de piel depescado (FSG) en PBS-T. Los portaobjetos se incubaron por 1 h en cámara húmeda 
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a 37°C con diluciones en FSG de los siguientes anticuerpos primarios: anti-desmoplaquina en 

una dilución final 1/400 (Sigma), anti-Histona 3 acetilada 1/500 (Upstate), anti-13-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 dilución 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 repitió el protocolo de bloqueo. Los anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo 

(verde, Alexa Fluor 488) y  anti lgG de ratón (rojo, AlexaFluor 594, Molecular Probes) se 

diluyeron 1/720 final en GS y se incubaron 1 h a 37°C en atmósfera húmeda. Los núcleos se 

tiñeron con Hoechst (5 .ig/mL) durante 15 mm. Por último los vidrios se lavaron 5 veces en 

PBS-T y se colocaron invertidos sobre una gota de líquido de montaje acuoso con protector 

de fluoróforos (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 formo¡ 

tamponado (fijador histológico - Biopur) y se conservaron a temperatura ambiente hasta la 

inclusión en parafina. A partir de los tacos de tejido incluido en parafina se realizaron cortes 

en micrótomo generando secciones seriadas de 3-4 tim de ancho que se adhirieron a 

portaobjetos tratados con poli-L-lisina y se conservaron a temperatura ambiente hasta su 

utilización. El procedimiento descripto fue realizado con la colaboración del equipo de 

trabajo del Dr. Ricardo Fretes (Fac. de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Córdoba). 

Para la detección con fluoróforos, los cortes se desparafin izaron con 3 baños de 5 

min en tolueno y se rehidrataron con 2 baños de 5 min en etanol absoluto, repitiendo el 

procedimiento con concentraciones decrecientes de 95% y 70% finalizando con un baño de 5 

min en agua. Posteriormente se realizó la activación de antígeno en baño de 95°C durante 

20 min y se procedió al bloqueo con 5% de leche en TBS-T durante 2 h a temperatura 

ambiente. Se incubó durante toda la noche con una gota por corte histológico de una 

dilución comercial no especificada de anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina 7 humana a 

4°C. La mañana siguiente se realizaron 3 lavados con PBS, y se incubó 1 h a temperatura 

ambiente con el anticuerpo secundario anti-lgG de ratón (rojo, AlexaFluor 594) a una 

concentración final de 1/720 preparada en la misma solución de bloqueo. Se lavó 3 veces 

con PBS y se incubó por 15 min con una solución de Hoechst 5 ig/mL para teñir los núcleos, 
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se lavó nuevamente 3 veces con PBS y se cubrió con líquido de montaje con protección de 

fluoróforos y cubreobjeto. Se observaron en el microscopio Nikon Eclipse TE2000-U. 

	

8.4. 	Inmunohistoquímicas 

Los explantos de placentas normales se procesaron como se indicó anteriormente. 

Las inmunohistoquímicas para el antígeno nuclear asociado con proliferación celular 

ki-67, se realizaron en el servicio de la Fundación para el Progreso de la Medicina de 

Córdoba y las inmuhistoquímicas para vimentina y caspasa 3 clivada en el servicio técnico del 

laboratorio dirigido por el Dr. Ricardo Fretes en el Departamento de Biología Celular, 

Histología y Embriología de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de 

Córdoba. 

Para todas las marcaciones se realizaron los correspondientes controles negativos, 

los cuales fueron adecuados. 

	

8.5. 	Cuantificación de secreción hormonal 

Los sobrenadantes (medio de cultivo) de células expuestas a CPF o a sus respectivos 

controles se guardaron a -80°C. La secreción de 0-hCG se cuantificó a través de un ensayo 

inmunoquimioluminométrico automatizado (lmmulite 2000 HCG, Siemens) y las 

cuantificaciones de progesterona total y estradiol a través de inmunoensayos 

electroquimiolurninicentes (ECLIA, Roche), según protocolos de los fabricantes, realizados en 

el Laboratorio del Centro de Química Clínica, Córdoba capital. 

9. Análisis histológico 

	

9.1. 	Microscopía óptica 

Los explantos de placentas normales se procesaron como se indica en el primer 

párrafo del ítem Inmunofluorescencia en tejido. Los cortes ya adheridos a los portaobjetos 

tratados con poli-L-lisina se sometieron a tinciones con Hematoxilina y Eosina (He-Eo) o con 

el ácido peryódico de Schiff (PAS) y se observaron en el microscopio óptico. La descripción 

de las alteraciones observadas en explantos expuestos a CPF respecto a sus controles se 

realizó con la colaboración del Dr. Ricardo Fretes (Fac. de Ciencias Médicas, Universidad 

Nacional de Córdoba) y de la Dra. Estela Bevilaqcua (Instituto de Ciencias Biomédicas, 
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Universidad de San Pablo, Brasil), quienes cuentan con una excelente experiencia en análisis 

de la histología placentaria. 

9.2. 	Microscopía electrónica 

Los explantos de placentas normales a término se cultivaron como se indicó 

anteriormente y se procesaron de acuerdo al protocolo de los servicios de Microscopía 

Electrónica que brinda la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de 

Córdoba. La descripción de las alteraciones observadas en explantos expuestos a CPF 

respecto a sus controles se realizó con la Dra. Patricia Pons y el Dr. Ricardo Fretes (Fac. de 

Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Córdoba). 

10. Análisis estadístico 

Para el análisis de los resultados de este trabajo de tesis, obtenidos a partir de 

ensayos muestrales, se partió de la premisa de que la distribución de datos era gaussiana. De 

esta forma, se utilizaron test paramétricos o no paramétricos en función de la 

homogeneidad o no de varianzas, evaluada mediante el test F o el de Barlett, según el 

número de condiciones de cada ensayo. Cuando la comparación se realizó entre dos grupos 

(condiciones), para su análisis se utilizó un test t no apareado de dos colas o un test no 

paramétrico de Mann Whitney. Para la comparación de múltiples grupos de datos se utilizó 

el test paramétrico ANOVA de una vía seguido del test de comparación de Dunnet, o el test 

no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test de comparación de Dunn cuando no se 

cumplía la homogeneidad de varianzas. Y finalmente, cuando se analizaron comparaciones 

sujetas a dos variables se utilizó el test ANOVA de dos vías seguido del post-test de 

Bonferroni. Los resultados se presentan como el Valor Medio ± Error Estándar de la Media 

(EEM) o ± Desviación Estándar (DE), según se muestre un gráfico realizado con datos de más 

de 3 experimentos independientes o un gráfico 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 análisis respectivo. 

Los análisis estadísticos se realizaron usando el programa GraphPadPrism 5.0 y  los 

datos se consideraron estadísticamente diferentes cuando el valor de probabilidad (p) fue 

menor a 0,05. 
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1. Impacto del pesticida CPF sobre la viabilidad trofoblástica 

Inicialmente se evaluó la viabilidad en cultivos de células trofoblásticas expuestas a 

diferentes concentraciones de CPF a fin de abordar el primer objetivo planteado para este 

trabajo de Tesis Doctoral y de establecer las condiciones de exposición a este tóxico a 

utilizarse en los posteriores experimentos necesarios para estudiar los objetivos siguientes. 

1.1. 	Trofoblastos vellosos 

Se comenzó evaluando el impacto de CPF sobre la viabilidad utilizando como modelo 

experimental a la línea celular trofoblástica JEG-3. Para ello se realizaron ensayos de 

reducción del MTT, los cuales permiten medir el remanente de células viables adheridas a la 

placa de cultivo, detectando principalmente la presencia de necrosis. 
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Fig. 1. Viabilidad de células JEG-3 expuestas a CPF evaluada mediante ensayos de reducción 
del reactivo MTT. Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o 
sólo con el vehículo (CPF O, condición control) durante 24 h (barras grises) o 48 h (barras negras). En 
el gráfico se representa el Valor Medio ± EEM de cuatro experimentos independientes realizados por 
cuadruplicado y los resultados se muestran como el porcentaje de células viables remanentes 
respecto a la condición control. Los datos se analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una 
vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. Se consideró estadísticamente 
significativo un p < 0,05 (*)• 

Como puede observarse en la Fig. 1, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre la viabilidad de las células JEG-3 expuestas al vehículo solo respecto a las 

expuestas a CPF en concentraciones entre 5 y  100 iiM durante 24 o 48 h. 

A fin de evaluar el impacto de CPF en los contornos celulares y la morfología nuclear, 

se realizaron inmunofluorescencias para desmoplaquina (proteína involucrada en uniones 
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intercelulares), Histona 3 acetilada (proteína que participa en la compactación cromatínica) y 

tinciones nucleares con Hoechst en los cultivos de células JEG-3 expuestas al vehículo solo o 

a CPF en las dosis señaladas. Además se cuantificaron los núcleos que presentaban 

fragmentación o condensación de la cromatina (núcleos anormales) respecto al resto de los 

núcleos (núcleos normales). En la Fig. 2 se muestran los resultados obtenidos. 
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Fig. 2. Efecto de CPF sobre los contornos celulares y la morfología nuclear. Células JEG-3 se 
expusieron a 50 y  100 pM de CPF o al vehículo solo durante 24, 48 o 72 h. Luego las células se 
fijaron y analizaron por inmunofluorescencias y tinciones nucleares con Hoechst. (A) Ensayos 
realizados con anticuerpos anti-desmoplaquina (rojo) y tinción nuclear con Hoechst (azul). Flecha: 
núcleo anormal; cabeza de flecha: núcleo mitótico. Los insertos muestran sus respectivas 
amplificaciones. (B) Ensayo realizado con un anticuerpo anti-Histona 3 acetilada (verde). (A y B) 
Magnificación total 400X; Escala barra = 10 pm. (C) Cuantificación de núcleos normales (barras 
blancas) y anormales (barras negras) en al menos cinco campos al azar. En cada condición de cultivo 
se cuantificaron más de 500 núcleos en tres experimentos independientes. Los resultados se 
expresan como porcentaje de núcleos totales. 

Las células JEG-3 pueden diferenciar hacia estructuras tipo sinciciales en presencia de 

drogas antimitogénicas como Metrotexate (Karl et al. 1996), sin embargo en presencia de 

CPF las células permanecieron mononucleadas y con bordes definidos. La mayoría de las 

células mostraron contornos celulares y morfología nuclear normal incluso en presencia de 

CPF hasta 100 hM durante 24 o 48 h y hasta 50 M durante 72 h (Fig. 2 A). Además en esta 

última condición se observó un patrón de marcación de Histona 3 acetilada equivalente 

cuando las células estuvieron expuestas o no a CPF (Fig. 2 B), sugiriendo que este pesticida 
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no produce una modificación grosera sobre la acetilación de la cromatina como ha sido 

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

La cuantificación de los núcleos con características anormales (condensados y 

fragmentados) reveló un leve incremento de los mismos en proporción a los núcleos 

normales, y dicho incremento fue mayor cuanto mayores fueron el tiempo y dosis de 

exposición (Fig. 2 C). 

Con el propósito de estudiar si la resistencia a la citotoxicidad por CPF es, o no, una 

característica restringida a las células JEG-3, se realizó un ensayo de reducción del MU en 

condiciones equivalentes pero sobre cultivos de la línea celular trofoblástica BeWo. Como 

puede observarse, más del 75% de las células BeWo permanecieron viables en presencia de 

CPF en concentraciones de hasta 100 1dM durante 48 h (Fig. 3). 
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Fig. 3. Viabilidad de células BeWo expuestas a CPF evaluada mediante ensayo de reducción 
del MTT. Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con 
el vehículo (CPF 0, condición control) durante 48 h. En el gráfico 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 condición control. Los datos se analizaron mediante el test 
estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. Se 
consideró estad ísticamente significativo un p < 0,05 (*) 

Si bien las líneas celulares trofoblásticas son modelos muy utilizados y aceptados para 

el estudio de la fisiopatología 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 trofoblásticas normales. Por este motivo se procedió a 

evaluar los efectos del CPF sobre la viabilidad y morfología 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 tóxicos sobre el proceso de diferenciación celular ya que los CTBv en 

cultivo diferencian espontáneamente hacia estructuras tipo sinciciales mimetizando la fusión 

trofoblástica que ocurre in vivo en la barrera trofoblástica (Morrish et al. 1997). 
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Inicialmente, se evaluó la viabilidad celular mediante ensayos de reducción del MTT 

en CTBv expuestos a CPF en concentraciones de hasta 100 iM desde las 3 h post-plaqueo y 

hasta las 64 h totales de cultivo. En estas condiciones, no se observaron cambios 

estadísticamente significativos en las células tratadas en comparación con el control (Fig. 4). 

Concentración de CPF (jiM) 

Fig. 4. Ensayos de reducción del MTT sobre CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron en 
presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (CPF 0, condición control) 
desde las 3 h post-plaqueo y hasta las 64 h totales de cultivo. En el gráfico 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 condición control. Los datos se 
analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación 
Múltiple de Dunnett. Se consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

Resultados similares se hallaron cuando los CTBv fueron expuestos en las mismas 

condiciones pero desde las 16 h post-plaqueo (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 exposición similares (Caughlan et al. 2004 y  Giordano et al.), se procedió 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 diferenciación 

morfológica (3 h post plaqueo) y hasta 22 o 64 h totales de cultivo, no se detectó ni un 

aumento en el número de células con núcleos verdes brillantes, compatibles con apoptosis, 

ni un aumento de aquellas con núcleos rojos por la marcación de necrosis con BE (Fig. 5). 
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CPF 10 iM 	 CPF 50 i.LM 	 CPF 100 LLM 

Fig. S. Viabilidad de CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron en presencia de las 
concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (Control) desde las 3 h post-plaqueo y hasta 
las 22 o 64 h totales de cultivo. Se muestran imágenes observadas por microscopia de fluorescencia 
representativas de tinciones vitales con NA (verde) y BE (rojo). Magnificación total fotos NA 400X y 
fotos BE 200X; Escala barra = 10 pm. Flecha: núcleo de célula en apoptosis (verde brillante); Cabeza 
de Flecha: núcleo de célula necrótica (rojo). Los insertos muestran sus respectivas amplificaciones. 

Cabe agregar que una co-marcación mitocondrial (con Mitotraker) y anti-citocromo 

C, en los CTBv expuestos a CPF en las mismas condiciones citadas, fue equivalente al de la 

condición control (datos no mostrados). Esta observación apoya los resultados anteriores 

que sugieren que CPF no induce apoptosis en las condiciones evaluadas. 

En concordancia con los resultados mostrados previamente, el análisis de la 

morfología nuclear mediante marcación con Hoechst no reveló la aparición de núcleos 

condensados o fragmentados característicos de células apoptóticas. Imágenes 

representativas se muestran en la Fig. 6. 
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Control CPF50tM 	 CPF 100itM 

  

Fig. 6. Marcación nuclear de CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron en presencia de las 
concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (Control) desde las 3 h post-plaqueo y hasta 
las 22 o 64 h totales de cultivo. Se realizaron marcaciones con Hoechst (azul) y se observó la 
morfología nuclear. Se muestran imágenes representativas de al menos cuatro experimentos 
independientes. Magnificación total 400X; Escala barra = 10 pm. 

Finalmente, considerando que en la etapa final del proceso de diferenciación y 

mantenimiento del STB participaría la fase ejecutora de la apoptosis, y que en condiciones 

patológicas como la preeclampsia se ha observado un aumento de células en esta fase 

(Huppertz 2011; Huppertz y Borges 2008), se realizó una marcación con anti-caspasa 3 

clivada en CTBv expuestos a CPF durante 24 h a partir de las 64 h de cultivo, es decir, cuando 

la mayoría de las células se encuentran formando estructuras tipo STB. En estas condiciones 

no se observó un aumento en el número de células positivas para esta inmunomarcación, 

sugiriendo que CPF no incrementa la apoptosis asociada a la fase final del mantenimiento 

M STB (Fig. 7). 

Control 	CPF 10 jiM CP1`50iM 	CPF 100  

 

  

Fig. 7. Evaluación de la fase ejecutora de la apoptosis en STB expuestos a CPF. 
Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o 
sólo con el vehículo (Control) desde las 64 h post-plaqueo y hasta las 88 h totales de 
cultivo. Se realizaron marcaciones con Hoechst (azul) y anti-caspasa 3 clivada 
(verde), presente en células que están adentradas en la fase final ejecutora de la 
apoptosis. Magnificación total 400X. En el panel de la derecha se muestra núcleo 
picnótico y parcialmente fragmentado (Flecha), teñido con Hoechst (a y b) y marcado 
positivamente con el anticuerpo anti-caspasa 3 clivada (b), en una magnificación final 
de 1000X, demostrando la especificidad de la marcación en células apoptóticas. 
Escala barra = 10 pm. 

a 

b 
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1.2. 	Trofoblastos extravellosos 

Se evaluó el impacto de CPF sobre la viabilidad de células trofoblásticas de origen 

extravelloso. Para tal fin se empleó como modelo a las células HTR-8/SVneo. Esta línea 

celular fue obtenida a partir de CTBev provenientes de placenta humana de primer trimestre 

transformados con el antígeno T largo del virus SV-40 para lograr su inmortalización (Graham 

et al. 1993). Estás células no son tumorales ni metastásicas, pero son altamente invasivas in 

vitro y expresan propiedades fenotípicas de trofoblastos placentarios extravellosos. Las 

mismas constituyen un modelo aceptado para estudiar diferentes aspectos de la biología de 

los trofoblastos extravellosos de primer trimestre tales como proliferación, adhesión, 

migración e invasión (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 iiM durante 48 h. Como se muestra en la Fig. 8, el 

tratamiento con dosis de 100 y 200 p.M provocó una reducción aproximada de entre un 35 y 

un 45%, respectivamente, en el número de células viables respecto a la situación control. 

Por lo tanto, las células HTR-8/SVneo cultivadas en condiciones similares a las células JEG-3, 

fueron más sensibles que éstas a la citotoxicidad de 100 iiM de CPF. 
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Fig. 8. Viabilidad de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF evaluada mediante ensayos de 
reducción del MTT. Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas 
o sólo con el vehículo (CPF 0, condición control) durante 48 h. En el gráfico 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 condición control. Los datos 
se analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación 
Múltiple de Dunnett. Se consideró estadísticamente 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 marcación con NA 

y anti-caspasa 3 clivada, indicadores de células apoptóticas, no mostraron cambios 

significativos. Sin embargo, se observaron más células positivas para la marcación con BE en 
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los tratamientos con 100 dM de CPF, lo cual, en concordancia con el resultado de los 

ensayos de MU, sugiere que el aumento en la muerte celular observado es principalmente 

vía necrosis (Fig. 9). 

Control 	 CPF 10 uM 	 CPF 50 uM 
	

CPF 100 LLM 

el 
CL 
U)  

y 
1 

Fig. 9. Viabilidad de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF. Las células se cultivaron en presencia 
de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (Control) durante 48 h. Se realizaron 
marcaciones con NA y BE (NA-BE: arriba) y Hoechst e inmunofluorescencias con anti-caspasa 3 
clivada (H-casp3cl: abajo). Magnificación total 400X; Escala barra = 10 pm. Flecha: núcleo positivo 
para marcación con BE (rojo); cabeza de flecha: núcleo positivo para marcación con anti-caspasa 3 
clivada (verde). El inserto muestra una amplificación de la célula positiva para caspasa 3 clivada. 

Posteriormente se realizaron tratamientos de las células HTR-8/SVneo con 

concentraciones equivalentes de CPF pero en medio de cultivo suplementado con 10% de 

SFB. 
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Fig. 10. Viabilidad de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF evaluada mediante ensayos de 
reducción de MU. Las células se cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas 
o sólo con el vehículo (CPF 0, condición control) durante 48 h en medio de cultivo suplementado con 
10% de SFB. En el gráfico 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 condición control. Los datos se analizaron mediante el test estadístico 
ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. Se consideró 
estadísticamente significativo un p < 0,05 (*) 

Los resultados arrojados por los ensayos de MU demostraron que el incremento en 

la cantidad de SFB al medio de cultivo redujo la citotoxicidad inducida por CPF, observando 
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viabilidad celular sostenida aún en tratamientos con dosis de hasta 200 PM durante 48 h 

(Fig.10). Resultados equivalentes se encontraron al realizar tinciones con NA y BE, ya que no 

se observaron cambios en las marcas que revelan apoptosis ni necrosis cuando las células 

HTR-8/SVneo se cultivaron en presencia de CPF en dosis de hasta 100 iM durante 48 h en 

medio suplementado con 10% de SFB (Fig. 11). 

Control 	 CPF 10 tM 	 CPF 50 M 	 CPF 100 M 

Fig. 11. Viabilidad de HTR-8/SVneo expuestas a CPF. Las células se cultivaron en presencia de las 
concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (Control) durante 48 h. Se muestran 
imágenes representativas observadas por microscopia de fluorescencia de las marcaciones con NA 
(verde), panel superior, BE (rojo) superpuesta a la observación por contraste de fase, panel medio, y 
Hoechst e inmunofluorescencias con anti-caspasa 3 clivada (H-casp3cl: azul y verde 
respectivamente), panel inferior. Magnificación total 400X; Escala barra = 10 pm. Flecha: núcleo 
positivo para marcación con BE (rojo); cabeza de flecha: núcleo positivo para marcación con anti-
caspasa 3 clivada (verde). 

1.3. 	Conclusiones CAPITULO 1 

El tratamiento con el pesticida CPF durante 24 y  48 h a dosis de hasta 100 hM, no 

afecta la viabilidad ni los contornos celulares de las JEG-3, induciendo un leve aumento de 

núcleos anormales respecto a la condición control. Además, las células BeWo también 

presentaron elevada resistencia a la citotoxicidad del pesticida. 

De manera similar, la viabilidad de los CTBv durante su diferenciación in vitro o 

cuando ya se han diferenciado no fue afectada por la exposición a concentraciones de hasta 

100 hM del pesticida OP en las condiciones de cultivo empleadas. 
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Los experimentos hasta aquí descriptos revelan que los trofoblastos vellosos son 

resistentes a las concentraciones de CPF empleadas en las condiciones en las cuales se 

realizó 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 relación al efecto sobre las células de origen extravelloso, las HTR-8/SVneo fueron 

más sensibles que las células JEG-3 y BeWo a la citotoxicidad de 100 PM de CPF. El 

incremento en la muerte celular fue por inducción de necrosis y se revirtió cuando se 

aumentó diez veces la cantidad de SFB en el medio de cultivo, posiblemente debido a la 

unión de CPF a las proteínas 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 disolvía adecuadamente en el medio de cultivo y 

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

asociados a las funciones biológicas de los trofoblastos 

Como se señaló en la Introducción, la placenta cumple funciones esenciales en el 

desarrollo y mantenimiento del embarazo. Entre ellas, funciona como una barrera que 

protege al feto de tóxicos y metabolitos endógenos evitando o disminuyendo la llegada de 

los mismos al feto a través de la circulación materna. Además, participa en la implantación, 

en el control del flujo sanguíneo y en la inmunomodulación que conduce al estado de 

inmunotolerancia hacia el feto. Para llevar adelante estas funciones es indispensable que los 

procesos de diferenciación del CTBv y de proliferación, migración e invasión del CTBev 

ocurran adecuadamente (Benirschke et al. 2012). Por lo tanto, se procedió a evaluar si estos 

procesos son potencialmente afectados por el pesticida CPF. 

2.1. 	Diferenciación trofoblástica 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 

verificó la pureza de los cultivos mediante inmunomarcación de la proteína de filamentos 

intermedios, citoqueratina 7, la cual en la placenta se expresa en trofoblastos pero no en 

células mesenquimales o sanguíneas. La contratinción de núcleos con Hoechst reveló 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 espontáneamente en estructuras 

tipo sinciciales mimetizando la fusión celular fisiológica que mantiene la estructura de la 

barrera placentaria (Morrish et al. 1997). El proceso de diferenciación celular puede 

evidenciarse mediante ensayos de inmunofluorescencias para proteínas involucradas en 

uniones intercelulares, como desmoplaquina, y proteínas marcadoras del proceso de 

diferenciación bioquímica 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 formación de estructuras multinucleadas y un aumento en la 

expresión de las proteínas PSG (Fig. 12 C). 
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Fig. 12. Pureza y diferenciación in vitro de CTBv. Los CTBv se purificaron a partir de vellosidades 
coriónicas de placentas humanas a término según se describe en la sección Materiales y Métodos. 
Después de 18 h de cultivo se evaluó su pureza mediante inmunofluorescencia con anti-citoqueratina 
7 (rojo) y contratinción de núcleos con Hoechst (azul) (A). Detección inmunofluorescente de 
desmoplaquina (rojo) y de PSG (verde) y marcación de núcleos con Hoechst (azul) luego de 18 h (B) 
y 64 h (0) de cultivo. Se muestran imágenes representativas del proceso de diferenciación de los 
cultivos realizados en esta tesis, las cuales se corresponden con el esquema de diferenciación in vitro 
reportado (Kliman et al. 1986). Magnificación total 100X (A) y 1000X (B y C); Escala barra = 10 pm. 

Empleando el modelo descripto, se evaluó si CPF altera el proceso de diferenciación 

morfológico y bioquímico de los CTBv. Las células se sembraron en placas de cultivo y  3 h 

después se expusieron o no a concentraciones crecientes de CPF. Las inmunomarcaciones 

para desmoplaquina y PSG y la tinción nuclear con Hoechst revelaron la ausencia de cambios 

marcados en la diferenciación trofoblástica vellosa aún en exposiciones a concentraciones 

de 100 iiM y durante 64 h de cultivo. En todos los casos a las 22 h de cultivo se observaron 

células pequeñas, en su mayoría mononucleadas y aisladas con baja señal para las proteínas 

PSG, mientras que a las 64 h la mayoría de las células se encontraban formando estructuras 

tipo sinciciales con un claro incremento en la expresión de las PSG (Fig. 13). 
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Fig. 13. Diferenciación trofoblástica vellosa en presencia del pesticida CPF. CTBv fueron 
expuestos a CPF o al vehículo solo (Control) a las 3 h post-plaqueo y durante 22 h (panel izquierdo) o 
64 h (panel derecho) totales de cultivo. Posteriormente se realizaron inmunofluorescencias utilizando 
anticuerpos anti-desmoplaquina (rojo) y anti-PSG (verde). En azul se observa el patrón de marcación 
nuclear con Hoechst. Se muestran imágenes representativas de al menos tres experimentos 
independientes realizados a partir de diferentes placentas. Magnificación total 400X; Escala barra = 
10 pm. 
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Además, la presencia de CPF en el cultivo no modificó el índice de fusión 

trofoblástico, es decir la cantidad de sincicios (o estructuras tipo sinciciales) y el número de 

núcleos en sincicios (Fig. 14 A). Finalmente se cuantificaron los niveles de transcriptos para 

PSG3, los cuales tampoco sufrieron cambios significativos frente a CPF luego de 64 h de 

cultivo (Fig. 14 B). 
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Fig. 14. Índice de fusión y niveles de transcriptos PSG3. CTBv fueron expuestos a CPF, o al 
vehículo solo, a las 3 h post-plaqueo durante 64 h totales de cultivo. (A) Se cuantificaron más de 500 
núcleos por condición en cada experimento independiente de al menos tres, provenientes de 
diferentes placentas. Se calculó el índice de fusión como: (Cantidad de núcleos en STB - Cantidad de 
STB) / (Cantidad de núcleos totales x 100). Se muestra su Valor Medio ± EEM. Datos analizados 
mediante el test ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. (B) Se 
determinaron los niveles de ARNm por transcripción reversa seguida de qPCR (qRT-PCR). Los 
resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de acuerdo al 

método 2.j\zCt usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condición control 

(0). Se muestra la Mediana y el rango intercuartil correspondiente a los percentilos 25 y  75% de 
cuatro experimentos independientes (placentas diferentes) realizados por triplicado. Los datos se 
analizaron mediante el test estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de 
Comparación Múltiple de Dunn. Se consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

2.2. 	Proliferación, migración e invasión de trofoblastos extravellosos 

A fin de investigar si CPF afecta la funcionalidad de los CTBev, se utilizó como modelo 

a las células HTR-8/SVneo y se las cultivó en presencia y ausencia del tóxico en condiciones 

tales que la viabilidad no se encontrara afectada, tal como se describió en el Capítulo 1. 

Inicialmente se evaluó si CPF afecta la proliferación de estas células crecidas en 

medio de cultivo suplementado con 10% de SFB y expuestas al pesticida durante 48 h. La 

proliferación celular se evaluó agregando BrdU al medio de cultivo e inmunodetectando a las 

células que la incorporaron, es decir a las que pasaron o se encontraban en fase de síntesis 

de ADN. 
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Fig. 15. Proliferación de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF. Las células se cultivaron en 
presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (Control) durante 48 h y se 
realizaron ensayos de incorporación de BrdU. Se observa la superposición de fotografías en contraste 
de fase e inmunofluorescencia (paneles superior y medio) y sólo las correspondientes a la detección 
inmunofluorescente de células BrdU positivas (panel inferior). Flecha: núcleo rojo de célula que 
incorporó BrdU. Se muestran fotos representativas de dos experimentos independientes. 
Magnificación total 400X (arriba) y 200X (medio y abajo); Escala barra = 10 pm. 

Como se observa en la Fig. 15, CPF no modificó marcadamente la cantidad de células 

en fase de síntesis de ADN, lo cual sugiere que este pesticida no altera la proliferación celular 

en las condiciones ensayadas. 

A fin de corroborar esta observación, se realizó la cuantificación de células positivas 

para la inmunomarcación (núcleos rojos) respecto al número total de núcleos (contra 

coloreados con Hoechst), sobre al menos 500 núcleos totales de cada condición. Células 

tratadas con el vehículo del tóxico (control) presentaron un 51% de núcleos positivos, frente 

al 52% en las expuestas a 10 1dM de CPF, 56% en las expuestas a 50 1dM y 45% en las tratadas 

con 100 1dM.  Es decir, la diferencia entre la cantidad de células control en fase de síntesis de 

ADN respecto a las expuestas a CPF, no excede el 6% en las condiciones evaluadas. 

Resultados similares se observaron cuando las células fueron expuestas a CPF en dosis de 

hasta 50 iM en medio de cultivo suplementado con 1% de SFB, sin embargo, cuando se 

expusieron a 100 pM en estas condiciones, las células presentaron características 
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compatibles con daño celular y menor marcación de BrdU (datos no mostrados), en 

concordancia con los resultados descriptos en el Capítulo 1. 

Habiendo observado que CPF no alteró marcadamente la proliferación, se evaluó si 

este pesticida impactaba en la capacidad de migración celular. Para ello se realizaron 

Ensayos de Cierre de la Herida en presencia y ausencia del tóxico. 

A 	 8 

Fig. 16. Migración de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF. Las células se cultivaron en 
presencia de CPF o sólo con el vehículo (CPF 0, condición control) durante 48 h totales.Ocho horas 
antes se realizó una herida sobre el pavimento celular y se fotografió en dicho momento (0 h) y luego 
de 8 h. Posteriormente se midió el ancho de la herida a partir de al menos cuatro fotos por condición y 
tres mediciones de cada foto como se muestra en la figura (A). En los gráficos de barras se muestran 
los resultados de las cuantificaciones de al menos tres experimentos independientes para cada 
condición: HTR-8/SVneo expuestas a CPF en las dosis señaladas en medio con 10% SFB (B) o con 
1% SFB (0). Los datos se presentan como el Valor Medio ± EEM y se analizaron mediante el test 
estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. Se 
consideró estad ísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

La migración de las células HTR-8/SVneo no se vio afectada por la presencia de CPF ya 

que el porcentaje de apertura remanente de la herida luego de 8 h fue equivalente al 

obtenido en la situación control (Fig. 16). Resultados similares se observaron tanto cuando 

las células fueron expuestas a CPF en dosis de hasta 100 M en medio suplementado con 

10% de SEB (Fig. 16 B), como en dosis de hasta 50 hM en medio suplementado con 1% de 

SEB (Fig. 16 C). La herida se cerró completamente después de 18 h tanto en la condición 
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control como en los problemas, lo cual confirma la capacidad migratoria de las células HTR-

8/SVneo (datos no mostrados). 

Finalmente se evaluó si la invasión de estas células se encontraba alterada cuando se 

exponían a CPF. Para ello se cultivaron sobre una matriz gelatinosa colocada encima de las 

membranas de 8 pm de transwells comerciales, y se determinó el número de células que 

consiguieron atravesarla. Los resultados obtenidos indicarían que CPF no impacta de manera 

significativa la capacidad invasiva de las células HTR-8/SVneo (Fig. 17). 
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Fig. 17. Invasión de células HTR-8/SVneo expuestas a CPF. Las células se cultivaron en presencia 
de CPF` o sólo con el vehículo (CPF 0) durante 48 h totales sobre una matriz gelatinosa colocada en 
transwells comerciales con poros de 8 pm. En el gráfico se muestra el porcentaje de células que 
lograron atravesar la membrana, considerando la cantidad que atravesó en la condición control (0) 
como 100%. Los resultados corresponden a cuantificaciones de al menos dos experimentos 
independientes. Los datos se presentan como el Valor Medio ± DE. 

2.3. 	Conclusiones CAPITULO II 

CPF no modificó el índice de fusión de CTBv ni alteró la expresión de los transcriptos 

PSG3, marcadores de diferenciación vellosa. Estas observaciones sugieren que CPF no 

interfiere marcadamente con la formación del STB necesario para el mantenimiento de la 

barrera placentaria. 

La proliferación, migración e invasión de células HTR-8/SVneo no se vio 

marcadamente afectada ante la exposición a CPF en las condiciones evaluadas. Estos 

resultados, junto con los del capítulo anterior, sugieren que si bien las células HTR-8/SVneo 

son sensibles a concentraciones altas de CPF, en condiciones en las cuales éstas resisten a su 

citotoxicidad, no presentan alteraciones marcadas en su funcionalidad. 

En resumen, la diferenciación de los CTBv y la funcionalidad de los CTBev, estimada 

por su capacidad proliferativa, migratoria e invasiva, no serían los blancos 

principales de la toxicidad de CPF in vitro. 
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3. Efecto de CPF sobre la expresión de genes importantes para la función 

placentaria 

Considerando que el desarrollo de la placenta requiere de una adecuada interacción 

entre programas endógenos y señales externas que frecuentemente convergen en la 

regulación de la expresión de genes, se procedió a evaluar si en las condiciones de cultivo 

caracterizadas en los capítulos anteriores, en las cuales la viabilidad celular, la diferenciación 

trofoblástica vellosa y los procesos celulares asociados a la funcionalidad de los trofoblastos 

extravellosos no se encontraron marcadamente alterados, CPF modifica la expresión de 

genes importantes para la función placentaria. 

3.1. 	Trofoblastos vellosos 

Se evaluó el efecto de CPF sobre la expresión de genes involucrados en la 

funcionalidad de los CTBv. Específicamente, en el modelo de la línea celular JEG-3, se estudió 

si CPF alteraba los niveles de ARNm de los siguientes genes: la subunidad 0 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 transcripción GCM1, regulador central de la 

diferenciación del trofoblasto (Anson-Cartwright et al. 2000); el transportador de eflujo 

ABCG2, implicado la protección del feto contra la toxicidad de múltiples drogas, 

xenobióticos y metabolitos (Mao 2008); el factor de transcripción KLF6, implicado en 

múltiples procesos celulares, cuya expresión es requerida en el desarrollo placentario 

(Matsumoto et al. 2006) y  participa en la regulación transcripcional de los genes que 

codifican para las PSG y 0-hCG y en la fusión de los CTBv (Racca et al. 2011; Racca et al. 

2015); y el transportador de lípidos StarD7, cuya expresión aumenta durante la 

diferenciación trofoblástica y modula la proliferación, migración y diferenciación de estas 

células (Flores-Martin et al. 2013). 
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Fig. 18. Efecto de CPF sobre los niveles de transcriptos de -hCG, GCMI, ABCG2, KLF6 y 
StarD7. Los ARNm se cuantificaron por qRT-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 vehículo 
solo (0). Los resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de 

acuerdo al método 	usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos en la 

condición 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 estadístico 
ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. Se consideró 
estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

Como se puede observar en la Fig. 18, los niveles de ARNm de Í3-hCG aumentaron en 

células JEG-3 crecidas en presencia de 50 y  100 iiM de CPF durante 24 h de exposición y más 

de quince veces respecto a la condición control luego de 48 h. CPF también incrementó los 

niveles de transcriptos de GCM1 en ambas concentraciones y tiempos de exposición. 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 

tiM luego de 48 h de exposición. Sin embargo, la expresión de los transcriptos de KLF6 y 

StarD7 no se vio afectada luego de 24 o 48 h en presencia de las dosis de CPF evaluadas (Fig. 

18). 
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En base a los resultados anteriores, se procedió a analizar si el incremento en los 

niveles de transcriptos de los genes estudiados se correlacionaba con el aumento de sus 

proteínas. 

Ensayos de Western blot demostraron que los niveles proteicos intracelulares de í3-

hCG se incrementaron marcadamente en células JEG-3 expuestas a CPF en comparación a las 

células expuestas al vehículo solo (control). Dicho incremento fue mayor cuanto mayores 

fueron las dosis de CPF y el tiempo de exposición (Fig. 19 A y B). Ensayos de 

inmunofluorescencias con anti-0-hCG sobre células JEG-3 cultivadas 48 h en presencia de 

CPF mostraron un intenso incremento de la señal verde correspondiente a la inmunodección 

de 3-hCG, la cual en el control se observó en muy bajo nivel en las mismas condiciones de 

exposición y captura de imagen (Fig. 19 C). 

A 
	

C 

Fig. 19. Inducción de los niveles proteicos de -hCG en células JEG-3 expuestas a CPF. (A) 
Ensayos representativos de Western blots realizados con anticuerpos anti-0-hCG y anti--actina 
sobre extractos de células JEG-3 cultivadas en presencia o no de CPF durante 24 o 48 h. (B) 
Relación de cuantificaciones densitométricas de bandas de 3-hCG / 13-actina de al menos tres 
experimentos independientes. Se muestra el Valor Medio ± EEM. El análisis se realizó con el test 
estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett. Se 
consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*) (C) Inmunofluorescencias de -hCG (verde), 
desmoplaquina (rojo) y marcación nuclear con Hoechst (azul) en células JEG-3 luego de 48 h de 
exposición a CPF en las dosis indicadas. Panel izquierdo: Solo se muestra el canal verde, 
magnificación original 400X. Panel derecho: Superposición de canales, magnificación original 1000X. 
Escala de barra = 10 pm. 
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CPF también incrementó la expresión de 0-hCG en las células Bewo, aunque de 

manera menos marcada (datos no mostrados). 

Además, se evaluó la consecuencia del tratamiento con CPF sobre la secreción de í-

hCG así como, de progesterona y estradiol en la línea celular JEG-3. Luego de 48 h de 

tratamientos con 50 o 100 tiM de CPF, los ensayos de cuantificación hormonal revelaron un 

claro incremento en la concentración de 3-hCG en el sobrenadante correspondiente a las 24 

últimas horas de exposición de estas células. En contraste, la concentración de estradiol y 

progesterona secretada permaneció sin cambios estadísticamente significativos (Fig. 20). 
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Fig. 20. Cuantificación de la secreción de -hCG, estradiol y progesterona. Las células JEG-3 se 
cultivaron en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (CPF 0) 
durante 48 h. Los resultados se expresan como nivel hormonal de secreción al medio de cultivo, en 
las últimas 24 h de tratamiento, relativo al nivel de la condición control (0) definido como 1. En el 
gráfico se muestra el Valor Medio ± EEM de al menos cuatro experimentos independientes. Los datos 
se analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación 
Múltiple de Dunnett. Se consideró estadísticamente 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 síntesis proteica, 

se realizaron ensayos de Western blot. 

Los niveles proteicos del transportador de eflujo de xenobióticos ABCG2 se vieron 

significativamente aumentados en las células JEG-3 luego de 48 h de exposición a CPF (Fig. 

21 A). Sin embargo, si bien el ARNm del factor de transcripción GCM1 se encontró 

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 distribución 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. Expresión proteica de ABCG2 y OCMI 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-13-actina como normalizador. Se muestran imágenes representativas y gráficos 
de barras indicando la relación ABCG2 / -actina o GCM1 / 3-actina determinada por cuantificación 
densitométrica de tres experimentos independientes. Se indica el Valor Medio ± EEM. Los datos se 
analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación 
Múltiple de Dunnett. Se consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

Posteriormente, se evaluó la respuesta a la presencia de CPF de los CTBv obtenidos 

por purificación a partir de placentas normales a término. A las 3 h de haber sembrado los 

CTBv aislados en el medio de cultivo, se los trató o no con CPF durante 22 o 64 h y se 

evaluaron los niveles de transcriptos y proteínas de interés. Como se señaló 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 

diferenciación in vitro. 

Como se observa en la Fig. 22, pese a la gran variabilidad de respuesta 

interplacentaria, CPF incrementó significativamente el nivel de transcriptos para 13-hCG a las 

dosis de 10 iiM y  100 piM luego de 22 h y a la dosis de 10 p.M 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 13-hCG pero no así otras, por lo cual el análisis 

estadístico no arrojó resultados contundentes (Fig. 22 A). Sin embargo, luego de 64 h totales 

de cultivo el tratamiento con 50 y 100 iM de CPF condujo a un incremento significativo en 

los niveles proteicos de 13-hCG (Fig.22 B y C). 
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Fig. 22. Niveles de ARNm y proteína -hCG en CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron 
en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (CPF 0) desde las 3 h 
post-plaqueo y hasta las 22 o 64 h totales de cultivo. (A) Cuantificación de ARNm por qRT-PCR. Los 
resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de acuerdo al 

método 	usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condición 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) Imágenes de 
Western blots representativos usando anticuerpos anti43-hCG y anti-0-actina. (0) Gráficos de caja 
representando la relación í3-hCG / -actina determinada por cuantificación densitométrica y relativa a 
la condición control (0). Se representa la Mediana (barras horizontales dentro de cajas), el Rango 
interquartil correspondiente a los percentilos 25 y 75% (límites de cajas) y los valores mínimo y 
máximo encontrados en tres experimentos independientes (placentas diferentes) realizados por 
duplicado. Los datos se analizaron mediante el test estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis 
seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunn. Se consideró estadísticamente 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 SEB, para permitir la diferenciación de los CTBv, también 

se observó un aumento de los niveles de transcriptos de 0-hCG cuando las células se 

expusieron CPF en presencia de 1% de SEB durante 22 h totales de cultivo (datos no 

mostrados). 

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

xenobióticos ABCG2J  se observó una tendencia general a incrementar sus niveles de ARNm y 

proteína. Sin embargo, debido a la gran variabilidad interpiacentaria sólo fue 
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estadísticamente significativo el incremento en los niveles del transcripto ABCG2 cuando los 

CTBv se expusieron a 10 i.tM de CPF durante 22 h y a 100 liM durante 64 h totales de cultivo, 

y de los niveles proteicos cuando se trataron con 10 y  50 liM por 64 h de cultivo (Fig. 23). 

A 	 B 
E ABCG222h 

* 	 22 h 
	

64 h 

Fig. 23. Niveles de ARNm y proteína ABCG2 en CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron 
en presencia de las concentraciones de CPF indicadas o sólo con el vehículo (CPF 0) desde las 3 h 
post-plaqueo y hasta las 22 o 64 h totales de cultivo. (A) Cuantificación de ARNm por qRT-PCR. Los 
resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de acuerdo al 
método 2AACt  usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condición 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) Western blots 
representativos usando anticuerpos anti-ABCG2 y anti-13-actina. (C) Gráficos de caja representando la 
relación ABCG2 / r3-actina determinada por cuantificación densitométrica y relativa a la condición 
control (0). Se representa la Mediana (barras horizontales dentro de las cajas), el Rango intercuartil 
correspondiente a los percentilos 25 y 75% (límites de cajas) y los valores mínimo y máximo 
encontrados en tres experimentos independientes (placentas diferentes) realizados por duplicado. Los 
datos se analizaron mediante el test estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-
test de Comparación Múltiple de Dunn. Se consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*). 

Los CTBv poseen una batería de transportadores de eflujo de xenobióticos que 

cooperan en su función de barrera contra tóxicos y metabolitos que arriban desde la sangre 

materna (Prouillac y Lecoeur 2010). El ABCG2, junto con la P-gp son los principales asociados 

al rol de protección fetal (Kolwankar et al. 2005). Por este motivo se procedió a evaluar si 

CPF también inducía la producción de la P-gp en este modelo. 
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CTBv expuestos a 10 y 100 iiM de CPF mostraron niveles más elevados de ARNm de 

P-gp respecto a CTBv cultivados en presencia solo del vehículo durante 22 h. Los transcriptos 

de dicha glicoproteína equipararon sus valores respecto a la condición control luego de 64 h 

de cultivo (Fig. 24 A). En las condiciones utilizadas CPF también incrementó los niveles 

proteicos de este transportador de eflujo (Fig. 24 B y C). 
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Fig. 24. Niveles de ARNm y proteína P-gp en CTBv expuestos a CPF. Las células se cultivaron en 
presencia de las concentraciones de CPF indicadas desde las 3 h post-plaqueo y hasta las 22 o 64 h 
totales. (A) Cuantificación de ARNm por qRT-PCR. Los resultados se normalizaron usando ciclofilina 

A como gen endógeno y se expresaron de acuerdo al método 2 	usando como calibrador el nivel 
de ARNm obtenido de extractos control (0). Se muestra la Mediana y el Rango intercuartil 
correspondiente a los percentilos 25 y  75% de al menos tres experimentos independientes (placentas 
diferentes) realizados por triplicado. Los datos se analizaron mediante el test no paramétrico de 
Kruskal-Wallis seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunn. Se consideró 
estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• (B) Western blots representativos de dos experimentos 
independientes usando anti-P-gp y anti-13-actina. (C) Inmufluorescencia realizada con anti-P-gp (rojo) 
sobre CTBv de 22 h de cultivo expuestos a 100 pM de CPF. En azul se observan los núcleos 
marcados con Hoechst. 

Cabe agregar que los niveles de P-gp en presencia y ausencia de CPF no pudieron ser 

evaluados previamente en la línea celular JEG-3 ya que la misma presenta niveles 

despreciables de dicha glicoproteína (Fig. 25). 
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Fig. 25. Niveles basales relativos de ARNm y proteína P-gp en células JEG-3 versus CTBv. (A) 
Cuantificación de ARNm por qRT-PCR. Los resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen 

endógeno y se expresaron de acuerdo al método 2 °  usando como calibrador el nivel de ARNm de 
extractos de células JEG-3. Los datos se presentan como el Valor Medio ± DE de un ensayo 
realizado por triplicado. (B) Imágenes de Western blots representativos usando anticuerpos anti-P-gp 
y anti-13-actina. 

Finalmente, al igual que lo observado en las células JEG-3, CPF no alteró los niveles de 

ARNm del factor de transcripción KLF6 en CTBv cultivados durante 64 h totales (Fig. 26). 
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Fig. 26. Niveles de ARNm de KLF6 en CTBv expuestos a CPF. Cuantificación de ARNm por qRT-
PCR. Los resultados se normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de 

acuerdo al método 2-""usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la 
condición 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. Los 
datos se analizaron mediante el test estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-
test de Comparación Múltiple de Dunn. Se consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

3.2. 	Trofoblastos extravellosos 

Con el propósito de estudiar el impacto de CPF sobre la expresión de genes 

relevantes para el desarrollo adecuado de las funciones asociadas a los trofoblastos 

extravellosos, se realizó un screening sobre algunos genes involucrados. Como modelo 

KLF6 64 h 
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celular se utilizaron a las células HTR-8/SVneo. En los cultivos de células expuestas a CPF se 

analizó la expresión de los siguientes genes: Fltl, HIF-la y PPARy, en base a los antecedentes 

que se mencionan a continuación. 

FIti es el receptor de VEGF, se expresa en trofoblastos extravellosos y participa en los 

procesos de proliferación y diferenciación endovascular de estas células (Athanassiades et al. 

1998; Fukushima et al. 2005). Además su variante soluble se ha encontrado incrementada en 

placentas preeclámpticas mediante regulación dependiente de HIF-la (Nevo et al. 2006). 

HIF-la es un factor de transcripción principalmente regulado por hipoxia, aunque también 

por otros mediadores en situación de normoxia (Dery et al. 2005). Más aún, diversos 

estímulos no-hipóxicos modifican los niveles de ARNm, proteína o actividad de HIF-la en la 

placenta y se ha propuesto como un mediador clave en el desarrollo y funcionalidad 

placentaria (Pringle et al. 2010). PPARy es un factor de transcripción activado mediante 

unión a ligando, que regula el desarrollo placentario y la invasión de los CTBev (Fournier et 

al. 2007; Fournier et al. 2008b). Por estos motivos también se lo ha implicado en la 

patogénesis de la preeclampsia. 

Los experimentos realizados indicaron que la exposición a CPF durante 48 h en medio 

suplementado con 10% de SFB disminuyó los niveles de ARNm de FIti en todas las dosis 

analizadas, de HIF-la en la dosis máxima evaluada (100 iiM) y de PPARy cuando las células 

se expusieron a concentraciones de 10 y 100 .iM (Fig. 27). 
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Fig. 27. Efecto de CPF sobre los niveles de transcriptos de FItI, HIF-la y PPARy en células 
HTR-8ISVneo. Los ARNm se cuantificaron por qRT-PCR sobre extractos de células HTR-8/SVneo 
expuestas a 0FF durante 48 h en las dosis indicadas o con el vehículo solo (0). Los resultados se 

normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de acuerdo al método 
usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condición 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%, según si fueron analizados con el test estadístico ANOVA de una vía 
seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett o con el test no paramétrico de Kruskal-
WaIlis seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunn, respectivamente. La elección del test 
se realizó 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 consideró 
estad ísticamente diferente respecto a la condición control (0) un p < 0,05 (*)• 

Se procedió a medir si en estas células de origen extravelloso también se encontraba 

alterada la expresión de 13-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 0-hCG disminuyeron en células expuestasa 

100 pM de CPF durante 48 h (Fig. 28). Además, se observaron niveles de transcriptos de - 

hCG disminuidos cuando estas células se expusieron a 10 y  50 iiM 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 -hCG en células HTR-
8/SVneo. Los ARNm se cuantificaron por qRT-PCR sobre extractos de células HTR-8/SVneo 
expuestas a CPF durante 48 h en las dosis indicadas o con el vehículo solo (0). Los resultados se 

normalizaron usando ciclofilina A como gen endógeno y se expresaron de acuerdo al método 

usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la condición 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%, según si fueron analizados con el test estadístico ANOVA de una vía 
seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunnett o con el test no paramétrico de Kruskal-
WaIlis seguido del post-test de Comparación Múltiple de Dunn, respectivamente. La elección del test 
se realizó 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 
consideró estadísticamente diferente respecto a la condición control (0) un p < 0,05 (*)• 

3.3. 	Conclusiones CAPITULO III 

Los resultados indican que CPF indujo la transcripción, síntesis y secreción de -hCG 

en las células JEG-3 expuestas in vitro en las condiciones indicadas. La producción de 0-hCG 

también se observó incrementada en las células Bewo expuestas a CPF. 

Los niveles del ARNm del factor de transcripción GCM1 aumentaron ante la presencia 

de CPF pero no así los de su proteína, mientras que los niveles de transcripto y proteína 

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 mostró una variabilidad importante (probablemente reflejando 

diferentes condiciones iniciales de la placenta de origen), se observaron resultados que 

complementan los obtenidos en las líneas celulares. En este sentido, los CTBv incrementaron 

los niveles de -hCG y de los transportadores de eflujo de xenobióticos ABCG2 y P-gp en 

respuesta a la presencia de CPF en el medio de cultivo. 
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En ninguno de los modelos estudiados los niveles de ARNm del factor de 

transcripción KLF6 se alteraron como consecuencia de la exposición a CPF durante tiempos 

prolongados. 

Los resultados anteriores demuestran que los trofoblastos de origen velloso 

responden frente a CPF induciendo la expresión de genes relevantes para su funcionalidad 

endócrina y protectiva. 

El incremento observado en los niveles de ABCG2 puede asociarse a la funcionalidad 

de barrera de los trofoblastos vellosos ya que su expresión no se vió alterada en células HTR-

8/SVneo, de origen extravelloso, expuestas a CPF. 

Células HTR-8/SVneo expuestas a CPF presentaron transcriptos de Fiti 

significativamente disminuidos, de HIF-la y -hCG también frente a la dosis más elevada y 

de PPARy frente a las dosis de 10 y 100 iiM. Cabe citar que la hCG producida por los CTBev 

es diferente y posee funciones biológicas distintas a las de la hCG sintetizada por el STB, ya 

que principalmente participa en promover la invasión de estas células (Cole 2010; Cole 

2012a; Cole 2012b; Fournier et al. 2011; Handschuh et al. 2009; Handschuh et al. 2007b) 

Los resultados hasta aquí descriptos señalan que en condiciones de exposición en las 

cuales la viabilidad celular no se encuentra alterada, si bien CPF no altera parámetros 

celulares asociados a la funcionalidad de los trofoblastos, es capaz de alterar la expresión 

de genes relevantes para la misma. 
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4. Estudio de factores moleculares potencialmente involucrados en los 

efectos de CPF sobre el trofoblasto velloso 

En el capítulo anterior se demostró que el CPF modifica la expresión de genes 

importantes para la función de la placenta en concentraciones que no afectan la viabilidad 

celular. Los resultados hallados constituyen el primer reporte que señala a los genes 0-hCG y 

ABCG2 como blancos moleculares de la exposición a CPF. Teniendo en cuenta la importancia 

de ambos en la función del CTBv, se inició un estudio exploratorio para identificar factores 

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

4.1. 	Rol de las EROs en la producción de 13-hCG 

Durante este trabajo de Tesis se publicó un trabajo en colaboración en el cual se 

determinó que CPF aumenta la producción de EROs en células JEG-3 expuestas a 50 y  100 

iiM durante 3 y  24 h (Chiapella et al. 2013). Por otro lado, estudios in vitro han vinculado a la 

secreción trofoblástica de hCG con el estrés oxidativo inducido por H202  (Kharfi Aris et al. 

2007) y  se ha encontrado una correlación positiva entre la concentración sérica de hCG y la 

producción de H202  en pacientes con preeclampsia (Kharfi Aris et al. 2005). 

En base a estos antecedentes se evaluó si el aumento de 3-hCG observado en las 

células JEG-3 era consecuencia de las EROs generadas por CPF. Para ello, inicialmente, se 

determinaron los niveles de expresión de 13-hCG y la viabilidad de células expuestas a 

concentraciones crecientes de H202  durante 24 h. Los niveles de ARNm de 13-hCG 

aumentaron significativamente en las células JEG-3 expuestas a concentraciones iguales o 

mayores a 25 iiM de H202, 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 expresión de 13-hCG es inducida por H202  en las células JEG-3 y 

sugiere que el aumento de J3-hCG causado por CPF podría estar mediado por EROs de este 

tipo. 

105 
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Fig. 29. Efecto de H202  sobre los niveles de transcriptos de -hCG. Células JEG-3 se expusieron 
a las concentraciones de H202  indicadas durante 24 h. (A) Los niveles de ARNm se cuantificaron por 
qRT-PCR y los resultados se normalizaron usando ciclofilina A como transcripto de referencia 

endógeno y se calcularon de acuerdo al método 	usando como calibrador el nivel de ARNm 

obtenido de extractos de la condición control (0). (B) Ensayo de MTT sobre células JEG-3 expuestas 
a H202  en las condiciones indicadas. Los datos se presentan como el Valor Medio ± DE y se 
analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una vía seguido del post-test de Comparación 
Múltiple de Dunnett. Se consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*)• 

Para confirmar la hipótesis 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 H202  (Aruoma et al. 1989; Zafarullah et al. 2003). La medición de los niveles de 

ARNm de 13-hCG reveló que el aumento inducido por 50 hM de CPF se revirtió parcialmente 

en presencia del antioxidante'(Fig. 30 A). Sorpresivamente, la NAC por sí misma incrementó 

el nivel de transcripto de 3-hCG comparado con la situación 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 señalar que la concentración utilizada de este antioxidante no afectó la 

viabilidad celular (datos no mostrados). 
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Fig. 30. Inducción de los niveles de ARNm de -hCG en células JEG-3 expuestas a CPF y al 
antioxidante NAC. Células JEG-3 se expusieron a 0 ó 50 pM de CPF durante 24 h, en presencia o 
ausencia de NAC. Los ARNm se cuantificaron por qRT-PCR y los resultados se normalizaron usando 

ciclofilina A como transcripto de referencia endógeno y se calcularon de acuerdo al método 2_Ct  (A) 

Se muestran niveles de transcriptos 3-hCG en células expuestas a CPF o a CPF + NAC relativos a 
sus respectivos controles sin CPF (0). (B) Se muestran niveles basales de transcriptos de 3-hCG (sin 
CPF) relativos al control sin NAC. Los datos se presentan como el Valor Medio ± DE y se analizaron 
mediante el test estadístico ANOVA de dos vías seguido del post-test de Bonferroni (A) o con un test t 
no pareado de dos colas (B). Se consideró estadísticamente significativo un p <0,05 (*)• 

C 

4.2. 	Participación del factor de transcripción Nrf2 

En el trabajo en colaboración mencionado previamente, se demostró que las células 

JEG-3 responden a las EROs generadas por CPF activando un mecanismo de defensa 

antioxidante, con la participación de las enzimas CAT, Glutatión Reductasa y HO-1, mediado, 

al menos en parte, por el factor de transcripción Nrf2. Este factor incrementa su expresión y 

trasloca al núcleo 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 de 0-hCG inducido por CPF. A tal fin se realizaron 

experimentos de pérdida de función por silenciamiento génico con siARN específicos para el 

gen Nrf2 (siNRF2). Como se observa, la transfección con el siNRF2 redujo significativamente 

el nivel de transcripto Nrf2 tanto a las 24 como 48 h post-transfección, comparado con los 

niveles encontrados en células transfectadas con el siARN control (SCB). A su vez, los niveles 

de ARNm de ABCG2, blanco transcripcional de Nrf2 en otros modelos celulares (Hagiya et al. 

2008; lshikawa et al. 2013; Wang et al. 2014), también se encontraron disminuidos y no así 

los transcriptos de 13-hCG (Fig. 31 A). Además, las células transfectadas con el siNRF2 

mantuvieron su viabilidad sin alteraciones en comparación con la condición control SCB (Fig. 

31 B). 
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Fig. 31. Silenciamiento de Nrf2. Células JEG-3 se transfectaron con 10 nM de siNRF2 o con SCB y 
se cultivaron durante 24 o 48 h. (A) Niveles de ARNm de Nrf2, ABCG2 y 13-hCG, cuantificados por 
qRT-PCR, normalizados usando ciclofilina A como transcripto de referencia endógeno y expresados 

de acuerdo al método 2--ct  usando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de extractos de la 

condición control (SCB). Los datos se representan con el Valor Medio ± EEM o con su Mediana y el 
Rango intercuartil correspondiente a los percentilos 25 y 75%, según si fueron analizados con el test t 
o con el test no paramétrico de Mann Whitney, respectivamente. La elección del test se realizó de 
acuerdo al resultado previo del test F para determinar la homogeneidad de varianzas. Los datos 
provienen de tres experimentos independientes realizados por triplicado y se consideró 
estadísticamente diferente respecto a la condición control (SCB) un p < 0,05 (*). (B) Imágenes 
representativas de tinciones con NA y BE. Se observan escasos núcleos verdes brillantes sugerentes 
de apoptosis (Flecha) y no se observan núcleos rojos de células necróticas. Magnificación original 
400X. Escala de barra = 10 pm. 

Habiendo confirmado el silenciamiento de Nrf2, su participación en el control de la 

transcripción basa¡ de ABCG2 y que su disminución no altera la viabilidad en condiciones de 

crecimiento celular normal, se evaluó 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 y los niveles de ARNm y de proteína 

de ABCG2 y -hCG fueron cuantificados. CPF incrementó la producción de ABCG2 y 13-hCG 

tanto en células transfectadas con SCB como con siNRF2, sin cambios significativos en el 

incremento alcanzado. Estos resultados sugieren que este factor de transcripción no 

desempeña un rol clave en el aumento de ABCG2 y 13-hCG inducido por CPF (Fig. 32). Sin 

embargo, observaciones preliminares sugieren que la reducción de la expresión de Nrf2 
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Fig. 32. Niveles de expresión de ABCG2 y í3-hCG en células silenciadas para Nrf2 y expuestas a 
CPF. Células JEG-3 se transfectaron con 10 nM de siNRF2 o con SCB y se cultivaron 24 h, 
posteriormente fueron expuestas a las dosis indicadas de CPF durante 24 o 48 h. (A) Gráficos 
representativos de niveles de ARNm de 13-hCG y ABCG2 relativos a los controles (0) medidos por 

qRTPCR. Los resultados se normalizaron con ciclofilina A, se expresaron de acuerdo al método 20t 

y se analizaron con ANOVA de dos vías seguido del post-test de Bonferroni, considerando un p < 
0,05 como estadísticamente diferente (*)• (B) Western blots realizados con anticuerpos anti--hCG, 
anti-ABCG2 y anti-13-actina y revelados mediante quimioluminiscencia, de células transfectas 24 h con 
siNRF2 o con SCB y expuestas 48 h a CPF. 

4.3. 	Participación del factor de transcripción KLF6 

Nuestro grupo de trabajo ha determinado que KLF6 es un regulador transcripcional 

de 13-hCG en los CTBv (Racca et al. 2011). Además se ha reportado que este factor de 

transcripción aumenta su expresión frente a EROs y a sustancias pro-oxidantes como el H202  

y el pesticida paraquat en líneas celulares hepáticas, así como por alcohol en el hígado de 

ratas expuestas (Urtasun et al. 2012). En base a estos antecedentes se evaluó si KLF6 es un 

mediador molecular que participa en el incremento de 3-hCG y de ABCG2 inducido por CPF 

en las células JEG-3. 
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En diversos sistemas celulares KLF6 actúa como un gen de respuesta temprana a una 

injuria. Si bien no se habían observado modificaciones en los niveles de ARNm de KLF6 en las 

células JEG-3 expuestas a CPF durante 24 o 48 h (Ver Capítulo III), se determinó si CPF 

provocaba una inducción temprana de su expresión. Efectivamente, luego de 3 h de 

exposición a CPF se detectó un claro aumento en los niveles proteicos de KLF6 (Fig. 33), 

sugiriendo su participación en el control transcripcional de genes inducidos por el tóxico. 

Resultados similares se obtuvieron en las células BeWo (datos no mostrados). 
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Fig. 33. Niveles proteicos de KLF6 en células JEG-3 expuestas a CPF. Las células fueron 
expuestas a CPF o a su vehículo (0) durante 3 h, sus extractos proteicas fueron sometidos a ensayos 
de Western blots usando anticuerpos anti-KLF6 y anti-13-actina y revelados mediante 
quimioluminiscencia. 

Posteriormente, células JEG-3 se transfectaron con siARN dirigido contra KLF6 

(siKLF6) o con SCB y luego de 24 h se expusieron a 50 pM de CPF durante 3 o 48 h. En las 

células tratadas con SCB se detectó el patrón de bandas característico para la proteína KLF6 

y el incremento en la intensidad de las mismas a las 3 h de exposición a CPF. En cambio, en 

las células transfectadas con siKLF6 no se observó el aumento inducido por CPF y la 

expresión de KLF6 se mantuvo disminuida inclusive luego de 48 h de tratamiento (Fig. 34). 
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Fig. 34. Niveles proteicos de KLF6 en células silenciadas y expuestas a CPF. Células JEG-3 
fueron transfectadas con 25 nM de siKLF6 o SCB y luego expuestas a 0 6 50 PM de CPF durante 3 o 
48 h, sus extractos proteicas fueron sometidos a ensayos de Western blots usando anticuerpos anti-
KLF6 y anti-f3-actina y revelados mediante quimioluminiscencia. 

El silenciamiento de la expresión de KLF6 no alteró la viabilidad celular (Fig. 35 A y B) 

ni la sensibilidad de las células JEG-3 a la citotoxicidad de CPF (Fig. 35 B). 
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Fig. 35. Viabilidad de células JEG-3 silenciadas para KLF6. (A) Imágenes representativas de 
tinciones con NA y BE realizadas sobre células JEG-3 transfectadas con siKLF6 o con SCB durante 
48 h. Magnificación original 400X. Escala de barra = 10 pm. (B) Valor Medio ± DE de un ensayo de 
MTT realizado en cuatriplicado sobre células JEG-3 silenciadas para KLF6 durante 24 h y 
posteriormente expuestas a las dosis de CPF indicadas durante 48 h. Los datos se analizaron 
mediante el test ANOVA de dos vías seguido del test de Bonferroni y se consideró estadísticamente 
significativo un p <0,05 (*)• 

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

los niveles de expresión de 0-hCG y ABCG2 inducidos por CPF. 
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Fig. 36. Niveles de -hCG y ABCG2 en células JEG-3 silenciadas para KLF6 y expuestas a CPF. 
Células JEG-3 se transfectaron con 25 nM de siKLF6 o SCB, se cultivaron 24 h, y posteriormente se 
expusieron a O ó 50 pM de CPF durante 48 h. (A) Gráfico representativo de niveles de ARNm de 0-
hCG relativos a los controles (0), medidos por qRTPCR. Los resultados se normalizaron usando 

ciclofilina A, se expresaron de acuerdo al método 	y se analizaron mediante ANOVA de dos vías 

seguido del post-test de Bonferroni, considerando un p < 0,05 como estadísticamente diferente (*)• (B) 
Western blots realizados con anticuerpos anti--hCG, anti-ABCG2 y anti--actina y revelados 
mediante quimioluminiscencia. 

Como se observa en las figuras anteriores (Fig. 36 A y B), CPF incrementó los niveles 

de ARNm y proteína 3-hCG tanto cuando las células fueron transfectadas con siKLF6 como 

con SCB. Sin embargo, la magnitud del incremento en los niveles de transcriptos de 13-hCG 



RESULTADOS: CAPÍTULO IV 112 

fue menor cuando KLF6 se encontraba silenciado (Fig. 36 A). Si bien son preliminares, estos 

resultados sugieren que KLF6 contribuiría con la inducción de la expresión de 3-hCG 

generada por CPF, aunque el aumento de su expresión no es indispensable para que se 

dispare el aumento de 13-hCG. Cabe citar también que las células control (no expuestas a 

CPF) presentaron niveles basales de 0-hCG menores cuando KLF6 estaba silenciado (Fig. 36 

B), como es de esperar por los antecedentes citados (Racca et al. 2011). 

Los niveles proteicos de ABCG2 incrementaron en presencia de CPF, en las 

condiciones evaluadas, de manera independiente de la expresión basa¡ de KLF6 (Fig. 36 B), 

sugiriendo que este factor de transcripción no estaría participando en su inducción. 

4.4. 	Rol de 13-hCG en la viabilidad celular y homeostasis redox 

Como se mencionó, CPF genera un aumento de EROs en células JEG-3 y estas 

responden activando mecanismos de defensa antioxidante que restaurarían la homeostasis 

redox (Chiapella et al. 2013). Por otra parte, se ha reportado que hCG podría ejercer un 

efecto protector frente al estrés oxidativo en células del estroma endometrial y en la 

placenta (Kajihara et al. 2011; Kharfi Aris et al. 2007). Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, se evaluó la participación de 3-hCG en la homeostasis redox y el 

mantenimiento de la viabilidad celular. A tal fin se realizaron ensayos de silenciamiento 

génico con un siARN específico para el gen 13-hCG (sihCG). Mediante ensayos de Western 

BIot se comprobó la disminución en los niveles de la proteína 0-hCG en todas las 

concentraciones y tiempos ensayados (Fig. 37). 
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Fig. 37. Silenciamiento de -hCG. Células JEG-3 se transfectaron con las concentraciones 
indicadas de sihCG o con SCB (0) y  se cultivaron durante 24 o 48 h. Los extractos proteicos se 
analizaron en ensayos de Western blots con anticuerpos anti-3-hCG y anti--actina, revelados con 
anticuerpos secundarios fluorescentes. 

Para los ensayos siguientes se eligió una concentración de 50 nM del sihCG y se 

verificó que los niveles de -hCG se mantenían silenciados hasta las 96 h de cultivo (Fig. 38 
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A). En estas condiciones, se determinó la viabilidad celular y la generación de ERO. Si bien la 

viabilidad celular no se afectó en las células carentes de f3-hCG (Fig. 38 B), los niveles basales 

de EROs se encontraron notablemente incrementados (Fig. 38 C), sugiriendo la participación 

de esta hormona en la homeostasis redox. 

Fig. 38. Rol de 0-hCG en la viabilidad y homeostasis rédox de las células JEG-3. Los cultivos se 
transfectaron con 50 nM de sihCG o con SCB durante 96 h. (A) El silenciamiento de la proteína se 
verificó mediante ensayos de Western blots realizados con anticuerpos anti--hCG y anti-13-actina y 
revelados con anticuerpos secundarios fluorescentes. (B) Valor Medio ± DE de un ensayo de MTT 
realizado por cuadruplicado. Los datos se analizaron mediante el test t de dos colas y se consideró 
estadísticamente significativo un p < 0,05 (*). (0) Imágenes representativas de la detección de EROs 
por microscopia utilizando la sonda fluorescente H2DCFDA (verde) y sus correspondientes fotografías 
de contraste de fase. Magnificación original 200X. Escala de barra = 10 pm. 

Posteriormente, se analizó el impacto del silenciamiento de 13-hCG en células 

expuestas a CPF. Para ello, 24 h luego de la transfección con el sihCG, las células se 

expusieron a CPF durante 24 h y se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo de MU y 

tinción vital con NA y BE. En las muestras tratadas con el sihCG, se verificó la disminución de 

los niveles proteicos basales de 3-hCG tanto a las 24 h como a las 48 h; mientras que en las 

células tratadas con 50 pM de CPF y con el sihCG se observó una marcada reducción en la 

inducción de 3-hCG  (Fig. 39 A). Sin embargo, la viabilidad celular no se modificó en ninguna 

de las condiciones ensayadas (Fig. 39 B y C). Es decir, en células JEG-3 expuestas a 

concentraciones de hasta 50 i.iM de CPF, durante 24 h, la viabilidad celular no se ve 

comprometida si se impide el aumento en la expresión de 3-hCG inducido por CPF. 
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Fig. 39. Viabilidad celular en JEG-3 silenciadas para 13-hCG y expuestas a CPF. (A) Western blots 
de extractos de células obtenidos después de 24 h de transfección con 50 nM sihCG, o con siARN 
control (SCB), o sin siARN (slo), o sin transfectar (slt); o de extractos obtenidos 48 h después de 
transfectarlas con sihCG o SCB y de tratarlas durante las últimas 24 h, con 50 pM CPF o su vehículo 
(0). Se utilizaron anticuerpos anti43-hCG y anti-í3-actina y se revelaron con anticuerpos secundarios 
fluorescentes. (B) Valor Medio ± DE de un ensayo de MU realizado por cuadruplicado en muestras 
transfectadas con SCB o 50 nM sihCG y tratadas con las concentraciones indicadas de CPF. Los 
datos se analizaron mediante el test ANOVA de dos vías seguido del test de Bonferroni y se 
consideró estadísticamente significativo un p < 0,05 (*). (0) Imágenes representativas de tinciones 
con NA (verde) y BE (rojo) en muestras transfectadas con sihCG o SCB y tratadas con 50 PM CPF o 
su vehículo (control). Magnificación original 400X. Escala de barra = 10 pm. 

Finalmente, las células se silenciaron con el sihCG o se trataron con el siARN control 

(SCB) y luego de 48 h se expusieron a CPF o al diluyente (control) durante 3 h al cabo de las 

cuales se determinó la generación de EROs utilizando la sonda H2DCFDA. En coincidencia con 

lo reportado previamente (Chiapella et al. 2013), las células tratadas con CPF mostraron un 

incrementó en la generación de EROs comparado con las células en la condición control. Sin 

embargo, en las células transfectadas con siARN específico para 3-hCG y expuestas a CPF se 

alcanzaron niveles de EROs similiares a los observados en las células transfectadas con SCB y 

CPF (Fig. 40). 
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Fig. 40. EROs en células JEG-3 silenciadas para -hCG 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 a O (Control), 50 ó 100 pM de CPF durante 3 h. Se muestran imágenes representativas de 
la medición de EROs utilizando la sonda fluorescente H2DCFDA (verde) y sus correspondientes 
fotografías de contraste de fase. Magnificación original 200X. Escala de barra = 10 pm. 

4.5. 	Conclusiones CAPITULO IV 

CPF produce EROs en las células JEG-3 (Chiapella et al. 2013). La expresión de Í3-hCG 

es activada por H202  sugiriendo que su aumento inducido por CPF podría estar mediado por 

las EROs. En concordancia con ello, el antioxidante NAC revirtió parcialmente el aumento de 

13-hCG generado por CPF en estas células. 

CPF desencadena una respuesta antioxidante, aumenta la expresión del factor de 

transcripción Nrf2 e induce su traslocación al núcleo (Chiapella et al. 2013). Sin embargo, 

este factor no estaría mediando el aumento de 3-hCG y ABCG2 generado por CPF en las 

células JEG-3, aunque sí la transcripción basa¡ de este último. Resultados preliminares 

indicarían su participación en la sobrevida de las células frente al tóxico estudiado. 

Como fue reportado, el factor de transcripción KLF6 regula los niveles basales de 3-

hCG (Racca et al. 2011) y,  aunque no es necesario, colabora con la inducción de su expresión 

frente a CPF. Además, no modifica la resistencia a la citotoxicidad en las células frente a CPF. 

Finalmentre, 0-hCG no sería necesaria para la sobrevida de las células JEG-3 en 

ausencia o presencia de CPF en las condiciones estudiadas, pero participaría en la 

homeostasis redox de este sistema celular. 
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S. Efectos de CPF sobre las vellosidades coriónicas 

Hasta aquí hemos demostrado que los trofoblastos vellosos son resistentes a la 

citotoxicidad de CPF en las condiciones evaluadas. Frente al tóxico, estas células aumentan la 

cantidad de transportadores de eflujo de xenobióticos y refuerzan su respuesta 

antioxidante, sugiriendo que activan mecanismos de protección que permitirían mantener 

su integridad. 

Los trofoblastos vellosos forman el epitelio de las vellosidades coriónicas, donde se 

encuentran también la matriz intravellositaria y las demás células del tejido conectivo, 

células inmunes y vasos sanguíneos fetales. A fin de evaluar el comportamiento de los 

trofoblastos en el contexto de la vellosidad coriónica y detectar células o zonas 

potencialmente más sensibles a los efectos de CPF, se analizaron las características 

histológicas de explantos de vellosidades coriónicas expuestos a CPF in vitro. 

5.1. 	Evaluación mediante Microscopía Óptica 

Los explantos obtenidos a partir de placentas humanas a término se cultivaron 36 h 

en presencia o no de CPF en dosis de 5, 10, 50 y  100 i.tM. Posteriormente se fijaron, 

incluyeron en parafina y se realizaron cortes histológicos aptos para realizar tinciones e 

inmunofluorescencias sobre los mismos. Este abordaje puedo ser realizado gracias a la 

colaboración establecida con el laboratorio dirigido por el Dr. Ricardo Fretes en el 

Departamento de Biología Celular, Histología y Embriología de la Facultad de Ciencias 

Médicas de la Universidad Nacional de Córdoba. 

Inicialmente se realizaron tinciones con He-Eo y se analizó el impacto de CPF sobre la 

estructura vellositaria mediante su observación en el microscopio óptico. 

Las muestras expuestas a concentraciones bajas de CPF (5 y  10 iiM), mostraron una 

estructura vellositaria conservada con su núcleo central de mesénquima (en el cual se 

observan los vasos sanguíneos fetales), rodeado por la capa epitelial externa formada por el 

STB multinucleado, de manera similar al control. Sin embargo, algunos núcleos del STB 

presentaron alteraciones en su forma y tamaño, tendientes a la verticalización y con una 

cromatina más laxa que en la situación control. Además se observaron núcleos en bicapa o 
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en rosario e incluso algunos acúmulos dentro del STB. El patrón de tinción de la matriz 

intravellositaria también mostró cambios respecto a los explantos control y se observaron 

núcleos estromales con características apoptóticas (Fig. 41). 

Si bien en las figuras presentadas se muestra el Control con DIVISO (solvente de CPF) 

en cantidad equivalente a la que contienen los cultivos con la dosis más elevada del tóxico, 

se realizaron controles con cantidad de DIVISO equivalente a cada una de las 

concentraciones de CPF empleadas. Todos los controles realizados fueron aceptables, con 

morfología similar a la condición control sin vehículo. 

Las alteraciones del STB y del estroma intravellositario se incrementaron al tratar los 

explantos con dosis más elevadas de CPF (50 y  100 .tM). En estas condiciones, se observó un 

aumento en la cantidad y tamaño de los acúmulos de núcleos anormales, así como, en la 

cantidad de células con núcleos alterados en el estroma. Además se observaron signos de 

muerte celular por necrosis principalmente en el STB e incluso algunas zonas parecían estar 

desprovistas del epitelio sincicial, mostrando una marcada alteración en la estructura de la 

barrera placentaria (Fig. 41). 
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Fig. 41. Efecto de CPF sobre la estructura vellositaria. Explantos de placentas normales a término 
se cultivaron 8 h y se expusieron a 0FF o su vehículo (Control) en las dosis indicadas durante 36 h. 
Luego de su fijación, inclusión en parafina y cortes con micrótomo se realizaron tinciones con He-Eo. 
Se muestran imágenes representativas del análisis morfológico realizado en 5 experimentos 
independientes provenientes de placentas diferentes. Se señalan ejemplos de las siguientes 
alteraciones: núcleos estromales con características apoptóticas (Flechas); acúmulos de núcleos 
anormales (Puntas de flecha); núcleos en bicapa con alteraciones cromatínicas (#); núcleos en 
rosario (+); zona desprovista de STB con signos de necrosis tisular (*)• Magnificación original 400X 
(izquierda) y 1000X (derecha). Escala de barra = 10 pm. 
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A fin de profundizar en el análisis de las alteraciones observadas en la barrera 

placentaria, se realizaron inmunofluorescencias con anti-citoqueratina 7 (marcador de 

células trofoblásticas (Yagel et al. 1989)) junto con marcaciones nucleares con Hoechst. 

Previamente, se realizó la puesta a punto de la marcación, en la cual se realizaron los 

controles negativos correspondientes a fin de corroborar que la marca observada era de la 

proteína de interés. Como se observa en la Fig. 42, en la situación Control, la marcación de 

citoqueratina 7 se encuentra delimitando claramente el borde trofoblástico de la vellosidad 

coriónica. En cambio, en los explantos expuestos a CPF se observó un cambio en el patrón de 

tinción, una disminución de la marca y la pérdida completa de la misma en algunas zonas de 

las vellosidades de las muestras expuestas a las concentraciones más altas del pesticida, 

evidenciando la alteración en dicha barrera que generó este tóxico. Las tinciones con 

Hoechst permitieron observar claramente las alteraciones nucleares que generó CPF en las 

vellosidades coriónicas, caracterizadas por la presencia de núcleos picnóticos y 

fragmentados en el interior de las vellosidades y acúmulos de núcleos anormales en la zona 

del STB, como así también la verticalización y cromatina nuclear más laxa. 
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C) 

Fig. 42. Efecto de CPF sobre la barrera trofoblástica y morfología nuclear. Explantos de 
placentas normales a término se cultivaron 8 h y se expusieron a CPF o su vehículo (Control) en las 
dosis indicadas durante 36 h. Luego de su fijación, inclusión en parafina y cortes con micrótomo se 
realizaron inmunofluorescencias con anticuerpos anti-citoqueratina 7 (rojo) y tinciones nucleares con 
Hoechst (azul). Se muestran ejemplos de: núcleos picnóticos y fragmentados (Flecha); acúmulos de 
núcleos anormales en la zona del STB (Punta de Flecha); desorganización del epitelio sincicial (*)• Se 
observan imágenes representativas de dos inmunofluorescencias y cuatro marcaciones nucleares 
realizadas en experimentos independientes sobre placentas diferentes. Magnificación original 1000X. 
Escala de barra = 10 pm. 

Los acúmulos de núcleos presentes en los explantos expuestos a CPF podrían ser 

consecuencia de la proliferación descontrolada de algunas células o de una reorganización 

en la estructura de la vellosidad. Para evaluar si CPF induce un aumento en la proliferación 

celular se realizaron inmunohistoquímicas para ki-67. Esta proteína nuclear se encuentra 

durante todas las fases del ciclo celular (Gi, S y G2) pero está ausente en células arrestadas 

(G 0). 

En placentas normales a término existe un bajo porcentaje de células en proliferación 

(Arnholdt et al. 1991). De hecho, en los explantos cultivados en ausencia de CPF solo se 

detectaron algunas células ki-67 positivas. En los explantos expuestos al pesticida no se 

encontró un incremento significativo en el número de células positivas, sugiriendo que los 
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acúmulos nucleares se deben fundamentalmente a un reordenamiento de los núcleos ya 

presentes en la vellosidad (Fig. 43). Además, en los explantos tratados con la mayor dosis de 

CPF hubo una disminución en el número de células ki-67 positivas, lo cual es compatible con 

el aumento de muerte celular observado morfológicamente (Fig. 43 y 41). 
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Fig. 43. Efecto de CPF sobre la proliferación celular. Explantos de placentas normales a término 
se cultivaron 8 h y se expusieron a CPF o su vehículo (Control) en las dosis indicadas durante 36 h. 
Luego de su fijación, inclusión en parafina y cortes con micrótomo se realizaron inmunohistoquímicas 
con anticuerpos anti—ki67 (marrón) y contra coloración con He (azul). Se observan imágenes 
representativas. Magnificación original 400X. Escala de barra = 10 pm. 

Posteriomente se realizó una tinción con PAS. Esta marcación revela componentes 

celulares que contienen hidratos de carbono, presentes en las vellosidades principalmente 

en la membrana basal del STB y de los vasos sanguíneos, tal como se observa en la condición 

control (Fig. 44). 

La marcación con PAS reveló un ensanchamiento de la membrana basal trofoblástica 

en los explantos expuestos a CPF, principalmente en donde el STB presenta alteraciones 

morfológicas. Además en el estroma se observó un aumento en los hidratos de carbono 

reactivos para esta tinción, revelando una modificación en la composición de la matriz de la 

vellosidad (Fig. 44). 
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Fig. 44. Tinción con PAS. Explantos de placentas normales a término se cultivaron 8 h y se 
expusieron a CPF o su vehículo (Control) en las dosis indicadas durante 36 h. Luego de su fijación, 
inclusión en parafina y cortes con micrótomo se realizaron tinciones con PAS (magenta) y contra 
coloración con He (azul). Se observan imágenes representativas. Las Flechas muestran la membrana 
basa¡ trofoblástica y su engrosamiento en las muestras expuestas a CPF. Magnificación original 400X 
(izquierda) y 1000X (derecha). Escala de barra = 10 pm. 
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A fin de profundizar en la descripción de los cambios observados en el estroma 

vellositario en presencia de CPF, se realizaron inmunohistoquímicas usando anticuerpos anti-

vimentina, que marca las células mesenquimales (Blaschitz et al. 2000), y  anti-caspasa 3 

clivada para revelar células apoptóticas. Para ambas marcaciones se realizaron controles 

negativos, en los cuales no se colocó el anticuerpo primario, demostrando que la tinción 

presentada sólo representa a las proteínas de interés (datos no mostrados). 

Como era esperado, casi la totalidad de las células del interior de la vellosidad 

coriónica fueron positivas para la marcación con vimentina, no así el STB en un todo de 

acuerdo con el origen epitelial de este último. Las imágenes de los ensayos de 

inmunohistoquímica no revelaron cambios en la marcación de esta proteína en los explantos 

expuestos a CPF en comparación con los controles. Además, permitieron confirmar que los 

cúmulos de núcleos generados por CPF no corresponden a células de origen mesenquimal, 

sino epitelial (Fig. 45, panel izquierdo). Estos resultados, junto con las observaciones 

realizadas mediante tinción con PAS sugieren que las alteraciones observadas 

morfológicamente en el interior de la vellosidad coriónica son principalmente debidas a 

cambios en la composición de la matriz estromal. 

La inmunohistoquímica realizada usando el anticuerpo anti-caspasa 3 clivada 

confirmó la existencia de células apoptóticas (con núcleos fragmentados) en el estroma 

intravellositario, ya que los núcleos con dichas características fueron positivos para esta 

marcación (Fig. 45, panel derecho). CPF indujo un incremento de células que presentaban 

caspasa 3 clivada en el interior de la vellosidad, la mayoría de las cuales se encontraron en la 

zona más cercana a la membrana basa¡ del epitelio trofoblástico, sugiriendo que se trataría 

de células mesenquimales más indiferenciadas (Ver Introducción sección 1.3). 
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Fig. 45. Inmunomarcaciones de Vimentina y Caspasa 3 clivada. Explantos de placentas normales 
a término se cultivaron 8 h y se expusieron a CPF o su vehículo (Control) en las dosis indicadas 
durante 36 h. Luego de su fijación, inclusión en parafina y cortes con micrótomo se realizaron 
inmunohistoquímicas usando anticuerpos anti-vimentina (marrón panel izquierdo) y anti-caspasa 3 
clivada (marrón panel derecha), junto con la contra coloración con He (azul). Se muestran imágenes 
representativas. Las Puntas de Flecha señalan cúmulos de núcleos en el STB vimentina-negativos; 
las Flechas indican células caspasa 3 clivada-positivas. Magnificación 1000X. Escala de barra = 10 
pm. 
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5.2. 	Evaluación utilizando Microscopía Electrónica 

Finalmente, se realizó un estudio mediante microscopía electrónica a fin de describir 

con más detalle las alteraciones observadas sobre los explantos de placentas humanas a 

término expuestos in vitro a CPF en concentraciones bajas. 

Las alteraciones ultraestructurales más preponderantes causadas por la exposición a 

10 .tM de CPF se observaron a nivel de la capa de STB. Se corroboró la presencia de núcleos 

verticalizados, con cromatina más laxa respecto a la condición control (Fig. 46 Flechas azules) 

y dispuestos en bicapa o en acúmulos anormales (Fig. 46 Flechas rojas). Además, en 

concordancia con lo observado mediante la tinción con PAS, se observó un engrosamiento 

de la membrana basa¡ del STB en los explantos expuestos a CPF (Fig. 46 Flechas verdes). 

Control 

10 jiM CPF 

Fig. 46. Microscopias electrónicas de explantos placentarios expuestos in vitro a 10 pM de 
CPF. Explantos de placentas normales a término se cultivaron 8 h y se expusieron a 10 PM de CPF o 
su vehículo (Control: 0.004% DMSO) durante 36 h; posteriormente fueron analizados 
ultraestructuralmente a través de microscopía electrónica. Se muestran imágenes representativas: 
Núcleos del STB (Flechas azules: N), Membrana basa¡ del STB (Flechas verdes: MB), alteraciones en 
la disposición nuclear dentro del STB (Flechas rojas) y estroma intravellositario (E). Magnificación 
original 6000X. Escala de barra = 1 pm. 

5.3. 	Conclusiones CAPITULO V 

Explantos vellosos de placentas normales a término expuestos a CPF in vitro durante 

36 h, presentaron notables alteraciones estructurales y ultraestructurales. 
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Dosis bajas de CPF (5 y  10 iiM) generaron modificaciones en la forma, condensación 

cromatínica y disposición nuclear del STB, engrosamiento de la membrana basa¡ del mismo, 

cambios en la composición de la matriz intravellositaria y aumento del número de células 

estromales con núcleos apoptóticos. 

A dosis altas de CPF (50 y  100 iM) aumentaron todas las alteraciones vellositarias 

anteriores, impactando notablemente en la estructura de la barrera placentaria. Además, el 

STB presentó zonas con acúmulos de núcleos, no generados por proliferación celular sino 

por cambios en su disposición, y zonas carentes de células citoqueratina 7 positivas, 

con cambios morfológicos compatibles con necrosis. 
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Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral sugieren que los trofoblastos 

vellosos poseen mecanismos de resistencia a la citotoxicidad por CPF. Esto se demostró ya 

que no sólo las líneas celulares trofoblásticas mantuvieron su viabilidad frente a las dosis del 

pesticida evaluadas, sino más importante aún, los CTBv purificados de placentas humanas 

permanecieron viables y diferenciaron a estructuras tipo STB en presencia del tóxico en 

todas las situaciones evaluadas. Entre los mecanismos de resistencia asociados se pueden 

incluir, además de la respuesta antioxidante desencadenada, el aumento en los 

transportadores de efiujo ABCG2 y P-gp y, posiblemente, al incremento de la producción de 

0-hCG a fin de intentar mantener la homeostasis rédox. Sin embargo, pese a la respuesta de 

defensa que presentaron los trofoblastos aislados expuestos a CPF, dosis equivalentes del 

pesticida produjeron alteraciones marcadas en las vellosidades coriónicas provenientes de 

las mismas placentas. Explantos vellosos expuestos in vitro presentaron daños histológicos a 

nivel de la composición del estroma intravellositario, donde además incrementó la cantidad 

de células apoptóticas. En el epitelio trofoblástico, CPF alteró la disposición y morfología 

nuclear e indujo el engrosamiento de su membrana basal. Además, a dosis elevadas se 

observó una desorganización vellositaria marcada con alteraciones morfológicas compatibles 

con necrosis tisular. Estos resultados sugieren que existirían mediadores no trofoblásticos, 

celulares o no, dentro de la vellosidad coriónica, que serían más sensibles a CPF y podrían 

desencadenar las alteraciones de la barrera trofoblástica. 

Por otro lado, también se observó que a dosis elevadas los CTBev serían más 

sensibles que los CTBv y, que cuando éstos mantienen su viabilidad, CPF no altera su 

proliferación, migración ni invasión, pero modifica la expresión de genes con roles 

importantes en estas células. 

En conjunto, estas observaciones podrían explicar, al menos en parte, la asociación 

entre la exposición a pesticidas OP y las alteraciones en el embarazo reportadas, e 

incentivan a estudiar cuáles son los actores vellositarios y mediante qué mecanismos 

permiten que CPF genere daño en la barrera trofoblástica pese a la resistencia que los 

trofoblastos aislados poseen por sí mismos frente a este tóxico. 
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La formación de la placenta y su correcto funcionamiento es vital para el 

mantenimiento del embarazo y el desarrollo del individuo que se está gestando junto con 

ella. Alteraciones en este órgano se asocian a la aparición de patologías del embarazo, y 

también contribuyen al desarrollo de enfermedades en la vida adulta del hijo (Guttmacher et 

al. 2014; Rogers y Velten 2011). Durante años la placenta ha sido considerada como una 

barrera más bien pasiva e inerte que protege al feto de algunos compuestos tóxicos 

permitiendo la llegada de otros. Posteriormente, se demostró que participa en la 

transferencia activa y en la biotransformación de drogas y xenobióticos, determinando el 

nivel de exposición del individuo en gestación a tóxicos (Myllynen y Vahakangas 2013). 

Además, representa una matriz adecuada para evaluar la exposición intrauterina (Prouillac y 

Lecoeur 2010). Más aún, el delicado balance de interacciones entre programas endógenos 

de expresión génica y señales externas que participan en la formación y función de la 

placenta, puede ser modulado por contaminantes ambientales (Gupta 2012). En este 

sentido, la comprensión del impacto toxicológico y los cambios que ocurren en la misma 

como consecuencia de la exposición a drogas durante el embarazo, es un aspecto muy 

importante en la evaluación del riesgo que implica para la salud materno-fetal. 

Los plaguicidas OP constituyen una clase importante de químicos contaminantes del 

medio ambiente. Luego de la disminución en el empleo de los OC debido a sus conocidos 

efectos adversos sobre la salud humana y el ambiente, así como a su elevada persistencia, 

los OP se han convertido en los pesticidas de mayor uso en la actualidad (Elersek y Filipic 

2011). Diversos estudios epidemiológicos han evaluado la asociación entre la exposición a 

OP durante la vida intrauterina y la aparición de alteraciones en el desarrollo fetal y en 

procesos cognitivos en niños, indicando que existe una asociación negativa entre la 

exposición prenatal y el neurodesarrollo y comportamiento en niños de edad escolar 

(G onza lez-Alzaga et al. 2014). Otros, han reportado una disminución en el tiempo de 

gestación (Eskenazi et al. 2004), la talla, el peso y la circunferencia de la cabeza del neonato 

(Berkowitz et al. 2004; Perera et al. 2003; Whyatt et al. 2004). Sin embargo, poco se conoce 

acerca de los efectos directos que producen los pesticidas OP sobre el tejido placentario y de 

cómo reaccionan las células trofoblásticas ante su presencia. 
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En este trabajo de Tesis Doctoral se propuso evaluar la respuesta de la placenta 

humana frente a la exposición al pesticida CPF. Este tóxico es un OP convencional 

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 producción y uso a nivel mundial (Saunders et al. 2012). Aunque su uso domisanitario 

se encuentra prohibido en nuestro país desde el 2009, al igual que en muchos otros países 

desde el 2000, continúa siendo el pesticida OP más ampliamente empleado en la producción 

agrícola, y aún se utiliza en actividades no agrícolas 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 preocupación sobre el riesgo potencial de 

este plaguicida para la salud humana, especialmente sobre los posibles efectos adversos de 

la exposición prenatal en el desarrollo fetal y el neurodesarrollo de los niños. Como un 

ejemplo de esta preocupación, cabe mencionar que la EPA ha solicitado a paneles de 

expertos que revisen nuevos aspectos científicos de los efectos sanitarios de CPF. En general, 

los datos disponibles recientemente apoyan y refuerzan la conclusión a favor del probable 

rol de la exposición prenatal a CPF en los resultados adversos del desarrollo neurológico 

medido en niños (FIFRA Scientific Advisory Panel 2012). 

Para evaluar los objetivos propuestos para esta Tesis, se utilizaron modelos in vitro 

representativos de CTBv y CTBev humanos, a fin de analizar la respuesta celular frente a CPF 

e identificar posibles blancos moleculares; y cultivos de explantos de vellosidades coriónicas 

de placentas humanas normales a término para evaluar el efecto sobre la estructura del 

tejido placentario. 

Tanto las investigaciones in vivo como in vitro pueden ayudar en la provisión de 

conocimientos acerca de parámetros como la transferencia y el metabolismo de tóxicos a 

través de la placenta, sin embargo se considera un gran avance cuando los ensayos se 

realizan utilizando tejido humano. Los estudios de teratología en animales son sin duda 

útiles para determinar el efecto de una droga sobre la reproducción, pero su relevancia con 

respecto a la cinética humana puede ser limitada, debido a las dificultades en la 

extrapolación de los resultados experimentales a los seres humanos (Clark 2014; Myren et 

al. 2007). Además, los modelos in vitro tienen el potencial de reemplazar o reducir el 

número de animales utilizados para los test toxicológicos, lo cual se fomenta cada vez más a 
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nivel internacional (Knudsen 2013). Si bien no pueden explicar completamente todas las 

variables fisiológicas y bioquímicas de la madre, la placenta y el feto ni cómo estas variables 

cambian durante toda la gestación, se impulsa que los modelos in vitro sean los primeros a 

utilizar cuando se investigan los efectos tóxicos de una sustancia (Gohner et al. 2014; Myren 

et al. 2007). 

Por razones prácticas y económicas, se propone aplicar una batería de experimentos 

secuenciales para el análisis de potenciales tóxicos, comenzando con el uso de líneas 

celulares, seguido por pruebas en explantos de tejido de placenta y células aisladas de la 

placenta, y, finalmente, mediante la aplicación de modelos de perfusión placentaria ex vivo. 

Los efectos tóxicos pueden ser detectados mediante la realización de ensayos de 

proliferación, de vitalidad y muerte celular, de expresión de proteínas y hormonas, 

inmunohistoquímicas o analizando la funcionalidad de vías de señalización, la expresión de 

genes, los mecanismos de transporte, etc. (Gohner et al. 2014). En este trabajo de tesis se 

abarcaron todos los modelos in vitro propuestos, quedando solo excluido el de la perfusión 

placentaria ex-vivo. 

Inicialmente se evaluó el impacto de CPF sobre la viabilidad de los trofoblastos 

empleando las líneas celulares JEG-3 y BeWo, cultivos primarios de CTBv y la línea celular 

HTR-8/SVneo proveniente de CTBev de placenta humana de primer trimestre transformados 

con el antígeno T largo del virus SV-40 para lograr su inmortalización (Graham et al. 1993). 

La viabilidad de las células JEG-3 no se vio significativamente reducida en 

tratamientos con concentraciones de CPF de hasta 100 iiM durante 48 h. En esta condición 

se observó un leve incremento en el porcentaje de núcleos con alteraciones compatibles con 

daños por apoptosis. Además, en las células BeWo, se mantuvo una viabilidad mayor al 75% 

en presencia de 100 pM de CPF durante 48 h. 

Son escasos los trabajos que han estudiado el impacto de CPF sobre líneas celulares 

trofoblásticas. Guiñazú et al. reportaron que CPF induce apoptosis en las células JEG-3; si 

bien esta afirmación se corresponde con las alteraciones nucleares, compatibles con núcleos 

apoptóticos, observadas en nuestros experimentos, ellos han determinado además niveles 

de muerte celular elevados medidos mediante ensayos de recuentos con azul de tripán. Esta 

diferencia podría atribuirse a las distintas condiciones de cultivo y a la técnica para la 

medición de viabilidad empleada. Los autores parten de células sembradas en 1% de SFB 

desde el momento de su plaqueo, y además utilizan niveles del vehículo de CPF (DIVISO) más 
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elevados (Guinazu et al. 2012). La técnica de medición empleada requiere además la 

tripsinización previa al recuento de las células viables. Todas estas variables podrían 

aumentar la sensibilidad de las células expuestas al tóxico y por otro lado, la metodología 

empleada es menos cuantitativa que los ensayos de reducción de MU utilizados en este 

trabajo de tesis. Además, los autores encontraron diferencias entre los resultados obtenidos 

de los ensayos de exclusión con azul de tripán y de liberación de lactato deshidrogenasa, y 

obtuvieron solo un 13% de células JEG-3 positivas para la marcación con anexina y en 

presencia de 100 iiM de CPF durante 48 h mientras que no encontraron cambios en el 

porcentaje de células doble positivas para anexina y e ioduro de propidio mediante 

citometría de flujo (Guinazu et al. 2012). El valor de DL5O determinado por los recuentos con 

azul de tripán para JEG-3 expuestas a CPF durante 48 h (9,2 hM) también difiere 

notablemente de los resultados recientemente obtenidos por Rieke et al. quienes realizaron 

tratamientos con dosis de hasta 40 iiM de CPF durante 48 h y reportaron el mantenimiento 

de la viabilidad celular en las condiciones empleadas (Guinazu et al. 2012; Rieke et al. 2014). 

Saulsbury et al. informaron que CPF provoca una reducción de la viabilidad celular 

dependiente de la dosis en células JAR con un valor de DL50 de 59,1 ±1,19 i.iM a las 24 h 

(Saulsbury et al. 2008). Aunque no podemos descartar que la diferencia observada entre 

ambos informes se deba a los diferentes métodos utilizados para evaluar la viabilidad 

celular, se debe tener en cuenta que las células derivadas de coriocarcinoma JEG-3, BeWo y 

JAR son distintas en varias características tales como la actividad proliferativa, grado de 

diferenciación y metabolismo de tóxicos (Al-Nasiry et al. 2006; Serrano et al. 2007). Por lo 

tanto, las discrepancias observadas podrían deberse a sus diferentes perfiles de expresión 

génica. Sin embargo, los resultados de esta Tesis demuestran que CPF tampoco afectó la 

viabilidad celular de cultivos primarios de CTBv, ni a tiempos cortos de cultivo donde las 

células se encuentran en su mayoría como CTB mononucleados, ni a las 64 h de cultivo 

donde una gran mayoría se ha fusionado formando estructuras tipo STB. Estos resultados 

refuerzan las evidencias a favor de la resistencia de los trofoblastos vellosos a la 

citotoxicidad incluso a dosis elevadas de CPF (100 hM). Estas observaciones son consistentes 

considerando que los trofoblastos vellosos constituyen parte de la barrera placentaria, la 

cual posee mecanismos de protección que impiden o disminuyen el acceso al feto de 

metabolitos tóxicos y xenobióticos que arriban a la placenta desde la sangre materna. Tirelli 

et al. demostraron que la línea celular Caco-2, un conocido modelo in vitro de barrera 
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intestinal, tampoco muestran efectos citotóxicos después de incubarlas 24 h con 

concentraciones de hasta 250 itM de CPF (Tirelli et al. 2007). En contraste con estos 

resultados, en modelos de estudio de células neuronales, principal blanco conocido de OP, 

se ha reportado que concentraciones de CPF entre 0,8 a 100 iM producen efectos 

citotóxicos evaluados empleando diferentes métodos, incluidos la medición mediante 

ensayos de MU y marcadores morfológicos de apoptosis. Por ejemplo, concentraciones de 

30 pM reducen alrededor del 50% la viabilidad de neuronas corticales de rata (Caughlan et 

al. 2004), mientras que en neuronas granulares cerebelares de ratón se reportó una DL5O de 

12 iM (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 citotóxico de CPF que las células neuronales. Esta observación no 

implica que las funciones de ambas barreras se mantengan ya que CPF podría afectar la 

permeabilidad o estructura de las mismas. De hecho, CPF interfiere con la formación de las 

uniones estrechas en el modelo in vitro de células epiteliales intestinales (Tirelli et al. 2007). 

En este mismo sentido, en un modelo in vitro de barrera hematoencefálica se ha reportado 

que CPF altera la integridad funcional y la estructura de la misma en concentraciones de 1 a 

100 nM, concentraciones mucho menores que las que provocan citotoxicidad (>1 PM) 

(Parran et al. 2005). 

En las condiciones de exposición estudiadas, CPF tampoco alteró la fusión y 

diferenciación bioquímica de los CTBv mononucleados a STB. Un exhaustivo análisis 

bibliográfico revela que este trabajo es el primer reporte en el cual se analizó el efecto de un 

pesticida OP sobre el proceso de diferenciación y formación del STB. Sin embargo, se ha 

demostrado que contaminantes ambientales de la familia de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (PAHs) como el benzo(A)pireno induce la diferenciación de células BeWo (Le Vee 

et al. 2014); mientras que, el bromodiclorometano interfiere en la formación del STB (Chen 

et al. 2004). 

Hasta el momento no existen datos bibliográficos reportados acerca del efecto de OP 

sobre los CTBev. En relación al posible efecto citotóxico de CPF sobre las células HTR-

8/SVneo, se observó que, en condiciones equivalentes a las utilizadas en las células JEG-3 y 

BeWo, estas células fueron más sensibles al tratamiento con CPF a 100 11VI. Tanto a esta 

dosis como a 200 iiM se obtuvieron resultados compatibles con necrosis celular, los cuales 

fueron revertidos con el aumento de SEB en el medio de cultivo, posiblemente debido a la 
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unión de CPF a las proteínas séricas, tal como ha sido reportado previamente (Qiao et al. 

2001; Saulsbury et al. 2008). Como se mencionó, estas células son representativas del 

trofoblasto invasivo extravelloso, específicamente, de las células que proliferan y migran 

desde las vellosidades coriónicas infiltrándose en la decidua materna hasta invadir las 

arterias espiraladas (Graham et al. 1993). Los resultados hallados sugieren que en 

concentraciones elevadas el tóxico podría comprometer los procesos de implantación o el 

establecimiento del correcto flujo sanguíneo hacia la placenta. Esta observación, está en 

línea con los reportes que indican un aumento de abortos espontáneos asociado a la 

exposición a pesticidas OP (Arbuckle et al. 2001). De todos modos, a concentraciones 

menores de CPF y condiciones de exposición en las cuales las células mantienen su 

viabilidad, las células HTR-8/SVneo no mostraron alteraciones marcadas en su proliferación, 

migración e invasión, sugiriendo que, si bien se requieren futuros estudios para abordar más 

minuiciosamente este aspecto, la funcionalidad de las mismas no se ve comprometida en 

presencia de CPF. Sin embargo, se requieren futuros estudios para profundizar este aspecto. 

Hasta el momento no hay trabajos que demuestren la alteración de la migración o invasión 

en modelos celulares a causa de algún OP, aunque sí se ha reportado que CPF altera la 

proliferación en líneas celulares de cáncer de mama y en astrocitos (Guizzetti et al. 2005; 

Ventura et al. 2012). Sin 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 migración e invasión de las células HTR-8/SVneo expuestas in vitro (Zhou et al. 

2015). 

Posteriormente, se evaluó si CPF altera la expresión de genes con roles importantes 

en la placenta humana, en las condiciones de exposición al tóxico donde la morfología, 

funcionalidad, diferenciación y la viabilidad celular no se encontraban marcadamente 

comprometidas. 

En la línea celular JEG-3, la exposición a CPF indujo un importante aumento en la 

expresión del ARNm de la subunidad 3 de la hormona hCG y del transportador de efiujo 

ABCG2, así como, la síntesis proteica de ambos y, la secreción de t3-hCG al medio de cultivo. 

Además, CPF aumentó los niveles de transcriptos de GCM1 aunque no de su proteína, 

mientras que la expresión del ARNm del factor de transcripción KLF6 y del transportador de 

lípidos StarD7 se mantuvo sin cambios después de 24 y  48 h de tratamiento. Si bien se había 

informado que CPF modifica la expresión de genes pro-apoptóticos en la línea trofoblástica 
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JAR (Saulsbury et al. 2008), este trabajo fue el primer estudio en demostrar que CPF puede 

desregular la expresión de genes específicamente relacionados con la función y la 

diferenciación del trofoblasto. 

GCM1 es un factor de transcripción crítico de la placenta que promueve la formación 

M STB y la vasculogénesis. Su expresión es altamente regulada tanto a nivel de la 

transcripción como de la traducción, incluyendo la ubiquitinación y degradación mediada 

por proteasoma (Baczyk et al. 2004; Lin et al. 2010). Esta regulación compleja y precisa 

puede explicar la ausencia de una correlación directa entre los efectos inducidos por CPF 

sobre la expresión del ARNm de GCM1 y su proteína. Sin embargo, no podemos descartar la 

posibilidad de una pequeña modificación en su nivel de expresión proteica indetectable 

mediante los ensayos de inmunodetección utilizados. 

El aumento de 0-hCG se corroboró en las células BeWo y, más importante aún, en los 

CTBv purificados de placenta humana normal a término. En estas células también se observó 

un aumento en la expresión de ABCG2 aunque en ambos casos las inducciones fueron de 

menor magnitud y estadísticamente significativas para algunas de las concentraciones y 

tiempos ensayados. En presencia del pesticida, los CTBv presentaron además un incremento 

en la producción del transportador de eflujo P-gp. Cabe señalar 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 más importantes en el rol protectivo de la barrera 

placentaria (Kolwankar et al. 2005). 

Las células de CTBv aisladas de placentas normales a término constituyen un modelo 

apropiado para analizar el efecto potencial de xenobióticos sobre la placenta ya que forman 

el epitelio de la barrera placentaria. Sin embargo, como se señaló anteriormente, el modelo 

presenta algunas limitaciones prácticas. Los CTBv provenientes de diferentes placentas 

poseen distintos niveles basales de expresión de genes asociados a estrés oxidativo y 

protección 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 

expresión basa¡ placentaria de algunos genes dependen de la edad gestacional específica, 

M sexo del bebé y del origen étnico de los padres (Adibi et al. 2009). Esta información no ha 

podido ser conocida ni evaluada durante la recolección de placentas para este trabajo de 

tesis. La falta de control de estas variables pudo contribuir a la importante variabilidad 
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biológica obtenida en las mediciones realizadas sobre cultivos primarios de CTBv sometidos 

a las mismas condiciones de exposición in vitro a CPF. Además, la expresión de la proteína 

transportadora P-gp presenta una amplia variabilidad interindividual y está sujeta a 

regulación hormonal e inmunológica, además de depender de la edad (Cascorbi 2006). Los 

niveles de expresión basa¡ de ABCG2 en la placenta humana también son afectados por 

ciertos polimorfismos genéticos, lo cual contribuye a la variabilidad interindividual de la 

farmacocinética de sus sustratos (Salto et al. 2013). Sin duda que aumentando el número de 

muestras de placentas y los criterios de inclusión y exclusión para la recolección de las 

mismas, los resultados obtenidos en este modelo tendrían mayor significancia estadística. 

De todos modos considerando las dificultades operativas del trabajo con células purificadas 

de placentas humanas, los resultados son alentadores ya que van en la misma dirección que 

los obtenidos en las células JEG-3. En resumen, sugieren que CPF induce modificaciones en la 

expresión específica de algunos genes importantes para el funcionamiento adecuado del 

trofoblasto velloso humano. Específicamente, en relación a su rol endócrino, CPF incrementa 

la producción de 3-hCG y en relación a su función de barrera, induce un aumento en la 

expresión de los transportadores de eflujo ABCG2 y P-gp. 

La hormona hCG es esencial en el establecimiento y mantenimiento de un embarazo 

saludable, por lo cual los test que evalúan su subunidad 0 en suero representan una 

herramienta importante para monitorear los efectos de factores que pueden 

potencialmente interferir en el embarazo (Cole 2009). Así, bajos niveles se asocian con 

pérdida fetal temprana (van Ravenswaaij et al. 2011) y niveles de 0-hCG disminuidos durante 

el primer trimestre se asocian con embarazos ectópicos (Borrelli et al. 2003). En mujeres que 

cursan con preeclampsia o preeclampsia asociada a hipertensión crónica se han reportado 

niveles promedio más altos de hCG en suero de tercer trimestre (Kalinderis et al. 2011). 

Además, niveles elevados de hCG en suero materno medidos a las 15-20 semanas de 

gestación pueden resultar de la diferenciación acelerada de los CTBv dando lugar a 

alteraciones patológicas en la morfología del STB que aumentan el riesgo de preeclampsia 

grave y de RCIU (Fitzgerald et al. 2011). Recientemente se ha propuesto que el aumento en 

la concentración de ARNm de 13-hCG en el plasma materno puede aplicarse al diagnóstico 

prenatal de placenta acreta (Zhou et al. 2014). 

Otros tóxicos ambientales también afectan la expresión de 3-hCG, algunos 

induciendo su producción y otros disminuyéndola, incluso en concentraciones no citotóxicas 
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para los trofoblastos (Bechi et al. 2013). En este sentido, se ha descrito una expresión 

aumentada de hCG en células trofoblásticas expuestas a bisfenol A, al OC DDT, al pesticida 

piretroide bifentrina y a compuestos de trialquilestaño (Mannelli et al. 2014; Morck et al. 

2010; Nakanishi et al. 2002; Wojtowicz et al. 2007; Zhao et al. 2014). Estos datos, junto con 

el aumento de hCG en algunas enfermedades del embarazo, sugieren que la desregulación 

de su expresión podría representar un marcador de injuria placentaria. 

Kharfi Aris et al. a través de estudios in vitro han vinculado la secreción trofoblástica 

de hCG con el estrés oxidativo inducido por H 202  y han encontrado una correlación positiva 

entre la concentración sérica de hCG y la producción de H 202  en pacientes con preeclampsia 

(Kharfi Aris et al. 2005; Kharfi Aris et al. 2007). En un trabajo realizado en colaboración se 

determinó que CPF aumenta la producción de EROs en células JEG-3 (Chiapella et al. 2013). 

Mientras que, en este trabajo de Tesis se demostró que el H202  induce la transcripción de 0-

hCG en estas células y que el co-tratamiento de CPF con el antioxidante NAC revierte 

parcialmente el aumento de 0-hCG inducido por el pesticida. Estos hallazgos sugieren que el 

H202, generado por CPF, podría ser uno de los mediadores involucrados en el incremento en 

la producción de -hCG observado en las células trofoblásticas. Recientemente se ha 

señalado a esta pequeña molécula como mensajera química en la señalización asociada a 

diversas respuestas celulares (Sies 2014). 

Sorpresivamente, el NAC por sí mismo también indujo marcadamente la transcripción 

de 13-hCG. Otros autores han reportado en una línea celular de retina, que tanto el pesticida 

CPF como el antioxidante NAC inducen la producción de la enzima detoxificante PON2, 

crucial para la resistencia al estrés oxidativo inducido por el pesticida en ese modelo; los 

autores señalan que esta acción de NAC no se debería estrictamente a sus propiedades 

antioxidantes, sino a su capacidad de influenciar el estado redox de residuos de cisteína en 

moléculas de señalamiento como Raf-1, MEK y ERK (Jasna et al. 2014). Otros autores han 

demostrado que sustancias con propiedades antioxidantes como la vitamina C y el trolox 

también conducen a un aumento en la síntesis de 0-hCG en células trofoblásticas (Chen et al. 

2012; Orendi et al. 2010). Por otra parte, Kharfi Aris et al. proponen que 0-hCG podría tener 

un rol antioxidante frente a niveles bajos de estrés oxidativo permitiendo la sobrevida de las 

células placentarias (Kharfi Aris et al. 2007). En línea con esta hipótesis, en esta Tesis se 

demostró que el silenciamiento génico de 13-hCG en células JEG-3 incrementa los niveles 

basales de EROs, sugiriendo la participación de esta hormona en la homeostasis redox, como 
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ha sido descripto recientemente en otro modelo celular (Ahmad et al. 2015). Además, 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 producción de enzimas antioxidantes y factores anti-apoptóticos e inhibiendo 

la de factores pro-apoptóticos (Kajihara et al. 2011) y  también se ha propuesto un papel 

protector de hCG en la toxicidad mediada por arsénico en ovario y útero (Chattopadhyay y 

Ghosh 2010). 

Hamada et al. observaron una disminución de la proliferación y un aumento de 

apoptosis cuando células JAR fueron tratadas con un ARN de 13-hCG antisentido durante 

tiempos más prolongados (Hamada et al. 2005). Por lo que, pese a que en los ensayos de 

esta tesis la disminución en la expresión de 0-hCG no alteró la viabilidad celular en ausencia 

o presencia de CPF, no se puede descartar que a tiempos más prolongados de silenciamiento 

se observen resultados similares a los obtenidos por estos autores. 

Los antecedentes nombrados hasta aquí sugieren que el incremento de 0-hCG en las 

células trofoblásticas expuestas a CPF podría formar parte de la respuesta celular de defensa 

para preservar la función de estas células en presencia del tóxico. En este sentido, también 

se ha reportado que las células JEG-3 expuestas a CPF activan mecanismos de defensa 

antioxidante a través las enzimas CAT, Glutatión Reductasa y HO-1 (Chiapella et al. 2013). 

Otros autores proponen que el incremento sérico anormal de hCG durante el embarazo 

podría ser consecuencia de la diferenciación prematura y acelerada de los CTBv, dando lugar 

a alteraciones patológicas posteriores en la morfología del STB que aumentan el riesgo de 

preeclampsia severa y de RCIU (Fitzgerald et al. 2011), sin embargo, como se expuso, la 

exposición a CPF no alteró el índice de fusión de los CTBv en las condiciones evaluadas. 

Además, se ha propuesto al aumento de la producción hCG como parte de la disrupción 

endócrina provocada por otros tóxicos (Nakanishi et al. 2002; Zhao et al. 2014). Finalmente, 

si la modificación observada en la expresión génica refleja un efecto nocivo de CPF en células 

de la placenta o un mecanismo de defensa en presencia del tóxico, no se conoce en la 

actualidad. 

El aumento de la expresión de ABCG2 y P-gp también podría formar parte de los 

mecanismos de defensa de las células trofoblásticas inducidos por la presencia de CPF. Los 

transportadores de eflujo de la familia ABC, son altamente expresados en los tejidos 

placentarios, y contribuyen a la capacidad de la placenta para reducir el paso de compuestos 
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terapéuticos o tóxicos para el feto (Cygalova et al. 2008), siendo la P-gp y el ABCG2 los más 

reconocidos por su rol de protección fetal frente a la llegada de xenobióticos (lqbal et al. 

2012). Si bien este es el primer trabajo que revela un aumento de ABCG2 inducido por CPF, 

se ha reportado que este pesticida interacciona con P-gp (Lanning et al. 1996), incrementa 

en su expresión y función en un modelo de cultivo celular de epitelio intestinal (Agarwala et 

al. 2004), y aumenta su expresión en órganos como riñón, hígado, intestino y estómago de 

ratas expuestas a CPF in vivo (Lanning et al. 1996). 

En el trabajo en colaboración mencionado previamente, se demostró también que la 

defensa antioxidante activada por CPF en las células JEG-3 se generó, al menos en parte, 

gracias a la participación del factor de transcripción Nrf2, el cual aumenta su expresión y 

trasloca al núcleo en presencia del pesticida (Chiapella et al. 2013). Si bien se observó que el 

silenciamiento génico de dicho factor de transcripción disminuyó los niveles basales de 

ABCG2, blanco transcripcional de Nrf2 en otros modelos celulares (Hagiya et al. 2008; 

lshikawa et al. 2013; Wang et al. 2014), no se logró revertir su inducción frente a CPF, ni la 

de 3-hCG, indicando que este factor no estaría participando en estos efectos. Sin embargo, 

observaciones preliminares sugieren que la reducción de la expresión de Nrf2 aumentaría la 

sensibilidad a la citotoxicidad de CPF, revelando el rol protectivo esencial de esta respuesta 

antioxidante desencadenada por el tóxico. En este sentido, recientemente se ha propuesto a 

la inducción de Nrf2 como un mecanismo de defensa contra la citotoxicidad del herbicida 

paraquat en diversos modelos celulares (Blanco-Ayala et al. 2014). 

El factor de transcripción KLF6, regulador transcripcional de -hCG (Racca et al. 

2011), también incrementó tempranamente su expresión en las células JEG-3 expuestas a 

CPF, sugiriendo su participación en la respuesta celular frente al tóxico. Se ha reportado que 

este factor aumenta su expresión frente a EROs y a sustancias pro-oxidantes (Urtasun et al. 

2012). Los ensayos de silenciamiento génico indicaron que KLF6 no sería esencial para la 

sobrevida celular ni para la inducción de la expresión de ABCG2 en presencia del tóxico, sin 

embargo, participaría en el aumento de 3-hCG generado por CPF en las células JEG-3. 

En relación al impacto de CPF en la expresión de genes en CTBev, las células HTR-

8/SVneo expuestas a CPF presentaron transcriptos de FIti significativamente disminuidos, 

de HIF-la y 0-hCG solo a la dosis más alta ensayada (100 t.iM) y de PPARy frente a las dosis 

de 10 y  100 iM. Alteraciones en estas moléculas se han vinculado a patologías como la 

preeclampsia (Fournier et al. 2008a; McCarthy et al. 2011; Nevo et al. 2006; Saito y 
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Nakashima 2014). Estos factores tienen en común además su participación en el 

mantenimiento de un fenotipo proliferativo o invasivo de los CTBev (Athanassiades et al. 

1998; Fournier et al. 2008b; Fukushima et al. 2005; Knofier y Pollheimer 2012), sin embargo, 

como ya se dijo, no se observaron alteraciones en estos procesos cuando las células se 

expusieron a CPF, lo cual sugiere que en este modelo también se estaría induciendo una 

respuesta celular a fin de conservar la funcionalidad trofoblástica. 

En particular, la hCG producida por los CTBev es principalmente hiperglicosilada (H-

hCG) y posee funciones biológicas diferentes a las de la hCG sintetizada por el STB, ya que 

principalmente estimula la implantación mediante la invasión 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 coriocarcinoma o embarazos con síndrome 

de Down (Cole 2012c; Choi ySmitz 2013). Si bien no se observó alteración en la invasión de 

las células HTR-8/SVneo frente a CPF en las condiciones evaluadas, no podemos descartar 

que a tiempos más prolongados de exposición la disminución de la expresión de 0-hCG 

sintetizada por estas células, genere alteraciones en la capacidad invasiva de las mismas, lo 

cual in vivo tendría consecuencias sobre la implantación o el establecimiento del correcto 

flujo sanguíneo hacia la placenta. Alteraciones en este sentido estarían en línea con los 

reportes que indican un aumento de abortos espontáneos asociado a la exposición a 

pesticidas OP (Arbuckle et al. 2001). Estos estudios deberían ser profundizados empleando 

modelos de cultivos primarios de CTBev. En este sentido, recientemente se ha reportado un 

método de purificación de estas células a partir de placentas humanas a término, ya que 

hasta el momento la mayoría de los cultivos primarios utilizados en otros trabajos provenían 

de placentas de primer trimestre obtenidas en países en los cuales el aborto está legalizado 

(Borbely et al. 2014). 

Hasta el momento no hay trabajos que involucren a la expresión de Fiti como blanco 

en respuesta a tóxicos medioambientales. Si bien tampoco existe literatura que vincule a 

HIF-la con la exposición a pesticidas, se ha reportado que la estimulación no hipóxica con la 

dioxina TCDD aumentó la estabilización de este factor de transcripción y la invasión de 

células JAR. En este contexto, TCDD también aumentó la expresión de VEGF y disminuyó la 

de PPARy (Liao et al. 2014). En cuanto a este último receptor nuclear, existe evidencia que 

sugiere su interacción directa con algunos pesticidas OC (Androutsopoulos et al. 2013). 
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Como se indicó previamente, los factores Nrf2 y KLF6 responden rápidamente 

aumentando su expresión frente a la presencia de CPF en células trofoblásticas vellosas, 

mientras que PPARy y HIF-la disminuyen su expresión en presencia del tóxico en células 

derivadas de CTBev. La modificación en la expresión de estos factores de transcripción 

podría alterar la homeostasis celular debido a un desbalance en la regulación de sus genes 

blanco. En este sentido, se ha observado KLF6 participa en el incremento de 13-hCG inducido 

por CPF en los CTBv, y dicho aumento es promovido también por la presencia de EROs 

generadas por el tóxico. Sin embargo, los mecanismos moleculares específicos por los cuales 

CPF modifica la expresión de los genes estudiados se desconocen por el momento, aunque 

varias posibilidades pueden ser planteadas. 

En la placenta se ha demostrado la participación de AhR, VDR y GR como 

xenosensores que regulan la expresión de genes ante la presencia de xenobióticos. Estos 

factores de transcripción activados por ligandos participan en la inducción de la expresión de 

enzimas metabolizantes y de transportadores de eflujo mediando una respuesta 

detoxificante. En este sentido AhR se ha asociado con la regulación de ABCG2, mientras que 

VDR y GR con la de P-gp. Sus ligandos, tanto exógenos como endógenos, son 

estructuralmente diversos (Pavek ySmutny 2013). Si bien no hay trabajos que revelen la 

activación de VDR o GR mediante OP, en un estudio que evaluó más de 200 plaguicidas 

como posibles ligandos de AhR, CPF mostró actividad transcripcional mediada por este 

receptor (Takeuchi et al. 2008). Además, recientemente se ha demostrado que tratamientos 

con 40 pM de este pesticida sobre las células JEG-3 durante 48 h, inducen la transcripción de 

la enzima CYP1A1 a través de la activación del AhR (Rieke et al. 2014). Estos antecedentes 

señalan a la regulación transcripcional mediada por este receptor como posible mecanismo 

involucrado en la modificación de la expresión de los genes estudiados en este trabajo de 

tesis. En este sentido, 13-hCG tiene sitios en su promotor putativos para la regulación con 

AhR. Además, se ha observado que el benzo(A)pireno, presente en algunos alimentos, 

induce la expresión y secreción de i3-hCG y el ARNm de otros marcadores de diferenciación 

trofoblástica de manera dependiente, en parte, de la activación de la vía del AhR, implicada 

en la mayoría de los efectos de los PAHs (Le Vee et al. 2014). 

CPF también podría activar el elemento de unión de respuesta al AMPc como se ha 

detectado en las neuronas (Schuh et al. 2002; Song et al. 1997) o a algunos componentes de 

la transducción de señal a través de la cascada de la adenilatociclasa, como se ha reportado 
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que ocurre en el cerebro durante el período de desarrollo a finales de la gestación (Meyer et 

al. 2003). Esta es una alternativa atractiva ya que la vía de la adenilatociclasa está implicada 

en la expresión de los genes de 3-hCG, GCM1 (Delidaki et al. 2011) y ABCG2 (Natarajan et al. 

2011). 

El promotor de 0-hCG también está regulado por el factor de transcripción Spl 

(Knofler et al. 2004; Nores et al. 2004) y, además, la cooperación funcional entre KLF6 y Spl 

es importante para la regulación de la transcripción de algunos genes diana comunes 

(Botella et al. 2002; Botella et al. 2009). Se ha reportado que la inducción en la producción 

de 13-hCG como respuesta al tratamiento de células trofoblásticas con ácido ascórbico, 

requiere su transactivación mediante los factores Spl y TFAP2A (Chen et al. 2012). Además, 

Yang et al. demostraron que Spl junto con Sp3 regulan la expresión de ABCG2 en células de 

cáncer de pulmón (Yang et al. 2013). Si bien podrían citarse muchos factores en común 

involucrados en la regulación transcripcional de estos genes, Spl podría ser un blanco de 

estudio interesante en este modelo, ya que se ha reportado su participación 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 

comprensión de los mecanismos moleculares implicados en los efectos de CPF, es la 

participación de las vías de señalización mediadas por quinasas. Estas vías tienen un rol 

central en la diferenciación 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 que en la actualidad cada vez más trabajos señalan a las 

alteraciones epigenéticas como el vínculo entre el medioambiente al que está sometido un 

organismo y su impacto en la fisiología a través de cambios en la expresión génica y sus 

consecuencias en la señalización intracelular. Los tóxicos ambientales pueden impactar en 

los mecanismos de regulación epigenéticos, como la metilación del ADN y la expresión de 

microARN. Mediante el estudio de la placenta, es posible identificar adaptaciones 

epigenéticas que pueden alterar el curso del desarrollo de acuerdo con el paradigma de "El 

origen de la salud y la enfermedad adulta durante el desarrollo". Se ha sugerido que los 

humanos somos más susceptibles a las alteraciones epigenómicas por el medio ambiente 

durante el desarrollo intrauterino, y esto puede representar un mecanismo de plasticidad 

del organismo en respuesta a su entorno, así como un mecanismo a través del cual pueden 
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generarse consecuencias para la salud a largo plazo (Marsit 2015). Si bien no se sabe hasta el 

momento si las alteraciones moleculares trofoblásticas inducidas por CPF tienen su origen en 

modificaciones epigenéticas, esta área moderna de estudio es muy prometedora. 

Numerosas investigaciones han identificado varias clases de plaguicidas que modifican las 

marcas epigenéticas y estas modificaciones son similares a las encontradas en muestras de 

tejidos patológicos. A pesar de las limitaciones actuales, la evidencia disponible apoya el 

concepto de que la epigenética tiene un potencial sustancial para fomentar nuestro 

conocimiento de los mecanismos moleculares de efectos plaguicidas en la salud, así como 

para predecir los riesgos relacionados con la salud debido a las condiciones de exposición 

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 están en su ambiente normal, no hay células o tejidos con los cuales 

interactuar e intercambiar factores importantes que podrían modificar la susceptibilidad a 

los tóxicos. Por este motivo se procedió a evaluar el impacto de CPF sobre las vellosidades 

coriónicas utilizando como modelo in vitro al cultivo de explantos de placentas humanas a 

término. Su empleo data desde hace más de cincuenta años, para estudios de transporte, 

metabolismo, función endócrina y enzimática, proliferación y diferenciación celular. Los 

explantos placentarios poseen la ventaja de poseer la microarquitectura intacta y mantener 

las interacciones célula-célula y la comunicación parácrina, teniendo en cuenta de esta 

manera la contribución de las células mesenquimales y endoteliales a los procesos 

metabólicos (Myren et al. 2007). 

Se observó que CPF indujo alteraciones morfológicas marcadas en la histología de la 

vellosidad. Explantos expuestos a 10 tM de CPF durante 36 h, mostraron alteraciones en la 

morfología y disposición nuclear en el STB, con un patrón anormal de su marcación de 

citoqueratina 7. Además, presentaron cambios en la composición de la matriz 

intravellositaria reflejados por el aumento del contenido de material PAS positivo 

(carbohidratos) y aumento de células estromales apoptóticas. A nivel ultraestructural se 

detectó la presencia de engrosamiento de la membrana basa¡ trofoblástica. Se observaron 

también acúmulos de núcleos con marcación negativa para ki-67 y caspasa 3 clivada, algunos 

de ellos con características morfológicas similares a los nodos sinciciales, sin embargo, la 

presencia de cromatina poco condensada en los núcleos de estos acúmulos ponen en duda 
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la caracterización u origen de los mismos. Cuando los explantos fueron expuestos a 

concentraciones más elevadas de CPF, las alteraciones morfológicas anteriores se 

incrementaron y los tratamientos con 100 iM de CPF generaron desorganización de la 

vellosidad coriónica, con signos de destrucción tisular por necrosis. Estos resultados sugieren 

que CPF alteraría la barrera trofoblástica, 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 agregar que si bien los 

estudios a través del uso de explantos vellosos tienen las ventajas citadas anteriormente, no 

contemplan la influencia de otros tejidos, como la decidua materna, ni de sistemas 

importante como el inmunológico y circulatorio, que en conjunto contribuyen a la respuesta 

individual del organismo contra la exposición a tóxicos. 

La placenta constituye el mejor registro de las experiencias fisio-patológicas 

prenatales de un individuo. Se reconoce que si luego del parto la placenta es 

minuciosamente examinada, provee mucha información acerca de la salud tanto de la 

madre como del individuo gestado. Sin embargo, pese a que varios estudios establecieron 

una correlación entre la exposición prenatal a pesticidas y alteraciones en el embarazo, 

pocos trabajos han evaluado su impacto en la morfología placentaria. Levario-Carillo et al. 

describieron microinfartos recientes, microcalcificaciones y aumento de depósitos de 

material fibrinoide, además de una gran proporción de vellosidades con características 

atípicas y otras áreas desprovistas de microvellosidades (Leva rio-Carri¡lo et al. 2001). La 

misma autora, reportó en placenta de ratas expuestas a un OP durante el embarazo, un 

aumento de la congestión vascular, una notoria internalización de material por las células 

gigantes del trofoblasto, un aumento de la población de células degeneradas tanto en la 

decidua como en el trofoblasto, áreas más extensas de fibrosis, hemorragia en la decidua y 

la persistencia de glóbulos rojos nucleados en la circulación fetal. Estos hallazgos han sido 

interpretados como un mecanismo compensatorio que permitiría aumentar la salida de 

líquidos del sistema vascular diluyendo las moléculas tóxicas a nivel celular y aumentando la 

cantidad total de células a fin de reemplazar las expuestas a los pesticidas. También propone 

que el aumento de la actividad fagocítica y de la internalización de material por las células 

del trofoblasto, son mecanismos de homeostasis. Además observó infiltración leucocítica, 
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muerte de células deciduales y del trofoblasto, fibrosis y extensa hemorragia, lo que sugiere 

un efecto tóxico directo del compuesto en el metabolismo de los vasos sanguíneos uterinos 

(Leva rio-Carri¡lo et al. 2004b). Otro estudio de la misma autora concluyó que las alteraciones 

macroscópicas y microscópicas de las placentas expuestas a pesticidas son comparables a las 

de otros estados en donde la circulación materno-placentaria no es adecuada, lo cual podría 

conducir a un desarrollo anormal de las vellosidades placentarias (Levario-Carrillo et al. 

2002). En un estudio piloto más reciente, se observaron similares alteraciones en la 

maduración de las vellosidades placentarias de madres expuestas a pesticidas durante el 

embarazo (Acosta-Maldonado et al. 2009; Villanueva et al. 2010). Así también, se han 

observado cambios histomorfológicos y ultraestructurales en placentas expuestas a otros 

contaminantes ampliamente utilizados en entornos industriales y médicos, como el 

formaldehído (Monfared 2014) e incluso por el ingreso pasivo del humo de cigarrillos (Khan 

et al. 2011). 

Durante patologías asociadas al embarazo como la preeclampsia, el RCIU y la 

diabetes también se han reportado alteraciones histológicas placentarias (Gheorman et al. 

2012; Jirkovska 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 vitro. En placentas provenientes de embarazos complicados con preeclampsia o 

eclampsia, se ha informado aumento en la proliferación trofoblástica, engrosamiento de las 

membranas basales de las vellosidades, aumento de la cantidad de nodos sinciciales, de la 

fibrosis intravellositaria y presencia de necrosis tisular, entre otras alteraciones (Narasimha y 

Vasudeva 2011). En placentas de embarazadas con diabetes, aunque no se observaron 

anormalidades macroscópicas significativas, la examinación microscópica reveló 

alteraciones, dentro de las cuales las más prominentes fueron la disposición de núcleos y 

aumento de nodos sinciciales en el STB, de material fibrinoide intra y extra vellositario y 

presencia de zonas con edema y necrosis tisular. Mediante tinciones con PAS, Gheorman et 

al. identificaron pequeños acúmulos de material positivo para esta marcación con 

localización subsincicial, en la membrana basal engrosada y en la matriz extracelular de las 

vellosidades terminales, que ellos señalan como depósitos de glicógeno cuya composición 

sería principalmente ácido hialurónico, que gracias a su capacidad de retener agua, 

provocaría el edema observado en las vellosidades (Gheorman et al. 2012; Verma et al. 

2010). Además, otros autores caracterizaron alteraciones en los capilares y la composición 
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del estroma vellositario en placentas de embarazos de mujeres con diabetes tipo 1 (Jirkovska 

et al. 2012). 

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de tesis nos permiten 

postular que frente a la exposición a CPF los trofoblastos activan mecanismos de defensa 

que les confieren resistencia a la citotoxicidad aún en altas concentraciones del tóxico. Sin 

embargo, la vellosidad coriónica tendría células más sensibles, las cuales, posiblemente a 

través de mediadores moleculares, desencadenarían daño tisular incluso frente a 

concentraciones de CPF no citototóxicas para los trofoblastos en modelos celulares aislados. 

La extrapolación de los efectos inducidos por pesticidas OP desde las condiciones de 

cultivo in vitro a las dosis de exposición in vivo, es una problemática reconocida en gran 

medida (Karalliedde et al. 2003; Needham 2005). Estimar la dosis interna de exposición in 

vivo a OP en muestras biológicas es particularmente complejo debido, en parte, a que tienen 

una vida media relativamente corta, son rápidamente metabolizados, y su disponibilidad y 

metabolización dependen de la vía de ingreso al organismo (Wessels et al. 2003). Además, 

durante el embarazo el flujo sanguíneo hacia la placenta incrementa notablemente y algunas 

evidencias permiten postular que la placenta funciona como un órgano de depósito 

transitorio de OP (Abu-Qare et al. 2000). Estas variables limitan la estimación certera de las 

concentraciones de CPF a las cuales puede estar expuesta la placenta in vivo. 

Diversos estudios han intentado determinar los niveles de exposición a CPF en 

poblaciones de trabajadores y/o en mujeres embarazadas empleando diferentes matrices. 

Por ejemplo, se han reportado valores de exposición de 11 ig/kg de peso corporal/día 

(calculados a partir de la medición del metabolito TCP urinario) en granjeros de Sri Lankan y 

26 tg/kg/día 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 concentración 

sistémica esperada para CPF sería alrededor de 0,06 y  0,14 .tM, respectivamente. Otro 

estudio realizado en una población 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 

y en sangre del cordón umbilical de una población de americanos-mejicanos del "Salinas 

Valley" en Monterey, reportando valores de 0,4 ng/mL y 1,33 ng/mL (percentilo 95), 

respectivamente. En ese mismo estudio, encontraron valores excepcionalmente altos de 
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aproximadamente 1,4 1g/mL y  1,7 .ig/mL (equivalentes a concentraciones de 

aproximadamente 5 iiM) (Huen et al. 2012). Por otra parte, las mediciones de OP en 

meconio, que refleja a más largo plazo la exposición prenatal (Barr et al. 2005), sugieren que 

el feto y la placenta pueden estar expuestos a altas dosis de la CPF en las comunidades 

agrícolas (Ostrea et al. 2002). Sin embargo, los datos aportados en el estudio no permiten 

inferir cuál ha sido la concentración a la que ha estado expuesta la placenta. 

En la literatura se han usado rutinariamente concentraciones de CPF de 50-150 hM 

para evaluar la toxicidad in vitro de este pesticida tanto en modelos neuronales como no 

neuronales (Caughlan et al. 2004; Li et al. 2009; Oostingh et al. 2009; Slotkin y Seidler 2008). 

Si bien los valores usados en los modelos in vitro son en general mayores a los estimados 

como valores de exposición in vivo, permiten evaluar en una primera instancia posibles 

blancos moleculares y celulares potencialmente relevantes in vivo e identificar los 

mecanismos involucrados en sus efectos tóxicos. 

Cabe citar que en esta tesis los estudios se han realizado utilizando el compuesto 

original CPF. Esto puede no reflejar completamente la situación in vivo donde CPF es 

metabolizado, principalmente en el hígado, a su derivado oxón, responsable de la inhibición 

de la AchE. Si bien el modo de acción primario de CPF, al igual que todos los OP, es la 

inhibición persistente de dicha enzima en las uniones sinápticas del sistema nervioso central 

y periférico, varios trabajos han indicado que puede influenciar la fisiología, la replicación o 

la diferenciación celular mediante mecanismos no relacionados con la inhibición enzimática 

(Eaton et al. 2008), como por ejemplo en el desarrollo del cerebro (Slotkin et al. 2007) y en 

las células trofoblásticas 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 disminuyó 

sustancialmente en presencia de 5 y 50 i.iM CPF durante 24 h, lo que sugiere que se ha 

producido el derivado oxón en estas células (Chiapella et al. 2013). Sin embargo, no se ha 

estudiado hasta el momento si los efectos observados en este modelo serían dependientes o 

no de la acción anticolinérgica de CPF. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis contribuyen a la descripción de los 

efectos de pesticidas OP sobre la placenta humana. Por un lado, se identificaron nuevos 

blancos moleculares de CPF en las células del trofoblasto velloso y extravelloso, y por el otro, 

se describieron alteraciones histológicas marcadas en las vellosidades coriónicas expuestas a 

este pesticida. Estos resultados apuntan a la placenta humana como órgano diana de OP y 
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revelan la necesidad de incrementar los estudios para abordar la participación de las 

moléculas estudiadas en la placenta de mujeres embarazadas en respuesta a la exposición a 

pesticidas. Además, este trabajo contribuye al conocimiento de los mecanismos protectivos 

que desencadenan los trofoblastos en presencia de tóxicos y revela la importancia de 

emplear varios modelos in vitro e in vivo a fin de estudiar los efectos de un tóxico sobre la 

placenta humana, ya que los resultados obtenidos en ellos se complementan entre sí dando 

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