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Resumen

La zona del Alto Valle de Rio Negro y Neuguén nuclea el 90% de la produccion
de peras y manzanas de Argentina. Las labores culturales conllevan la utilizacion a
gran escala de diversos plaguicidas, siendo los organofosforados metilazinfos y
clorpirifés los mas utilizados en la ultima década. Sus residuos, ademas, han sido
detectados tanto en suelo como en agua de la region, afectando a los organismos
autéctonos como el sapo comun Rhinella arenarum, el cual se reproduce y
desarrolla en el agua durante la época de aplicacién. Por presentar un desarrollo
embrionario y larval acuético, un estilo de vida adulto semiacuatico, una piel
hameda y sensible y huevos desprotegidos, los anfibios son considerados buenos
indicadores bioldgicos de la salud del medio acuatico.

Los antecedentes de nuestro grupo de trabajo han demostrado el impacto de
los plaguicidas organofosforados sobre el desarrollo de R. arenarum, sus enzimas
blanco y detoxificantes, estrés oxidativo y la via de las poliaminas. Las poliaminas
son policationes alifaticos de gran importancia en procesos de desarrollo y
crecimiento, y pueden interactuar con diferentes macromoléculas. Sus niveles
estan finamente regulados por procesos de biosintesis, de degradacién oxidativa y
de transporte. En su biosintesis participan las enzimas ornitina decarboxilasa, S-
adenosilmetionina decarboxilasa, espermidina sintasa y espermina sintasa. En su
degradacion e interconversion oxidativa participan las enzimas espermina oxidasa,
espermidina/espermina N-acetiltransferasa, acetilpoliamino-oxidasa y diamino
oxidasa, las cuales fueron objeto de estudio en esta tesis tanto a nivel de actividad
como de expresion. Las reacciones de degradacion oxidativa, ademas, generan
especies reactivas del oxigeno y aldehidos reactivos que pueden impactar sobre
el sistema de defensa antioxidante. Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis
consistié en la busqueda y desarrollo de herramientas moleculares para analizar la
expresion de genes involucrados en los procesos mencionados y su regulacion
mediante factores de transcripcion.

Para ello, se realizaron exposiciones cronicas y agudas a los plaguicidas
organofosforados metilazinfos y clorpirifés. Las exposiciones cronicas se
realizaron con embriones desde fertilizacibn hasta completar el desarrollo
embrionario. En ellos se evaluaron las actividades de las enzimas degradativas de

poliaminas en tres estadios embrionarios, mediante espectrofluorometria. Los tres
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estadios se corresponden al desarrollo temprano (estadio de brote caudal),
intermedio (estadio de boca abierta) y tardio (estadio de opérculo completo) de R.
arenarum. Las exposiciones agudas se llevaron a cabo con larvas de 10 dias, para
analizar la expresion de genes de interés mediante RT-gPCR. No fueron viables
los estudios de expresion génica en embriones, debido a la alta variabilidad propia
de un organismo en pleno desarrollo.

Se pudo observar un incremento de las actividades de diamino oxidasa y
acetilpoliamino oxidasa en embriones del estadio temprano, lo que sugiere su
utilidad como biomarcadores frente a la exposicion de metilazinfos y clorpirifés,
respectivamente. Ademas, se podria decir que estas actividades enziméaticas
cumplirian una funcién protectora frente a los plaguicidas organofosforados. El
efecto de ambos plaguicidas sobre la actividad de espermina oxidasa fue evidente
en embriones intermedios, y el efecto fue completamente opuesto entre ellos. Se
observé un aumento significativo en las concentraciones de putrescina y
espermina en embriones intermedios expuestos a metilazinfos, mientras que la
exposicion a clorpirifés no alteré los niveles de las poliaminas. A través de un
analisis de componentes principales, fue posible inferir que los embriones
expuestos a metilazinfos presentaban una respuesta proliferativa en estadios
tempranos, mientras que los embriones expuestos a clorpirifés presentaban una
situacion de estrés oxidativo. Mientras que, en estadios tardios de desarrollo, los
embriones expuestos a metilazinfos y clorpirifés mostraron una situacién de estrés
oxidativo y una alteracion del estado proliferativo.

Dentro de los estudios moleculares, la tecnologia de RNA-Seq es una
herramienta altamente sensible y precisa. Esta herramienta permite secuenciar el
ARN para medir la expresion génica a través del transcriptoma, en un proceso
relativamente accesible desde el punto de vista economico. Resulta ser una
tecnologia adecuada para organismos no modelo, cuya informacion genémica no
se encuentre disponible como en el caso de R. arenarum. Por lo tanto, el analisis
del transcriptoma permitié el avance en los estudios moleculares, analizando la
expresion diferencial y diseflando cebadores especificos de la especie para
cuantificar la expresion génica por qPCR.

Del andlisis de la expresion diferencial a partir del transcriptoma de larvas de 10

dias, se analizaron posibles genes de referencia y se establecié que los de menor
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variacion son Tubulina Al, Bl, B2 y B4B; actina B, gliceraldehido-3-P-
deshidrogenasa; L8; y el factor de elongacion-1 EF1A0 y EF1AG. A nivel de
enzimas blanco, se determiné que la expresion de acetilcolinesterasa aumenta en
larvas expuestas a plaguicidas organofosforados, al igual que el factor de
transcripcion c-FOS, el cual regularia su induccion. En cuanto a ornitina
decarboxilasa 1A, su expresion disminuyé a las 6 h pero aument6 a las 24 h de
exposicion a ambos plaguicidas. La expresion de S-adenosilmetionina
decarboxilasa aument6 en las larvas expuestas a ambos plaguicidas, lo que
podria atribuirse a la necesidad de activar el mecanismo de apoptosis para
eliminar dafo celular. También estaria relacionada al aumento de la expresion del
factor de transcripcion elF5A, que es activado por espermidina y participa en el
fendmeno de apoptosis. En cuanto al metabolismo oxidativo de las poliaminas, la
expresion de acetilpoliamino oxidasa se incrementd en larvas expuestas a
plaguicidas organofosforados, mientras que la expresion de
espermidina/espermina N!- acetiltransferasa disminuyd. Espermina oxidasa
mostré un ligero aumento de la expresidbn en larvas expuestas a clorpirifos.
Finalmente, el tratamiento con plaguicidas organofosforados afecté negativamente
la expresion de diamino oxidasa. Dentro de los genes analizados para las enzimas
de estrés oxidativo y respuesta antioxidante, solo se observé una induccion
significativa de glutation peroxidasa 3. El analisis de las respuestas a nivel de
transcriptos de las enzimas involucradas en el metabolismo de poliaminas sugiere
gue la disminuciéon de espermidina/espermina N!-acetil transferasa podria estar
relacionada al aumento en la expresion de espermina oxidasa, generando como
consecuencia que la cantidad de espermina disponible para ser acetilada esté
disminuida. Esto coincidiria con los niveles elevados de S-adenosilmetionina
decarboxilasa. Finalmente, los niveles de expresion disminuidos de diamino
oxidasa en las muestras expuestas a plaguicidas organofosforados sugieren que
la cantidad de putrescina disponible para ser degradada también se encuentra
disminuida, indicando que se podria estar generando espermidina como
proteccion frente a la exposicion a plaguicidas.

Asimismo, a partir del transcriptoma se pudieron obtener secuencias especificas
y diseflar cebadores para los genes de: catalasa, S-adenosilmetionina

decarboxilasa, glutation S-transferasa-pi, glutation reductasa, ornitina
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decarboxilasa, acetilpoliamino oxidasa, diamino oxidasa, espermina oxidasa, c-
FOS, c-JUN, NRF2, superoxido dismutasa, espermidina sintasa y JNK. Se
pudieron amplificar 10 de los pares de cebadores disefiados, y se corroboraron 6
de las secuencias amplificadas (beta-actina, acetilpoliamino oxidasa, diamino
oxidasa, c-FOS, c-JUN y ornitina decarboxilasa). Sin embargo, los intentos por
estandarizar los cebadores de c-FOS, ornitina decarboxilasa, espermina oxidasa,
espermidina sintasa y diamino oxidasa no fueron positivos, ya que estos genes
demostraron niveles de transcripcion muy bajos en las muestras de larvas de R.
arenarum. Si fue posible analizar la expresion de beta-actina, S-adenosilmetionina
decarboxilasa y superéxido dismutasa en exposiciones agudas a 0,5 mg L*
clorpirifés, los cuales tienden a aumentar su expresién a las 12 h de exposicion
para luego disminuir a las 24 h. En las muestras expuestas a 1 mg L' de
clorpirifés, se puede ver una tendencia al aumento continuo en la expresion de
beta-actina y S-adenosilmetionina decarboxilasa, mientras que superoxido
dismutasa permanece sin cambios.

En resumen, determinamos mediante mineria de datos que las exposiciones
a metilazinfos y clorpirifés generan alteraciones en el metabolismo de poliaminas,
en ciertos factores de transcripciéon y en enzimas blanco, como acetilcolinesterasa.
A nivel transcriptomico se puede ver que la exposicibn a plaguicidas
organofosforados induce la expresion de ornitina decarboxilasa, espermina
oxidasa, S-adenosilmetionina decarboxilasa y el factor de transcripcion eEIF5A,
mientras que espermidina/espermina N!-acetiltransferasa y diamino oxidasa
disminuyen su expresion. La induccion de ornitina decarboxilasa, espermina
oxidasa y S-adenosilmetionina decarboxilasa podria deberse a la necesidad de
sintetizar espermidina, la cual induce la expresion del factor de transcripcion
eEIF5A. Por otra parte, la via de degradacion de las poliaminas genera especies
reactivas del oxigeno, al igual que la exposicion a plaguicidas organofosforados.
Estas especies reactivas de oxigeno inducen, a su vez, la expresion del factor de
transcripcion c-FOS, el cual también produciria un aumento de la expresion de

acetilcolinesterasa.
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The region of Alto Valle of Rio Negro and Neuquén concentrates 90% of the
production of pears and apples in Argentina. The main pesticides used over the
last decade have been azinphos-methyl and chlorpyrifos. Their residues have been
detected in both soil and water of this region. Therefore, they could affect native
organisms such as the common toad, Rhinella arenarum, which reproduces and
develops during the productive season. Amphibians are considered good
bioindicators of environmental health due to certain characteristics, such as aquatic
embryonic and larval lifestyle, semi-aquatic adult lifestyle, moist and sensitive skin
and external eggs.

Previous studies performed in the group have demonstrated the impact of
organophosphorus pesticides on development, target enzymes, antioxidant
defense system, oxidative stress and polyamine metabolism. Polyamines are
aliphatic polycations key to developmental and growth processes, which are
capable of interacting with macromolecules. Their levels are precisely tuned
through synthesis, degradation and transport. The enzymes that participate in
polyamine synthesis are ornithine decarboxylase, S- adenosylmethionine
decarboxylase, spermidine synthase and spermine synthase. The enzymes
spermine oxidase, spermidine/spermine N-acetyltransferase, acetylpolyamine
oxidase and diamine oxidase, which participate in polyamine oxidative degradation
and interconversion, were analyzed in this thesis at biochemical and molecular
levels. The oxidative degradation of polyamines generates reactive oxygen species
and reactive aldehydes which impact the antioxidant defense system. Therefore,
the main objective of this thesis was to seek and develop molecular tools to
analyze the expression of genes involved in the aforementioned processes as well
as their regulation by transcription factors.

Hence, chronic exposures to azinphos-methyl and chlorpyrifos were
performed in R. arenarum embryos from fertilization to complete embryonic
development, and the activity of polyamine degradation enzymes and polyamine
levels were assessed. The embryonic stages used correspond to early,
intermediate and late development, named tail-bud, open mouth and complete
operculum, respectively. Besides, acute exposures to chlorpyrifos were performed

in 10-days old tadpoles, with the objective of analyzing gene expression of target
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genes through RT-gPCR. Genetic expression in embryonic stages could not be
assessed due to the high variability of the developing organisms.

The increased activities of diamine oxidase and acetylpolyamine oxidase
observed in early embryos suggest their use as biomarkers of exposure to
azinphos-methyl and chlorpyrifos, respectively. Also, a protective role towards the
toxicity of the insecticides could be attributed to these enzymes. Spermine oxidase
activity was altered in intermediate embryos and the effect of pesticides was
opposed between them. A significant increase in putrescine and spermine levels
was observed in intermediate embryos exposed to azinphos-methyl, while
polyamine levels were not altered in embryos exposed to chlorpyrifos. Through
principal component analysis, it was inferred that early embryos exposed to
azinphos-methyl displayed a proliferative response, while early embryos exposed
to chlorpyrifos suffered from an oxidative stress situation. In late developmental
stages, embryos exposed to both insecticides displayed oxidative stress and an
altered proliferative status.

RNA-Seq technology is a sensitive and precise tool that allows the
sequencing of RNA to determine genetic expression through the transcriptome, in
an affordable and convenient way for non-model organisms such as R. arenarum.
The analysis of R. arenarum’s transcriptome allowed for the progress of molecular
studies by means of differential expression analysis and species-specific primer
design that would allow the guantification of gene expression through gPCR.

Through differential expression analysis of data from the transcriptome,
possible housekeeping genes were analyzed and it was determined that the ones
that displayed the least variation were Tubulin Al, B1, B2 and B4B; actin B;
glyceraldehyde-3P-dehydrogenase; RL8 (L8); and the elongation factor-1 EF1A0
and EF1D. Also through differential expression analysis, it was determined that
acetylcholinesterase and c-FOS gene expression were increased in larvae
exposed to both organophosphorus pesticides. The transcription factor c-FOS
would be involved in the increase of acetylcholinesterase gene expression.
Ornithine decarboxylase 1A expression decreased after 6h and increased after 24
h of exposure of larvae to azinphos-methyl and chlorpyrifos. S-adenosylmethionine
decarboxylase expression increased in larvae exposed to these insecticides, which
could be attributed to the need of eliminating cellular damage through apoptosis.

Vil
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The genetic response of S-adenosylmethionine decarboxylase could also be
related to the increased expression of the transcription factor elF5A, which is
activated by spermidine and takes part in the apoptotic process. Regarding the
oxidative metabolism of polyamines, acetylpolyamine oxidase expression was
increased in larvae exposed to both pesticides, while expression of
spermidine/spermine N-acetyltransferase was decreased. Spermine oxidase was
slightly increased in larvae exposed to chlorpyrifos, while expression of diamine
oxidase was decreased in larvae exposed to both pesticides. Regarding the
expression of genes involved in oxidative stress and antioxidant responses, a
significant induction of glutathione peroxidase 3 was observed. Expression analysis
of enzymes involved in polyamine metabolism suggests that the decrease of
spermidine/spermine N!-acetyltransferase expression could be related to the
increase of spermine oxidase expression, with the subsequent decrease of the
levels of its substrate. This situation is coincident with the increased expression of
S-adenosylmethionine decarboxylase. Finally, the decreased expression of
diamine oxidase suggests that the quantity of putrescine available for final
degradation would also be decreased, and therefore the need of greater levels of
the protective polyamine spermidine could be achieved.

Similarly, specific transcriptomic sequences were obtained and, therefore,
specific primers were designed for amplification of catalase, S-adenosylmethionine
decarboxylase, glutathione S-transferase pi, glutathione reductase, ornithine
decarboxylase, acetylpolyamine oxidase, diamine oxidase, spermine oxidase, c-
FOS, c-JUN, NRF2, superoxide dismutase, spermidine synthase and JNK. Ten of
these primers allowed for amplification, and six of the sequences obtained were
corroborated: beta-actin, acetylpolyamine oxidase, diamine oxidase, c-FOS, c-JUN
and ornithine decarboxylase. Nevertheless, the attempts of standardization of
primers for c-FOS, ornithine decarboxylase, spermine oxidase, spermidine
synthase and diamine oxidase were not successful, as these genes were
expressed at very low levels in larvae of R. arenarum. The expression of beta-
actin, S-adenosylmethionine decarboxylase and superoxide dismutase was
analyzed in larvae acutely exposed to 0.5 mg L chlorpyrifos: their expression was
increased after 12 h of exposure and later decreased after 24 h of exposure.
Larvae exposed to 1 mg L chlorpyrifos showed a continuous trend towards the

Vil
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increase of beta-actin and S-adenosylmethionine decarboxylase expression, while
superoxide dismutase expression remained unchanged.

In summary, through data mining of transcriptomic data, it was established
that exposure to azinphos-methyl and chlorpyrifos altered polyamine metabolism,
transcription factors and target enzymes such as acetylcholinesterase. At the
transcriptomic level, exposure to organophosphorus pesticides induced the
expression of ornithine decarboxylase, spermine oxidase, S-adenosylmethionine
decarboxylase and the transcription factor elF5A, while the expression of
spermidine/spermine N!-acetyltransferase expression and diamine oxidase was
decreased. These responses could account for the need of increased levels of
spermidine, which would induce the expression of the transcription factor elF5A.
Considering that polyamine oxidative degradation and exposure to
organophosphorus pesticides increase the levels of reactive oxygen species, these
would, in turn, induce the expression of the transcription factor c-FOS that would
increase the expression of the acetylcholinesterase gene.
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1.1 Plaguicidas y el ambiente
1.1.1 Situacion del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén

Argentina produce anualmente alrededor de 1,4 millones de toneladas de
peras y manzanas. El 90% del total producido en el pais se concentra en la region
del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén, siendo la provincia de Rio Negro la
principal provincia productora de ambas frutas con mas del 75% del total nacional,
seguida de Neuquén. Argentina es el primer pais exportador de peras a nivel
mundial al comercializar el 60% de la produccion total (Storti and Bevilacqua 2017)
y el decimosexto en manzanas segun estadisticas de FAO al afio 2016
(http://www.fao.org/faostat/en/#data/TP). El rol de Argentina en el mercado
internacional es muy importante por su caracter de comercializador de productos a

contraestacion del hemisferio norte. (Figura 1.1).

__, n

Figura 1.1: Region del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén.

Al ser el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén una zona productora fruticola,
las labores culturales llevadas a cabo para mantener los cultivos de frutales de
pepita traen aparejada la utilizacion de diversos plaguicidas. La principal plaga de
perales y manzanos es la carpocapsa (Cydia pomonella), y su control ha
demandado la utilizacion de grandes cantidades de agroquimicos en las ultimas
décadas. Alrededor de 900 toneladas de insecticidas llegaron a ser aplicadas por
temporada, correspondiendo la mayor parte a los organofosforados (OF)
metilazinfos (MAZ) y clorpirifés (CLP), junto al carbamato carbarilo (Anguiano and


http://www.fao.org/faostat/en/%23data/TP)
http://www.fao.org/faostat/en/%23data/TP)
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Pechen de D’Angelo 2007). Estos insecticidas han sido detectados tanto en suelo
como en agua de la zona del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén (Loewy et al.
2011). La deteccion de plaguicidas en suelo y en agua resulta del escurrimiento y
percolaciéon de los mismos luego de la aplicacion terrestre o aérea, siendo
absorbidos y adsorbidos por constituyentes bidticos y abioticos, y transportados a
otros lugares donde toman contacto con el hombre, los animales domésticos y la
fauna silvestre. El uso de plaguicidas representa un beneficio para el productor, ya
gue garantiza un mayor rendimiento de la produccién y una mejor calidad en el
producto. Sin embargo, el uso de plaguicidas también acarrea riesgos para el
ambiente, los animales y la salud humana. En el caso de macroinvertebrados
acuaticos, se observa una disminucion en la riqueza de especies en las zonas de
drenaje. Esta disminucién coincide con las épocas de mayor concentracién de
plaguicidas organofosforados presentes en el agua (Macchi et al, 2018).
Asimismo, los peces y anfibios también se ven afectados debido a los plaguicidas
presentes en el agua durante las épocas de irrigacion (Guerrefio et al, 2016). Los
anfibios suelen estar afectados, principalmente, por su estilo de vida
semiacuatico, una piel humeda y sensible y huevos desprotegidos. Por ello, son
considerados buenos indicadores biolégicos de la salud del medio (Netting,
2000). Més del 30% de las especies de anfibios se encuentran calificadas como
vulnerables, en peligro o en peligro critico (Stuart 2005). Si bien se desconocen
las razones que pueden afectar a los anfibios en muchos casos, se pueden
citar la contaminacion quimica, la lluvia &cida y la destruccion del hébitat, entre
otras (Becker et al. 2010; Crawford et al. 2010; Pilliod et al. 2010). La
contaminacion ambiental también ha sido implicada en el descenso del numero
de anfibios, existiendo estudios donde se demuestra una correlacion directa con

la aplicacion de plaguicidas (Sparling and Fellers 2007, 2009).

1.2 Plaguicidas
El término plaguicida se refiere a aquella sustancia o mezcla de sustancias

gue es utilizada para prevenir, destruir, repeler o mitigar alguna plaga. Esto incluye
a transmisores de enfermedades en humanos y animales, a plantas no deseadas
0 animales que causen dafio durante la produccion o interfieran con ella, durante

el procesamiento, almacenaje, transporte o comercio de alimentos. También hace
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referencia a sustancias con otro tipo de accidén, como reguladores del crecimiento,
defoliantes, desecantes, atrayentes, esterilizantes, repelentes y otros compuestos
utilizados para prevenir el deterioro durante el almacenamiento y transporte de los
productos agricolas (FAO, 2003) (Figura 1.2).

- Y N

WHEEESY  Compuestos arsenicales
Compuestos fluorados Y[, -:| -8 Sales de amonio, calcio, cobre, hierro,

Azufre I Tagnesio, potasio, sodio, en forma de

Derivados del selenio

. Organicos de - Organofosforados
sintesis Organoclorados

Carbamatos

En hase a Aceites antrasénicos
Aceites de petrdleo
mlmies
Nicotina |—| Paraquat
Piretrina / K Doquat /
Rotenona Picloram

Reguladores del crecimiento de plantas

Defoliantes
5P Sales de cobre

Compuestos Arsenicales De&‘.‘ecantes .
Aceites Minerales Agentes para reducir la densidad de la fruta

Agentes para evitar la caida prematura de la fruta
Derivado de 6rgano Substancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
mercuriales cosecha, para proteger el producto contra el deterioro,
durante el almacenamientoy transporte
Productos usados para el control de plagas domiciliarias y
perihogarefias
Productos utilizados en sanidad veterinaria para combatir
ectoparasitos

sulfatos, nitratos, cloruros y cloratos

Fitohormonas

Derivados de la Urea
Triazinas y Diazinas
Derivados de fenilsustituidos

y la quinoxalinas

Derivados de la oxiuinoleina
Derivados de tiadizinas y
tiadiazoles

o]+ E131[«e- Derivados del benceno
Amicidas

Benzonitrilos

Carbamatos y

\ Ditiocarbamatos

Figura 1.2: Clasificacion de plaguicidas. Tipos de plaguicidas segun la
especie a combatir y otros tipos de sustancias también considerados plaguicidas
segun la FAO (Pérfido and Butler, 2014).

El uso de plaguicidas permite a los agricultores aumentar sus ganancias,
aumentar la produccién y disminuir sus pérdidas mediante el control de plagas. Su
uso resulta necesario para proveer a la poblacion mundial en expansién con
suficientes alimentos de calidad nutricional, pero, al mismo tiempo, se ha
incrementado la preocupacion por sus efectos sobre organismos no blanco (Arias-
Estévez et al. 2008). Es importante tener en cuenta que un 50% de los plaguicidas
aplicados no alcanza a su blanco pretendido y llega a canales de riego, lagunas,
arroyos y rios por deriva, escorrentia y lavado por lluvias y riego (Loewy et al.

2011). Esto hace necesario controlar los niveles de residuos y el impacto
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ambiental de plaguicidas, para lo cual el biomonitoreo mediante especies
autoctonas resulta necesario (Eason and O’Halloran 2002).
De todos los criterios para la clasificacién de los plaguicidas, la mas comun

toma el tipo de plaga que se pretende controlar.

1.2.1 Insecticidas
Los insecticidas son un grupo particular de plaguicidas que se han

desarrollado con el objetivo de controlar insectos. Son ampliamente empleados en
agricultura y en el control de plagas domésticas. Otro uso sumamente importante
es en salud publica para el control de vectores de enfermedades como malaria,
oncocercosis, chagas, etc. La mayoria de los insecticidas ejercen su accion téxica
afectando el sistema nervioso de las especies blanco. Debido a su accion
neurotdxica y al alto grado de conservacion del sistema nervioso, se ven afectados
otros animales no blancos, tanto invertebrados como vertebrados.
De acuerdo con el grupo quimico, los insecticidas pueden ser:

v' Clorados: este grupo se encuentra prohibido en nuestro pais debido a su
acumulacion en las grasas animales: DDT, clordano, lindano, metoxicloro,
pertane, heptacloro, aldrin, dieldrin, endrin, isodrin, etc.

v Organofosforados: acefato, clorpirifés, metil demetén, diazinon, dimetoato,
etion, fenitrotion, triclorfébn, mercaptotion, metilazinfos, metidation, triazofos,
etc.

v' Carbamatos: carbofuran, carbosulfan, metomil, pirimicarb, formetanato, etc.

v' Piretroides: cipermetrina, ciflutrina, deltametrina, esfenvalerato, permetrina,
fenpropatrina, lambdacihalotrina, etc.

v Nitroguanidinas: acetamiprid, imidacloprid.

v" Benzoilureas: novalurdn, clorfluazurén, teflubenzurén, etc.

Dentro del gran grupo de insecticidas, los organofosforados (OF) metilazinfos
(MAZ) y clorpirifés (CLP), han sido algunos de los mas comunmente utilizados en

la zona del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén.



Introducciéon

1.2.1.2 Insecticidas organofosforados
Tal como se menciond inicialmente, con el fin de controlar la principal plaga

gue ha afectado la produccion fruticola en la region del Alto Valle de Rio Negro y
Neuquén (carpocapsa, Cydia pomonella), se han utilizado diversas clases de
plaguicidas. Anteriormente, el plaguicida mas utilizado fue el insecticida
organofosforado MAZ (Anguiano and Pechen de D’Angelo 2007). A mediados de
la década del 2000, la utilizacion de MAZ se vio reducida drasticamente en un
40% debido a la implementacion de un Plan de Manejo Integrado de Plagas en
Grandes Bloques. Dicho plan se basaba en la utilizacién de la técnica de
confusién sexual y la aplicacion de otros plaguicidas alternativos de udltima
generacion para reducir la poblacion de carpocapsa y mantenerla por debajo de
niveles aceptables (SENASA-FUNBAPA, 2010). Sin embargo, desde la temporada
2014-2015, se ha observado un incremento gradual de las poblaciones de
carpocapsa a nivel regional debido, entre otros factores, a la caida de rentabilidad
en el sector, lo que llevo al abandono de la fruta en los arboles, y a que un nimero
muy escaso de productores siguio realizando el manejo integrado de plagas luego
de que se suspendio el Plan (Cichén et al. 2015). Otro factor que ha contribuido al
incremento de las poblaciones de dicha plaga es la decision erronea de no aplicar
insecticidas durante la primera generacion de la carpocapsa o de hacerlo sélo si
se sobrepasa un limite de captura. Esto trae aparejado el incremento gradual de
sus poblaciones y de las poblaciones de plagas secundarias, con la consiguiente
necesidad de intervencion con un mayor nimero de insecticidas en momentos
cercanos a la cosecha, con el riesgo del aumento de residuos en los frutos
(Cichén and Garrido 2012).

Los insecticidas OF derivan del acido fosférico y poseen un atomo de fosforo
unido mediante un doble enlace a un atomo de azufre o de oxigeno. Ademas, dos
cadenas alquilicas R1y R2, que pueden ser grupos metilo, etilo o isopropilo, estan
unidas a través de un atomo de oxigeno al atomo central de fosforo. El enlace
remanente del fosforo pentavalente se establece con el llamado grupo saliente (X),
gue varia ampliamente entre los diferentes compuestos (Costa, 1997) y es el
enlace mas susceptible a la hidrdlisis.

Los insecticidas OF pueden ser divididos en 6 subclases, identificadas por
sus nombres quimicos, e incluyen a los fosfatos, fosforotioatos, fosforoditioatos,
fosforamidatos, fosfonatos y fosforotiolatos. En general, son sustancias poco

solubles en agua y muy solubles en disolventes organicos, principalmente en los



Introducciéon

solventes aromaticos (benceno, xileno) y algo menos en los alifaticos (hexano,
pentano); por lo tanto, son compuestos liposolubles.

Los compuestos OF ejercen su accidn toxica especifica a nivel singptico, en
donde se enlaza de forma covalente con la enzima acetilcolinesterasa (AChE),
inhibiendo su actividad enzimatica. Esto conduce a una acumulacion del
neurotransmisor acetilcolina (ACh) en las sinapsis y uniones neuromusculares
(Matsumura, 1985). Niveles elevados de ACh provocan la sobreestimulacion de
los receptores colinérgicos de las células postsinapticas y alteran las vias de
sefalizacion mediadas por estos receptores (Mileson 1998; Pope and Liu 1997,
Pope et al. 2005). La inhibicion de AChE por insecticidas OF es analoga al
proceso de hidrdlisis de su sustrato natural ACh. La inhibicion de la enzima AChE
por un compuesto OF tiene lugar a través de una reaccion quimica en la cual el
hidroxilo de un residuo de serina en el sitio activo de la enzima es fosforilado y se
libera el grupo saliente X del OF. En contraste con la enzima acetilada, la cual es
rapidamente hidrolizada para dar acido acético y la enzima libre, la enzima
fosforilada es altamente estable y en la mayoria de los casos, dependiendo de los
grupos unidos al atomo de fésforo, es inactivada irreversiblemente (Fukuto, 1990).
Esta disminucion en la capacidad de reactivacion, llamada envejecimiento, resulta
de la pérdida de un segundo grupo, usualmente un grupo alquilo (R) desde el
atomo de fésforo. Este hecho estabiliza el complejo AChE-OF y previene tanto la
reactivacion espontanea de AChE como la quimica (Eto, 1974; Costa, 1997). Por
lo tanto, los compuestos que envejecen a AChE rapidamente son particularmente
toxicos, ya que para la recuperacion de la actividad enzimética es necesario
esperar que ocurra la sintesis proteica de nuevas moléculas de la enzima (Costa,
1997).

1.2.1.3 Metilazinfos

El insecticida metilazinfos (MAZ) [S-(3,4-dihidro-4-oxobenzo[d]-[1,2,3]-triazin-
3-ilmetil) O, O-dimetil fosforoditioato] (CAS N° 86-50-0) posee un peso molecular
de 317,33 g/mol y su solubilidad en agua es de 30 mg/L a 25°C (Figura 1.3). El
MAZ es un insecticida-acaricida OF de amplio espectro, de gran persistencia y con
un poder residual regular, clasificado por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) como Clase | altamente toxico. Junto a su analogo etilado, este compuesto
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es usado para combatir las plagas de frutales, vegetales, plantas ornamentales y
cultivos de algoddon (Matsumura, 1985). Es un insecticida-acaricida no sistémico
por lo que no es transportado de un sitio a otro dentro de la planta. Se utiliza
principalmente en aplicaciones foliares para controlar insectos que se alimentan de

las hojas. Actia como insecticida por contacto y como veneno estomacal.

ZN
“N7?

Figura 1.3: Estructura molecular de MAZ (Metilazinfos).

Dentro de los plaguicidas OF, MAZ es uno de los mas toxicos. En
exposiciones agudas, el MAZ es altamente tOxico por inhalacién, absorcion
dérmica, ingestion y contacto ocular. La dosis letal-50 (DL50) de MAZ varia
ampliamente dependiendo de la ruta de exposicion y del animal utilizado. La DL50
oral en ratas es de 4,4 mg kg, 80 mg kg? en conejillos de la India y entre 8 y 20
mg kg en ratones. La DL50 dérmica varia entre 88 y 220 mg kg en ratas y es de
65 mg/kg en ratones. El MAZ es altamente toxico para mamiferos, aves e insectos
benéficos, asi como también para peces e invertebrados acuaticos. En el caso de
peces expuestos durante a 96 h, se ha informado una concentracion letal 50
(CL50) de 0,02 mg L1, mientras que en crustiaceos acuaticos expuestos por 96 h
se informa una CL50 de 0,00022 mg L ! (International Union of Pure and Applied
Chemistry, 2019). Para embriones de Rhinella arenarum expuestos durante a 144
h, se informa una CL50 de 15,6 mg L, mientras que para larvas expuestas
durante a 96 h la CL50 es de 10,4 mg L (Anguiano et al, 2002; Ferrari et al,
2004).

El plaguicida MAZ ha sido frecuentemente detectado en aguas subterrdneas
y superficiales de la region del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén (Loewy et al.
1999, 2003, 2011), constituyendo un riesgo potencial para las especies acuaticas

gue habitan los cuerpos de agua tales como peces, anfipodos gamaridos y
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estadios embrionarios y larvales de anfibios (Ferrari et al. 2004, 2008, 2009;
Lascano et al. 2011).

Es importante sefialar que el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) determind, a través de la Resolucion 149/16, la
prohibicién de la elaboracion, importacion y fraccionamiento de MAZ a partir del 1
de julio de 2016 y la prohibicion de su comercializacion y uso a partir del 31 de
marzo de 2017.

1.2.1.4 Clorpirifés
El clorpirifés (CLP) (O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il fosforotioato)

(Figura 1.4) es un insecticida organofosforado que tiene el mismo mecanismo de
accion que MAZ. El CLP es moderadamente téxico y la exposicion créonica se ha
relacionado con efectos neuroldgicos, trastornos del desarrollo y trastornos
autoinmunes. La DL50 oral en animales de experimentacion es de 32 a 1000 mg
kg?. La DL50 por via cutanea en ratas es superior a 2000 mg kg* y de 1000 a
2000 mg kgt en conejos. La DL50 por inhalacién de 4 horas en ratas es superior a
200 mg/m2. En el caso de peces expuestos durante 96 h, la CL50 es de 0,025 mg
L1, mientras que en crustaceos acuaticos es de 0,00004 mg L? (International
Union of Pure and Applied Chemiestry, 2019). En el caso de Rhinella arenarum, la
CL50 a 96h es de 14,3 mg L para embriones y de 1,46 mg L para larvas
(Liendro et al, 2015; Sotomayor et al, 2012). El insecticida CLP se ha utilizado
ampliamente en viviendas y en agricultura, siendo pulverizado en las zonas
afectadas para el control de plagas de cosechas como cochinillas, moscas blancas
y otros. Sin embargo, la Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA) ha
restringido su uso doméstico desde el afio 2000, luego de que diversos estudios
indicaran que los nifios expuestos a CLP tenian una menor circunferencia craneal,
un indicador de funcion cognitiva reducida. A pesar de ello, en muchas
comunidades se continda utilizando ampliamente en agricultura donde los nifios,
trabajadores y otros residentes rurales se encuentran expuestos a traves del aire y

el agua (Californians for Pesticide Reform, 2017).
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Figura 1.4: Estructura molecular de CLP (clorpirifds).

Este insecticida es ampliamente utilizado en Argentina y, en la zona del Alto
Valle de Rio Negro y Neuquén, sigue siendo utilizado por pequefios y medianos
productores en reemplazo de MAZ. De acuerdo con informacion provista por
SENASA, en el afio 2017 se importaron mas de dos mil toneladas de CLP a
Argentina, provenientes en gran parte de China e India (informe en
https://www.ciafa.org.ar/info-fitosanitario-mercado). Residuos de CLP han sido
encontrados en agua y suelos superficiales en regiones de produccion frutal, en el

orden de 10-100 nug Lt durante el periodo de produccién (Loewy et al. 2011).

1.2.2 Biotransformacién de insecticidas organofosforados
Una vez que el OF ha sido absorbido por el organismo, sufre una serie de

reacciones de biotransformacion, conduciendo a la formacién de compuestos
conjugados mas polares. La biotransformacion de los compuestos OF puede
incrementar ampliamente su potencial anticolinesterasico y, por lo tanto, el efecto
toxico resultante es la suma de los procesos bioquimicos competitivos de
activacion y detoxificacion. La detoxificacion incluye la biotransformacion de los
compuestos OF a metabolitos no téxicos (Jokanovi¢ 2001). Las reacciones de
biotransformacién de xenobioticos pueden dividirse en reacciones de Fase | y
reacciones de Fase Il. En las reacciones de Fase I, un grupo polar tal como
hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), tiol (-SH) o amino (-NH2) es introducido en la
molécula a través de reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis. En las

reacciones de Fase I,
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los metabolitos polares son conjugados con sustratos enddégenos como
glucuronidos, glutation reducido (GSH), sulfatos, acetatos y aminoacidos para
formar compuestos mas hidrosolubles que pueden ser excretados en la orina
(Jokanovi¢ 2001; Livingstone 1998).

En las reacciones de biotransformacion de los OF estan involucrados
diferentes sistemas enzimaticos. Algunos de ellos intervienen en la activacion
metabdlica de los OF tales como las monooxigenasas mientras que otros, tales
como las A-esterasas, carboxilesterasas y glutation S-transferasas (GST) son muy
importantes en la detoxificacion. El que predomine la reaccién de activacion o la
reaccion de detoxificacion depende de la estructura del compuesto OF y de su

interaccion con dichos sistemas enzimaticos.

1.3 Poliaminas
Las poliaminas son moléculas policatiéonicas que poseen varios grupos amino

a lo largo de la cadena. Las aminas se pueden clasificar en alifaticas, como las
poliaminas putrescina, espermidina, espermina y cadaverina; aromaticas, como
tiramina, feniletilamina; o heterociclicas, como histamina y triptamina. Fueron
descriptas por primera vez por Antoine van Leeuwenhoek en 1678 en el fluido

seminal (Pegg and Casero, 2011).

Las poliaminas pueden encontrarse dentro de la célula en forma conjugada,
en forma insoluble unida a otras moléculas, o libres. Las formas insolubles se
encuentran unidas a macromoléculas como los acidos nucleicos y las proteinas.
Las poliaminas conjugadas se encuentran, en su mayoria, conjugadas con
pequefias moléculas, tales como compuestos fendlicos. Si bien no existen muchos
estudios sobre poliaminas conjugadas en animales, en el caso de las plantas se
ha informado que, al igual que las poliaminas libres, juegan un papel importante en
la sobrevida de la planta, incluyendo la division celular, el florecimiento y la
respuesta a estrés biotico y abiotico (Pinto and Ferreira, 2014). Las poliaminas
libres, sin embargo, son las mas abundantes, encontrandose en todos los seres
vivos. Las poliaminas libres mas comunes son espermidina (Spd), espermina

(Spm) y putrescina (Put).
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1.3.1 Putrescina (Put)
Conocida también como 1,4-diaminobutano (Figura 1.5), es una base

nitrogenada de bajo peso molecular. Debido a la presencia de dos grupos amino
basicos en su estructura, posee carga positiva a pH fisiolégico, haciéndola muy

adecuada para una amplia gama de funciones en diferentes tipos de células.

HZN\/\/\
NH
2
Figura 1.5: Estructura general de la poliamina Put (Putrescina).

Si bien las tres poliaminas mas comunes se encuentran en todos los
organismos, los eucariotas por lo general tienen niveles bajos de Put, mientras que
los procariotas presentan un contenido mas elevado de ésta. Cumple importantes
funciones fisioldgicas en diversas células, siendo también un precursor en la
sintesis de Spm y Spd. Se ha demostrado que Put, junto con otros iones de
poliaminas y fosfatos, forma agregados nucleares en los nucleos celulares,
logrando interaccionar asi con moléculas cargadas negativamente como ADN,
ARN, proteinas y fosfolipidos. Por lo tanto, participarian en la regulacion de la
estructura de los &cidos nucleicos y la sintesis de proteinas (Hou 2001; Igarashi
and Kashiwagi 2010).

La Put puede unirse a la membrana de las células, generando una
disminucién en la fluidez de la misma y una resistencia a la fragmentacion debido
a la estabilizacion de la membrana. Ademas, se ha encontrado que esta
involucrada en la eliminacién de radicales libres y juega un rol importante en la
homeostasis del Ca?*, Na* y K* (Tabor and Tabor 1976).

1.3.2 Espermidina (Spd)
Espermidina es el nombre comun que recibe la N'-(3-aminopropil) butano-

1,4-diamina (Figura 1.6). La Spd se encuentra en los ribosomas y todos los tejidos

vivos, cumpliendo varias funciones metabdlicas en los organismos.
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H
N NH
HZN/\/\/ NN 2

Figura 1.6: Estructura general de la poliamina Spd (espermidina).

Espermidina se forma por la accion de espermidina sintasa (SpdS) mediante
la aminopropilacion de Put, usando el grupo aminopropilo proveniente de la S-
adenosilmetionina decarboxilada (AdoMetdc) (Michael 2016).

Ademas de cumplir funciones similares a espermina, espermidina actla
como donante del grupo aminobutil para las modificaciones post-traduccionales de
un residuo especifico de lisina en el factor de transcripcion elF5A, mediante la
deoxihipusina sintasa. Dicha modificacion resulta esencial para la actividad del
factor de transcripcion, cuya funcién es contribuir a la transcripcion, el transporte

nucleo-citoplasma, la renovacion de ARNm y la apoptosis (Nishimura et al. 2009).

1.3.3 Espermina (Spm)
Es el nombre comun de la N, N"-bis(3-aminopropil) butano-1,4-diamina (Figura

1.7).

H
H

Figura 1.7: Estructura general la poliamina Spm (espermina).

La Spm se produce mediante la accion de la espermina sintasa (SpmS) a
partir de espermidina. Es la poliamina mas basica de todas y en su gran mayoria
se encuentra unida a los sitios acidos de las macromoléculas. Su liberacion induce
la via catabodlica de conversion para generar espermidina, mediante espermina

oxidasa (SMOX) o mediante acetil-poliamino oxidasa (APAO).
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Una de sus funciones biolégicas y fisiologicas més importante es actuar
como defensa frente al dafio causado por estrés oxidativo, estimulando la sintesis
de los productos de genes protectores, como superoxido dismutasa (SOD),
proteinas de choque térmico y proteinas reguladoras del ciclo celular. Aunque
estas funciones corresponden también a las funciones de espermidina, se cree

gue espermina es la que cumple un rol mas efectivo (Ha et al. 1998; Pegg 2014).

1.3.4 Biosintesis
Las poliaminas se encuentran en todos los eucariotas y en la mayoria de los

procariotas, siendo sintetizadas mediante la acciébn de enzimas aminopropil
transferasas. Estas enzimas utilizan como sustrato S-adenosilmetionina
decarboxilada (AdoMetdc) y transfieren sus grupos aminopropilo a los aceptores
aminas mediante la accion de las enzimas especificas para cada aceptor, SpdS o
SpmS (Pegg and Michael 2010).

Las poliaminas derivan principalmente de los aminoacidos ornitina (Orn) y
metionina, mientras que arginina y lisina sirven como alternativas secundarias,
fundamentalmente en vegetales, hongos y procariotas. La via mas comdn de
biosintesis comienza con la decarboxilacion de Orn, mediante ornitina
decarboxilasa (ODC) para formar Put. Espermidina y espermina, por su parte, se
forman desde Put mediante la adicion de grupos aminopropilo. En el caso de
espermidina, los grupos son donados por AdoMetdc y adicionados a Put mediante
la accién de SpdS. Espermina se forma por transferencia del grupo aminopropil
desde AdoMetdc a la posicion N* de espermidina, mediante la actividad de SpmS
(Figura 1.8) (Pegg 2014). Alternativamente, Put puede ser sintetizada desde
arginina mediante la via de arginina decarboxilasa (ADC) y agmatinasa.

Si bien ODC es el factor limitante en la sintesis de Put, el suministro de los
grupos aminopropilo por accion de la enzima S-adenosilmetionina decarboxilasa
(AdoMetDC), también influye en la sintesis de las demas poliaminas. Esto se debe
a que, una vez que S-adenosilmetionina es convertida en su forma decarboxilada
(AdoMetdc), es utilizada exclusivamente para la biosintesis de poliaminas, debido
a que las metil-transferasas no utilizan AdoMetdc como sustrato. De esta forma,
los niveles de AdoMetdc suelen mantenerse muy bajos y su suministro limita la

conversion de putrescina en espermina y espermidina (Pegg 2009).
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Figura 1.8: Sintesis de poliaminas. Se observa un esquema de la via de
biosintesis de las poliaminas méas comunes. Partiendo desde su precursor, el
aminoacido ornitina, se obtiene putrescina por accion de ornitina decarboxilasa
(ODC). Luego putrescina es transformada en espermidina por accion de
espermidina sintasa (SpdS); y espermidina es transformada en espermina, por
accion de espermina sintasa (SpmS). Espermidina y espermina regulan
negativamente a AdoMetDC, mientras que putrescina la regula positivamente. El
contenido de ornitina es regulado también por las tres poliaminas, de forma
negativa.

1.3.5 Via de interconversién y degradacion
En el camino de la interconversion de las poliaminas existen diversas

aminopropil transferasas que actuan de forma irreversible.

Las poliaminas pueden ser oxidadas y/o acetiladas para mantener su
concentracion o actividad celular. La regulacion de la concentracion de poliaminas
estd mediada por poliamino oxidasas que pueden ser clasificadas dependiendo de
si su cofactor es flavina adenina dinucleétido (FAD) o cobre. Dentro de las
enzimas que contienen FAD, se encuentra acetilpoliamino oxidasa (APAO) y
espermina oxidasa (SMOX). Los sustratos de APAO son poliaminas acetiladas,
oxigeno y agua. La mayoria de las APAO producen poliaminas mas pequefas, un

aminoaldehido y H202. La acetilacion de espermina y espermidina es catalizada
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por la espermidina/espermina N!-acetiltransferasa (SSAT). Cuando SSAT se
activa, produce la acetilacion de poliaminas, reduciendo su carga positiva y
evitando asi su interaccion con otras moléculas. Estos metabolitos acetilados
luego son excretados u oxidados por APAO, lo que permite a la célula regular las
concentraciones de espermina y espermidina rapidamente (Figura 1.9). Espermina
oxidasa (SMOX) convierte espermina en espermidina, generando como productos
el aldehido reactivo 3-aminopropanal y H202 (Seiler 2011).

En la reaccién de degradacion de putrescina, ésta puede ser oxidada por
diamino oxidasa (DAO), produciendo alfa-amino-butaraldehido. Este aldehido
luego puede ser oxidado a acido gamma-aminobutirico (GABA). La enzima DAO
es una amino oxidasa que contiene cobre y actla principalmente sobre diaminas.
Su accion sobre Put como precursora de las poliaminas superiores Spd y Spm,
parece cumplir un papel importante en el control homeostatico de los niveles
intracelulares de aminas biogénicas. Su actividad se encuentra elevada en tejidos
gue se encuentran en rapida proliferacion, como placenta, tejidos fetales y érganos
qgue sufren procesos hiperplasicos, hipertroficos o neoplasicos (Agostinelli et al.
2004).

La actividad catabdlica de APAO y de SMOX genera altas cantidades de
peréxido de hidrogeno, favoreciendo asi la apoptosis (Guasco Herrera et al. 2014).
Asimismo, los aldehidos reactivos también se encuentran implicados en la muerte

celular en distintos tipos celulares (Agostinelli et al. 2004).
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Figura 1.9: Degradacion e interconversion de poliaminas. Se muestra la
conversion de espermina a espermidina por medio de espermina oxidasa (SMOX),
y la conversion de espermina en espermidina, y de espermidina en putrescina, por
accion sucesiva de espermidina/espermina N!-acetiltransferasa (SSAT) y N?-
acetilpoliamino oxidasa (APAO). La accion de SMOX y APAO genera como
producto H202 y aldehidos reactivos. Ademas, se muestras la oxidacion de
putrescina a alfa-amino-butaraldehido por accién de diamino oxidasa (DAO).

1.3.6 Regulacion metabdlica de los niveles de poliaminas
Los niveles intracelulares de poliaminas estan finamente regulados,

principalmente, por cambios en las enzimas claves de su metabolismo. Las
enzimas involucradas estan controladas mediante un mecanismo altamente
especializado a nivel de la transcripcion, traduccién y degradacion proteica,
involucrando una retroalimentaciéon controlada por la concentracién de poliaminas.
Estas caracteristicas se encuentran muy conservadas entre todos los organismos
vivos, sugiriendo que la regulacion del nivel de poliaminas es critica para las
células.

El factor limitante en la sintesis de poliaminas, la enzima ODC, es degradada
muy rapidamente cuando el nivel de poliaminas se incrementa. Esta degradacion

es independiente de ubiquitinacion, ya que se debe a la accién de una enzima
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denominada antizima (AZ). La AZ se activa al incrementarse los niveles de las
poliaminas. La forma activa de ODC es en su forma de dimero, pero la asociacion
entre las dos subunidades es bastante débil, por lo que los dimeros se mantienen
en equilibrio con mondmeros inactivos. Por lo tanto, AZ se une al monémero de
ODC, inactivando la proteina y marcandola para ser degradada por el proteosoma
26S. Por otra parte, AZ es regulada por una segunda proteina, denominada
inhibidor de antizima (AZIn). El AZIn tiene una estructura similar a ODC, pero se
une con mas fuerza a AZ que ODC, inactivando asi a AZ y evitando la
degradacion de ODC (Pegg 2006) (Figura 1.10).

Forma activa

—m ©
AZ
obDC
Degradacion por
el proteosoma
26S

Figura 1.10: Regulacion de ODC (ornitina decarboxilasa). Via de regulacion de
ODC mediante la enzima AZ, activada cuando los niveles de poliaminas se ven
elevados. Por un lado, la AZ se une a ODC guiando su degradacion por los
proteosomas, y por otro se une al AZIn, lo que evita la degradacién de ODC.

Ademas de la regulacion de ODC, la cantidad de la proteina AdoMetDC
también es importante para mantener los niveles de poliaminas en las células. Su
regulacion ocurre a diferentes niveles, incluyendo la transcripcion, traduccion y
recambio proteico. Sin embargo, el mecanismo mejor conocido es el de la
regulacion a nivel traduccional. Se ha visto que, en células humanas, hay un
pequefio marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) en el 5’UTR del

ARNmM (ARN mensajero) que codifica para un péptido denominado MAGDIS. Este
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es una pro-enzima que sufre una reaccion espontanea de procesamiento,
generando el grupo prostético piruvoil sobre el extremo amino de las subunidades
a de AdoMetDC, y también codifica una pequefia subunidad p para la enzima. Este
procesamiento y la actividad de la enzima final son activadas por Put (Figura 1.8).
Sin embargo, la protonacion incorrecta del grupo piruvoil durante la reaccion
enzimatica lleva a la transaminacién y conversién en alanina, inactivando
permanentemente la enzima (Pegg 2009).

La enzima SSAT también es un factor importante en la via de interconversion
de las poliaminas, ya que cataliza un paso limitante. Juega un rol importante en la
homeostasis de las poliaminas, ya que puede ser inducida por éstas y algunos de
sus andalogos, como NI, N!2-bis(etil)espermina y NI, N!2-bis(etil)norspermina.
Mientras que APAO es una enzima estable y normalmente su actividad excede la
de la acetilasa, SSAT tiene un recambio rapido y una vida media muy corta, por lo
gue puede responder rapidamente a los cambios en la sintesis o degradacién de
la enzima (Wang and Casero 2006). La regulacion de SSAT ocurre a multiples
niveles, incluyendo el nivel transcripcional, el procesamiento del ARNm, a nivel
traduccional y de estabilizacion proteica, siendo afectado en todos sus pasos por
los niveles de poliaminas. El gen de SSAT contiene un elemento de respuesta a
poliaminas, el cual permite el incremento de su transcripcién y, ademas, permite la
interacciéon del factor de transcripcion NRF2 (Pegg 2008). El empalme alternativo
es un segundo paso regulatorio en el control de la produccién del ARNm de SSAT.
El pre-ARNm puede sufrir splicing alternativo, generando una variante truncada
gue produce una enzima inactiva (Hyvonen et al. 2006).

1.3.7 Poliaminas y proliferacién celular

La importancia de las poliaminas en el crecimiento y la proliferacion celular
ha sido estudiada y demostrada por décadas. Se ha visto que tanto espermina
como espermidina promueven el crecimiento, mientras que la disminucion en la
concentracion de poliaminas intracelulares disminuye el crecimiento en diversos
organismos. En eucariotas, las poliaminas juegan un papel importante en la
progresion del ciclo celular, donde las concentraciones y actividades de ODC y
AdoMetDC varian de acuerdo a las fases del ciclo celular (Miller-Fleming et al.
2015).
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La cascada de las MAPK (Mitogen activated protein kinases, proteinas
quinasas activadas por mitdbgenos) y el oncogén Ras es la via de sefalizacién
mejor definida, involucrada en la proliferacion celular. Muchos estudios sugieren
gue las poliaminas estan involucradas en la expresion y activacion de las MAPKSs,
estimulando la amplificacion de protooncogenes. Las sefiales son transducidas
desde la membrana celular hacia el ndcleo mediante activacion de quinasas,
incluyendo tirosina-quinasas, activando a Ras, MEK y ERK (extracellular signal-
regulated kinase, quinasa regulada por sefiales extracelulares), llevando a la
expresion de protooncogenes y factores de transcripcion. Por un lado, se ha
demostrado que espermidina estimula la fosforilacion de tirosina-quinasas como
ERK1/2 y también activa al oncogén nuclear c-Myc, que puede ser considerado un
factor de transcripcion. Por otro lado, putrescina estimula la fosforilacion de
residuos de tirosinas mediante tirosina-quinasas y la expresion de los
protooncogenes nucleares c-FOS y ¢c-JUN (Figura 1.11). Estos ultimos son genes
asociados al crecimiento, que se activan durante procesos de proliferacion celular.
Se ha observado que, a continuacion de la estimulacion por mitdégenos, hay una
activacion simultanea de la biosintesis de poliaminas y la transcripcion del
protooncogén c-FOS. De la misma forma, cuando hay un crecimiento tumoral
maligno, se incrementa la sintesis de poliaminas, la desregulacion de ODC vy la
amplificacion de los protooncogenes (Bachrach et al. 2001; Pegg 2009).
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Tirosina quinasa

— Espermidina

Figura 1.11: Efecto de las poliaminas en la transduccion de sefales. La via
de las MAPK (proteinas quinasas activadas por mitdgenos) es estimulada por
espermidina y putrescina. Espermidina, formada a partir de putrescina, estimula la
fosforilacion de ERK 1/2 y activa al gen Myc, que funciona como factor de
transcripcion. Por otro lado, putrescina, generada mediante la actividad de ODC,
estimula la activacion de tirosinas quinasas y de los genes FOS y JUN, quienes
estan involucrados en procesos de proliferacion celular.

1.3.7 Poliaminas y estrés oxidativo

1.3.7.1 Estrés oxidativo y sistema de defensa antioxidante
Las células se encuentran continuamente expuestas a diferentes tipos de

estrés, ya sea por productos de su propio metabolismo o por cambios ambientales
en los niveles de las especies reactivas de oxigeno (EROSs), el nivel de pH, la
presidn osmotica y la temperatura. Las especies reactivas de oxigeno se generan
como productos normales del proceso metabdlico, pero no siempre son

inofensivos. Comprenden un grupo diverso de especies quimicas que incluyen al
H202, el anion superdxido (02" ) y el radical hidroxilo ((OH), entre otros. Estan
involucrados fisiologicamente en diversas funciones celulares, pero el desbalance

entre EROs y su disposicion dentro de la célula puede desencadenar una serie de

reacciones de oxidacion y peroxidacion de macromoléculas. Los radicales libres
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generados pueden provocar dafio en las membranas biolégicas o pueden oxidar
proteinas, polisacaridos e incluso el ADN. Ademas, pueden activar sefiales
moleculares que conducen tanto a la apoptosis como a la proliferacion celular y
dar lugar a lesiones pre-neoplasicas (Panemangalore and Bebe 2000). Ademas, la
exposicion de los organismos a diversos factores ambientales puede generar una
alteracion en el estado redox del organismo, al generar un incremento en la
produccion de EROs (Halliwell 2011). Se ha visto que la exposicién de organismos
acuaticos a plaguicidas OF puede conducir a una situacién de estrés oxidativo y/o
a la alteracion de sus sistemas de defensa antioxidante (Anguiano et al. 2001,
Ferrari et al. 2007, 2008, 2009; Liendro et al. 2015; Sotomayor et al. 2015).

Sin embargo, los organismos han sido capaces de desarrollar un complejo
sistema de defensa antioxidante para contrarrestar los efectos deletéreos de las
EROs. Si este sistema no consigue neutralizar el exceso de EROs, ocurre una
situacion de estrés oxidativo (Davies 1995). El sistema de defensa antioxidante
comprende tanto enzimas como antioxidantes quimicos de bajo peso molecular.
La expresion de las enzimas antioxidantes es modulada, en algunos casos, por los
propios xenobiéticos a los cuales el organismo ha sido expuesto (Janssens et al.
2002). Dentro de los componentes enzimaticos del sistema antioxidante se
encuentran las enzimas glutation S-transferasa (E.C. 2.5.1.18; GST) glutation
reductasa (E.C., 1.6.4.2, GR), glutation peroxidasa Se-dependiente (E.C. 1.11.1.9,
GPOX), catalasa (E.C. 1.11.1.6, CAT) y superoxido dismutasa (E.C. 1.15.1.1,
SOD). Dentro de los antioxidantes quimicos se encuentran compuestos tales como
el alfa-tocoferol (vitamina E), el &cido ascorbico (vitamina C), los tioles proteicos (-
SH) y el glutation reducido (GSH) (Voronkova et al. 2018).

GSH actia como una sustancia nucleofilica capaz de eliminar numerosos
compuestos y sus metabolitos al convertir sus centros electrofilicos en enlaces
tioéter. Participa también como cofactor en las reacciones catalizadas por las
enzimas GST y GPOX. Ademéas, GSH protege a las células de la
desnaturalizacion de proteinas ocasionada por la oxidacion de sus grupos tiol
durante situaciones de estrés (Noctor 2002).

Las enzimas GST, por su parte, catalizan el ataque nucleofilico de GSH
sobre compuestos no polares que contienen un atomo de carbono, de nitrogeno o
de azufre electrofilico. Diferentes isoenzimas de GST metabolizan agentes

guimioterapéuticos, insecticidas, herbicidas, carcindbgenos y subproductos del
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estrés oxidativo con propiedades mutagénicas y citotéxicas. Ademas, algunas de
estas isoenzimas actdan junto con GPOX para eliminar electréfilos secundarios,
generados por escision de los hidroperoxidos generados a causa de la
peroxidacién de acidos grasos (Hayes y Mc Lellan, 1999).

La actividad enzimética de GR es la encargada de regular la homeostasis
celular de GSH y mantener los niveles adecuados que aseguran la proteccion de
las células frente a situaciones de estrés. Esta enzima recicla al glutation oxidado
gue se produce en reacciones redox por la acciéon de GPOX, a GSH, utilizando
NADPH como co-sustrato reductor. La enzima SOD destruye el anién superéxido
al dismutarlo en peréxido de hidrégeno y oxigeno, y, el peréxido generado puede a
su vez ser eliminado por accién de CAT o GPOX. La enzima CAT es una enzima
ubicua que cataliza la descomposicién del peroxido de hidrogeno produciendo
agua y oxigeno. Junto con la GPOX, constituye la defensa antioxidante celular
clave contra los peroxidos (Birben et al. 2012; Halliwell 2011).

A nivel transcripcional, las enzimas antioxidantes estan reguladas por la via
denominada Keapl-NRF2. NRF2 (NF-E2-Related Factor 2, factor 2 relacionado al
factor nuclear eritroide 2) es un factor de transcripcion y Keapl es su represor
especifico. En condiciones normales dentro de la célula, NRF2 se une a Keapl en
el citosol, promoviendo su ubiquitinacién para ser degradado por los proteosomas.
Ambas proteinas median la respuesta celular a xenobiéticos electrofilicos y
oxidantes. Especificamente, NRF2 se une al elemento de respuesta antioxidante
(ERA) para activar la transcripcién de los genes que €l regula. De esta forma,
juega un rol importante en la coordinacion de la adaptacion celular a compuestos
gue puedan causar un dafio por estrés. La exposicidbn a compuestos oxidantes
resulta en la oxidacién especifica de un residuo de cisteina en Keapl, causando
su dimerizacion. Esto evita su union a NRF2, evitando asi la ubiquitinacion y
posterior degradacion. De esta forma, las concentraciones celulares de NRF2 se
incrementan, trasladandose al nucleo y uniéndose a ERA en la regién reguladora
de genes blanco (Lushchak 2011).

1.3.7.2 Relacion entre poliaminas y estrés oxidativo
Se ha observado que las concentraciones intracelulares de las poliaminas

cambian durante la exposicion al estrés, y, a su vez, modificaciones en sus

concentraciones exdgenas pueden influenciar la sensibilidad de la célula al estrés.
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En diversos estudios se pudo observar que las poliaminas estan asociadas con la
respuesta y proteccion a diferentes tipos de estrés (Fujisawa and Kadoma 2005;
Rhee et al. 2007; Rider et al. 2007). Por ejemplo, se ha observado la acumulacién
de putrescina durante el estrés osmotico en cultivos celulares hepéticos de rata
(Mitchell et al. 1998) y en plantas. Esto se debe a un aumento en la actividad de
ODC y de ADC, respectivamente, dando como resultado, en el caso de las
plantas, la pérdida de clorofila y senescencia (Miller-Fleming et al. 2015). Las
poliaminas tienen la capacidad de interactuar con diversas moléculas celulares,
debido a su carga positiva, siendo una de ellas el ADN. Mediante su union al ADN,
las poliaminas lo protegen de los dafios estructurales y funcionales que pueda
sufrir, ya que bloquean la unién de éste con los radicales libres (Rider et al. 2007).
No s6lo cumplen una funcion protectora uniéndose a la molécula de ADN, sino que
actlan estimulando la expresion de genes que actuan frente al estrés. Ejemplo de
ello son los trabajos realizados en levaduras, E. coli y Arabidopsis thaliana (Kruger
et al. 2013; Sagor et al. 2013). Se ha podido observar que putrescina incrementa
la supervivencia de los cultivos de E. coli expuestos a radicales libres, mediante
estimulacion de la expresion los genes oxyR, Kate y katG, que actian en la
proteccion frente al estrés oxidativo (Tkachenko et al. 2001). Si bien todas las
poliaminas tienen un potencial de proteccion en situaciones de estrés celular, es
Spm la que ha demostrado un rol mas eficiente como recolector de EROs. Tanto
Spm como Spd protegen a las células del H202, por un mecanismo aparentemente
diferente de aquel realizado por GSH (Rider et al. 2007). A concentraciones
fisiologicas, Spm y Spd son potentes recolectores de "OH, uniéndose también al
Oz, protegiendo asi a la célula durante la inflamacion, peroxidacion lipidica y

toxicidad causada por el oxigeno (Das and Misra 2004).

1.4 Organismos modelo vs organismos no-modelo
Un modelo animal en experimentacion es aquel que utiliza animales no

humanos, seleccionados en funcidn de sus caracteristicas especificas, para ser
utilizados en investigacion o docencia. Gracias al empleo de modelos animales, se
han comprendido mejor los principios basicos de la genética, bioquimica, fisiologia
y comportamiento. En el disefio experimental, las claves son la eleccion de la
especie animal que mas se adapte al estudio y la viabilidad de la extrapolacion de

los resultados desde la especie modelo a la especie en que se vayan a aplicar los
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resultados obtenidos (Pérez et al. 2009). A lo largo de los afios se ha acumulado
gran cantidad de datos sobre los organismos modelo, pudiendo ser utilizados para
obtener informacion acerca de otras especies mas dificiles de estudiar. Existen asi
organismos modelo genéticos, experimentales y gendémicos. Ejemplos de ello son
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Xenopus laevis, Danio rerio y Fugu rubripes. Uno de los organismos mas utilizados
como modelo experimental es la rana de uias africana X. laevis, ya que presenta
enormes ventajas entre las que se incluyen un buen conocimiento de su fisiologia,
tolerancia a grandes variaciones en el ambiente y facil mantenimiento en
cautividad (Pérez et al. 2009). Debido a la conveniencia y utilidad de estos
organismos, muchos cientificos se abocaron a estudiarlos. De esta forma, se
desarrollaron herramientas y recursos especificamente para esta clase de
organismos, tales como herramientas moleculares, técnicas y métodos (Russell et
al. 2017).

Los organismos no-modelo lo son porque no son faciles de mantener en
condiciones de laboratorio, o, simplemente, porque no estan bien caracterizados a
nivel molecular. Sin embargo, el interés por estas especies recae justamente sobre
el hecho de que son diferentes a aquellos considerados organismos modelo. Por
ejemplo, en biologia comparativa, los organismos no-modelo son de gran interés
debido a su diversidad biolégica. Sin embargo, trabajar con estas especies genera
un gran esfuerzo de adaptaciones y desarrollo de metodologias apropiadas para
estudiarlas. Como resultado, se han generado grandes avances en la practica y la
teoria, que no se podrian haber obtenido usando Unicamente especies modelo
(Armengaud et al. 2014). Uno de estos grandes avances es el uso de la
secuenciacion de nueva generacion (NGS, Next-generation sequencing), también
denominada Secuenciacion Paralela Masiva. Debido a la gran revolucion en la era
‘Omica”, se pueden estudiar una gran variedad de especies, tanto a nivel
genémico como transcriptdmico (Huang et al. 2016). La tecnologia de NGS lee
todo el genomal/transcriptoma de forma aleatoria, acompafiado de la rotura de éste
en pequefias piezas y luego ligandolas a determinados adaptadores, para realizar
una lectura al azar del ADN/ARN sintetizado. El estudio del transcriptoma

mediante NGS se denomina RNA-Seq (Secuenciacion del ARN).
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1.4.1 RNA-seq en organismos no-modelo
La secuenciacion del ARN ha revolucionado el estudio del transcriptoma. Es

una herramienta altamente sensible y precisa para medir la expresion a través del
transcriptoma, posibilitando a los investigadores detectar cambios que
previamente habrian pasado desapercibidos. Permite la deteccion de
caracteristicas conocidas y nuevas en un simple ensayo, logrando la deteccién de
isoformas, genes fusionados, variantes de nucle6tido simple (SNP) y otras
caracteristicas sin la limitacion del conocimiento previo.

La tecnologia de RNA-Seq representa un set de métodos experimentales que
genera una biblioteca de secuencias de ADNc (ADN copia), generada a partir de
todas las moléculas de ARN. Estas secuencias son generadas de forma
fragmentada, con adaptadores en cada extremo. Cada fragmento es asi
secuenciado, de manera altamente eficiente, para obtener secuencias cortas. Las
lecturas son tipicamente de una longitud de entre 30 y 400 pares de bases, y
cualquier tecnologia de secuenciacién de alto rendimiento puede ser utilizada.
Algunas de ellas son: llumina 1G18-21, Applied Biosystems SOLID y Roche 454
Life Science (Wang et al. 2009).

La secuenciacion del transcriptoma permite obtener la expresion génica para
un tipo celular, bajo un estimulo determinado, en un momento de tiempo dado.
Permite, ademas, cuantificar los niveles de abundancia o cambios relativos para
cada transcripto durante un estadio del desarrollo determinado o bajo un
tratamiento especifico (Han et al. 2015).

En el caso de los organismos considerados no-modelo, la tecnologia de
RNA-Seq permite obtener informacion gendmica mediante un proceso
relativamente accesible desde el punto de vista econdémico, y considerando la
relacion costo-beneficio. Por lo tanto, no solamente se puede acceder a las
secuencias de los genes de interés, sino que también se puede obtener
informacion sobre sus niveles de expresion, sin tener un conocimiento previo. Esto
se debe a que la secuenciacién masiva permite trabajar con o sin un genoma de
referencia. En el caso de no contar con un genoma de referencia se puede
ensamblar el transcriptoma de novo, gracias al avance de herramientas

computacionales como el programa Trinity (Grabherr et al. 2011) (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Flujo de trabajo en RNA-Seq. Se presentan los pasos generales a
seguir en el desarrollo de un ensamblaje de novo, mediante secuenciacion masiva
del transcriptoma.

1.4.2 Rhinella arenarum: un organismo no-modelo
La especie Rhinella arenarum (Hensel 1987) se encuentra ampliamente

distribuida en todo el territorio sudamericano (Devillers y Exbrayat, 1992), en el
pais (Kwet et al. 2004) y en la region del Comahue. Su ciclo de vida abarca dos
etapas fundamentales antes de alcanzar el estado adulto: la embrionaria y la
larval. El dimorfismo sexual en los ejemplares adultos se reconoce facilmente dado
gue los machos son de menor tamafio, presentan una coloracion verde- azulada a
la altura del saco vocal, una formacion particular en el pulgar de coloracién negra o
parda llamado “callo nupcial”’, que favorece el abrazo durante el acto sexual, y
porque ademdas croan. El callo nupcial posee terminaciones nerviosas que
permiten captar las vibraciones latero-abdominales que tanto la hembra como el
macho presentan durante el apareamiento (Pisan6 y Rengel, 1982). La hembra
realiza la deposicion de los huevos (ovocitos) en el agua mientras que el macho
los fertiliza abrazado a la hembra mientras nadan, por lo que tanto la fecundacion
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como el desarrollo embrionario son externos. En cada ovoposicion pueden
contarse de 30000 a 40000 ovocitos que se disponen en forma espiralada en el
interior de una sustancia gelatinosa denominada “ganga”. Desde un punto de vista
experimental, la fertilizacion y el desarrollo embrionarios externos facilitan su
seguimiento y evaluacion. Ademas, estas caracteristicas determinan que los

embriones sean blancos accesibles para sustancias contaminantes.

La reproduccion fisiolégica de la especie se lleva a cabo una sola vez al afio,
en primavera. En la region del Alto Valle, el apareamiento ocurre durante los
meses de septiembre, octubre y noviembre en lugares de remanso de las costas
de los rios y en canales de riego, coincidiendo con el periodo de mayor aplicacion
de plaguicidas (INTA, 1993) y en sitios en los cuales se ha detectado la presencia
de diversos compuestos (Loewy et al. 2011). Esto implica que tanto el desarrollo
embrionario como el larval podrian estar expuestos, al menos transitoriamente, a
concentraciones elevadas de estos téxicos. Esta situacion constituye un peligro
potencial para la especie, que justifica la inclusion de la misma en protocolos de
evaluacion de riesgo. El desarrollo embrionario de los anfibios representa el
arquetipo del desarrollo de los vertebrados. El gran tamafio de los ovocitos de
sapos y ranas (1-2 mm), la fecundacion y el desarrollo embrionario externos que
facilitan el estudio experimental en cualquier estadio, el gran nimero de individuos
obtenidos simultaneamente en cada ovulacion, la posibilidad de inducir
hormonalmente a las hembras y realizar fertilizaciones y desarrollos embrionarios
in vitro sin necesidad de agregar nutrientes, la transparencia de la ganga que
facilita la observacién, la posibilidad de su remocién quimica o quirlrgica y la
factibilidad de realizar microcirugias y microinyecciones en los embriones,
transforman al desarrollo embrionario de sapos y ranas en un sistema
experimental Unico para estudios embriolégicos basicos y toxicoldgicos (Slack and
Forman 1980).

1.4.2.1 Estadios embrionarios
Los distintos estadios embrionarios que atraviesan los anfibios anuros han

sido descriptos para diversas especies y comprenden un total de 25 estadios hasta
alcanzar la etapa larval. En particular, la serie de referencia de los estadios

embrionarios de Rhinella arenarum (Hensel, 1867) ha sido descripta por Del Conte
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y Sirlin (1952). El primer estadio corresponde a la fertilizacion del ovocito, que
conlleva la rotacion del embridén y deja el polo animal hacia arriba. En el segundo
estadio se produce la expulsion del segundo glébulo polar y aparece la media luna
gris en el cortex ovular. La media luna gris es poco visible en R. arenarum debido
a la coloracion oscura propia de los embriones y es la zona donde aparecera
posteriormente el labio dorsal del blastoporo durante la gastrulacion. Los estadios
3 a 9 corresponden a la fase de segmentacién hasta la formacion de la blastula
tardia, con blastomeros cada vez mas pequefios y predominio del polo animal
sobre el vegetal. En el estadio 10 se inicia la gastrulacién y es evidente el labio
dorsal del blastoporo; la gastrulacion se completa con la invaginacién gradual del
tapdn vitelino en los dos estadios siguientes. La fase de neurulacion abarca los
estadios 13 a 16 y comienza con la aparicion de la placa neural en la regién dorsal
del embrién. Luego se observa la elongacion antero-posterior del embrion y la
formacion del surco neural. Ademas, el embridn posee un movimiento dentro de la
membrana vitelina (rotacion, estadio 15), presentando un acercamiento paulatino
de los pliegues neurales hasta que se contactan. Finalmente, se completa el cierre
del tubo neural y el embrion comienza a desarrollar en forma distinguible la
cabeza. Los estadios 17 al 20 se diferencian en base al desarrollo de la aleta
caudal y las branquias externas. El estadio 17 es el de brote caudal (BC; 3 dias
post-fertilizacion) (Figura 1.13, B). Dichos embriones poseen 4 mm de longitud y
es facil separarlos de su envoltura gelatinosa en el laboratorio. El cuerpo es
ovalado y en la porcion mas caudal se encuentra un esbozo de la futura aleta
caudal. La glandula adhesiva comienza a ser visible en este estadio. Los
embriones utilizan secreciones pegajosas provenientes de esta glandula transitoria
con fines de estabilizacion, ya que aun no han desarrollado el disco oral ni la aleta
caudal que les permitirdn una mayor locomocion y adhesion cuando sean
nadadores activos. El estadio 18 es reconocido por los movimientos musculares
espasmadicos de los embriones que les permiten eclosionar desde sus envolturas
gelatinosas. Ademas, su aleta caudal se encuentra bien definida y los botones
branquiales muestran un aspecto acanalado. El estadio 19 se reconoce por la
aparicion del latido cardiaco, mientras que en el estadio 20 es posible visualizar la
corriente sanguinea en los filamentos branquiales. Los estadios siguientes
abarcan la transicion hacia la larva, con capacidad de ingerir alimentos y nadar

libremente. En el estadio 21 los ojos se distinguen bien y se produce la apertura de
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la boca, por lo que el estadio se denomina boca abierta (BA; 7 dias post-
fertilizacion) (Figura 1.13, C). Esta caracteristica determina que los embriones en
BA, de 7 mm de longitud, estén en condiciones de alimentarse. En el estadio 22
los bordes de la aleta caudal se vuelven transparentes y es posible observar la
circulacién sanguinea en ella. Los estadios 23 a 25 marcan el desarrollo de los
opérculos y la desaparicion de las branquias externas. En el estadio 24 se ha
cerrado el opérculo del lado derecho. El estadio 25, denominado opérculo
completo (OC; 10 dias post-fertilizacion) (Figura 1.13, D), se caracteriza por la
completa reabsorcion de las branquias externas. Los embriones control en OC
tienen una longitud de 10 mm vy la porcion anterior del embridén es redondeada y se
encuentra bien diferenciada respecto de la porcién posterior constituida por la

aleta caudal.

Figura 1.13: Estadios de R. arenarum. Fotografia de un ejemplar adulto (A), un
ejemplar en estadio de brote caudal (BC) (B), en estadio de boca abierta (BA) (C)
y en estadio de opérculo completo (OC) (D).
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1.4.3 Biomarcadores en Rhinella arenarum

1.4.3.1 Biomarcadores
Los biomarcadores se definen como indicadores en sistemas biologicos o

muestras, con cambios medibles a nivel molecular, bioquimico, celular, fisiologico,

patolégico o a nivel de comportamiento en la respuesta a un xenobiotico. El grupo

de los Institutos Nacionales de Salud (NIH, National Institutes of Health) ha
definido a los biomarcadores como “una caracteristica que objetivamente medida y
evaluada funciona como un indicador de los procesos biolégicos normales o de la
respuesta farmacolégica a un agente terapéutico”. En el ambito de la toxicologia,
se los puede clasificar como marcadores de exposicion, de efecto y de
susceptibilidad. De acuerdo con Gupta (2014), los biomarcadores deben ser
especificos, acertados, sensibles, validos, bioldgica o clinicamente relevantes y
faciles y rapidos de medir, para poder ser utilizados como herramientas Utiles y
predictivas para testear la toxicidad y estimar el nivel de exposicion y dosis.

Los biomarcadores tienen utilidad en el campo de los plaguicidas, metales,
micotoxinas y drogas. Se los puede agrupar en los tres tipos mencionados,
considerando que son indicadores del estado biolégico que arroja informacion
sobre la exposicion de un organismo a un xenobiodtico, el efecto de la exposicién
de dicho organismo o la susceptibilidad del mismo a ese xenobiético.

1) Biomarcadores de exposicion: sirven para determinar cuanto estuvo
expuesto el organismo a un xenobiodtico determinado, debido a que la presencia
del xenobidtico o sus metabolitos se encuentran en muestras bioldgicas del
individuo monitoreado.

2) Biomarcadores de efecto: se utilizan para determinar el efecto o la
respuesta de la exposicion de un organismo a un xenobiotico determinado.

3) Biomarcadores de susceptibilidad: desarrollados para predecir la
susceptibilidad o resistencia de un organismo a los efectos deletéreos de un
xenobidtico especifico.

Por otra parte, el desarrollo de biomarcadores especificos para diferentes
toxicos se ve actualmente reforzado a partir de la integracion y generacion de
distintos datos “dmicos”. Por ello, las tecnologias de secuenciacion masiva
aplicadas a organismos no-modelo como R. arenarum, son herramientas Utiles
para obtener un panorama mas completo y asi entender los mecanismos de

accion de un toxico determinado (Ceschin 2017).
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1.4.3.2 Estudios de biomarcadores desarrollados en Rhinella arenarum
Las caracteristicas de desarrollo que presentan los anfibios hacen que

puedan estar expuestos a una amplia gama de contaminantes. Esto se debe a que
durante sus primeros estadios de vida se desarrollan en el agua y durante su vida
adulta en la tierra, mientras mantienen un estrecho contacto con el medio acuéatico.
Ademas, el pasaje continuo de agua a través de sus branquias durante estadios
embrionarios y larvales, y su especial sensibilidad a los productos quimicos
durante esta etapa de vida acuética, hace que los anfibios sean buenos
indicadores de las condiciones generales del entorno. Debido a que la mayoria de
las especies de anfibios son susceptibles a xenobioticos durante la fertilizacion y el
desarrollo temprano, los biomarcadores de exposicion, efecto y susceptibilidad son
apropiados para conectar la presencia de contaminantes en el medio ambiente
con su accion en un organismo. Por ello, los biomarcadores ayudan a evaluar el
estado de salud de las poblaciones de anfibios, actuando como puntos finales de
intoxicacion subletales (Venturino et al. 2003).

En estudios realizados con plaguicidas organofosforados y carbamatos en
embriones de R. arenarum, se pudieron observar cambios morfolégicos, como la
reducciéon del tamafio corporal, el plegado de la aleta caudal, la flexién de la
notocorda y una pigmentacion anormal (Rosenbaum et al. 1988; Ferrari et al.
2007; Lascano et al. 2009, 2011; Sotomayor et al. 2012, 2015; Liendro et al. 2015).
Ademas, se ha observado que los insecticidas malatién, metilazinfos y lindano
afectan los niveles de GSH en embriones y larvas de R. arenarum (Venturino et al.
2001; Anguiano et al. 2001).

También se han estudiado aspectos relacionados al estilo de vida, tipo de
reproduccion y la capacidad de sobrevivir en individuos de R. arenarum expuestos
a plaguicidas ya sea de forma directa o indirecta. Por un lado, Babini et al. (2018),
han visto que los individuos de R. arenarum que habitan en agroecosistemas
poseen oviposiciones mas pequefas, con una mayor frecuencia de embriones
anormales y mayor mortalidad. Los autores confirman asi la gran sensibilidad de
los estadios embrionarios frente a los disturbios ambientales, apoyando también
su uso como indicadores de la salud del ambiente. Por otra parte, se ha observado
gue en larvas expuestas a concentraciones subletales de CLP podria verse
afectada su aptitud y supervivencia. Si bien se analizaron concentraciones no

letales, se produjeron efectos téxicos debido a cambios en la temperatura,
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pudiendo en ultima instancia reducir la supervivencia larval y disminuir la poblacion
(Quiroga et al. 2019).

Se han estudiado también algunos procesos a nivel molecular en el
desarrollo de R. arenarum. En un estudio con embriones en estadio de géstrula,
expuestos a diferentes concentraciones de CLP, se ha encontrado que existe una
respuesta temprana al estrés oxidativo, que podria estar ligada a la via de
activacion de MEK y de regulacion de c-FOS (Sotomayor et al. 2015). Por otra
parte, en embriones y larvas expuestas a concentraciones subletales de arsénico,
se pudo observar que éste regularia la expresion de enzimas detoxificantes como
GST. Esta regulacion se daria a través de la expresion y cambio de localizacion
subcelular, de las proteinas de la ruta MAPK, MEK y ERK, desde etapas
embrionarias hasta el desarrollo larvario avanzado, aumentando también la
expresion de factores de transcripcion, como c-FOS y c-JUN (Mardirosian et al.
2017).

Los niveles de poliaminas también han sido evaluados como biomarcadores
de los efectos de plaguicidas sobre embriones y larvas de R. arenarum. Se ha
observado una disminucién de los niveles de poliaminas en etapas embrionarias y
un aumento en la concentracién de putrescina al final del desarrollo embrionario
como una respuesta de recuperacion (Venturino et al. 2001). También se ha
observado un aumento de putrescina, mediante induccién de ODC, en embriones
expuestos a concentraciones letales y subletales de MAZ (Lascano et al. 2011).
En embriones expuestos a concentraciones subletales de CLP, se ha visto que los
niveles de Put y Spd disminuyen un 33 y 42 %, respectivamente, o que sugiere
una disminucion de la actividad de ODC por accion del plaguicida (Sotomayor et
al. 2012). Por lo tanto, las poliaminas podrian ser biomarcadores utiles de efecto
de plaguicidas y respuestas de recuperacién durante el desarrollo de los anfibios,
dependiendo de la fase y el nivel de exposicion.

En cuanto a estudios de campo en R. arenarum, Rosenbaum et al. (2012).
evaluaron las respuestas de diversos biomarcadores en larvas desarrolladas en
canales de agua durante la temporada de produccion de frutas. Se reporté una
inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa y carboxilesterasas luego de una
semana de exposicion adentro de los canales potencialmente receptores de

diversos plaguicidas, mientras que aumentaron los niveles de GSH y de GST.
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2.1 HIPOTESIS
La exposicion de embriones de Rhinella arenarum a insecticidas

organofosforados conduce a la expresion diferencial de genes relacionados con la
respuesta frente al estrés. Estos genes involucrarian distintos tipos de respuestas,
como los mecanismos de respuesta antioxidante y la modulacion de la via de
poliaminas, al igual que la regulacion corriente arriba (“upstream”) de factores de
transcripcion. Esto permite su utilizacion como biomarcadores moleculares

tempranos de exposicién al toxico.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Identificar y desarrollar biomarcadores moleculares en Rhinella arenarum que se
relacionen en forma temprana con efectos tdxicos por exposicion a plaguicidas

organofosforados.

2.2.2 Objetivos especificos
1. Estudiar los efectos de plaguicidas organofosforados sobre la expresion de

transcriptos que codifican a factores de transcripcion, efectores de vias de
fosforilacion, estrés oxidativo y enzimas de la via de poliaminas en embriones

de R. arenarum. Para ello se requiere:

a. Desarrollar los cebadores necesarios para analizar la expresion genética

en R. arenarum por técnicas como RT-PCR y gRT-PCR.
b. Optimizar las técnicas de amplificacion genética y de deteccion.

2. Estudiar a nivel bioquimico los efectos de plaguicidas organofosforados sobre

la sintesis y degradacion de poliaminas y su relacion con el estrés oxidativo.

3. Identificar blancos moleculares como potenciales biomarcadores de respuesta

temprana frente a la exposicion a plaguicidas organofosforados.
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3.1 Materiales

3.1.1 Material biolégico
Hembras y machos adultos de sapo de la especie Rhinella arenarum (Hensel

1867) fueron recolectados en los lagos Mari Menuco (-38.611016, -68.468470) y
Los Barreales (-38.509980, -64.960498), wubicados a 80 y 120 Km,
respectivamente, de distancia de la ciudad de Neuquén (Figura 3.1). Dichas zonas
fueron seleccionadas porque constituyen areas de referencia libres de aplicacion
de plaguicidas. Los animales fueron mantenidos en cautiverio a la intemperie,
durante 24-48 h, en un pequefio recinto (debidamente aislado y ventilado), con
pasto, hojarasca, alimento y agua hasta ser utilizados. Todos los animales
utilizados fueron mantenidos y tratados para aliviar su sufrimiento, de acuerdo a

las recomendaciones de la Guide for Care and Use of Laboratory Animals (2011).

Figura 3.1: Imagen satelital de los sitios de recoleccion de especimenes
adultos de R. arenarum. Las flechas rojas indican los sitios de recoleccion (Lago
Mari Menuco: -38.611016S, -68.4684700; Lago Barreales: -38.509980S, -
64.9604980) de los ejemplares utilizados en la tesis.
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3.1.2 Material quimico
Los plaguicidas organofosforados utilizados, metilazinfos y clorpirifés (MAZ y

CLP; 99% pureza) fueron comprados a Chem Service (West Chester, PA, USA). El
cloruro de dansilo 1,7-diamino heptano, espermina, putrescina, N?!-
acetilespermina, luminol, HRP y la albimina de suero bovino fueron comprados a
Sigma (St. Louis, MO, USA). Los dNTPs, Kit de PCR (Taq Polimerasa, Buffer 10X
y MgCl2), marcador de peso molecular de acidos nucleicos, el kit PURO ADN
CLEAN UP vy el kit Puro Gel Extraction fueron comprados a Productos Bio-logicos
(PB-L, Quilmes, Buenos Aires, Argentina). El Quick-Zol fue comprado a Kalium
Technologies (Bernal, Buenos Aires, Argentina). El clorpirifés radioactivo C'* fue
provisto por la International Atomic Energy Agency (IAEA), Viena. Los cebadores,
oligo-dt fueron encargados a Macrogen (Geumcheon-gu, Seoul, Republica de
Korea) y Tecnolab (Buenos Aires, Argentina). El kit de gPCR (iQ™ SYBR®
GREEN SUPERMIX) fue comprado a Bio-Rad (California, USA). El Kit de
retrotranscripcion Revert Aid® (Retrotranscriptasa, buffer de reaccién 5X), RNA
Later®, DNAsa kit (DNAsa, Solucion stop y Buffer de reaccién) fueron comprados
a Thermo Fisher Scientific. Todos los demas reactivos utilizados fueron de grado

analitico.

3.2 Métodos

3.2.1 Fertilizacién in vitro de embriones de Rhinella arenarum
Se realizaron tres experimentos a partir de ovulaciones independientes para

cada parametro a analizar, utilizando parejas distintas de sapos adultos. Las
hembras fueron aclimatadas durante 24 h a 20-23°C. Su ovulacién se indujo por
inyeccion intraperitoneal de 2500 Ul de gonadotrofina coriénica humana. Alrededor
de 12-17 h después de la inyeccion se produjo la ovulacion de las hembras, con la
ayuda de masajes abdominales para estimular la liberacion de los ovocitos. La
fertilizacion in vitro de los ovocitos fue realizada pincelando a los mismos con un

macerado de testiculos de macho (Figura 3.2) (Ferrari et al. 2008).
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Figura 3.2: Ovulacion de R. arenarum. Se observa un ejemplar de hembra
adulta en proceso de ovulacion, la flecha sefiala la cloaca llena de ovocitos (A). En
B se observan las ristras de ovocitos fecundados, colocados en bandejas de vidrio
con medio de anfibios Ringer.

3.2.2 Preparacion y control de soluciones estandar de metilazinfos y
clorpirifos

Se prepararon soluciones estandar de MAZ de 18 gL'y de CLP de 1 g L.
Los insecticidas fueron pesados y disueltos en un volumen apropiado de acetona
calidad pro-analisis de residuos de plaguicidas. Las concentraciones de las
soluciones estandar fueron controladas por cromatografia gaseosa acoplada a un

detector nitrégeno-fosforo (GC-NPD).

3.2.3 Exposicion a plaguicidas organofosforados
Se llevaron a cabo dos tipos de exposiciones: por un lado, se realizaron

exposiciones cronicas para estudios bioguimicos y moleculares; y por otro, se
realizaron exposiciones agudas para estudios moleculares y de toxicocinética.
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3.2.3.1 Exposiciones cronicas con embriones:
Los embriones obtenidos fueron expuestos desde fertilizacién en grupos de

entre 400 y 800 individuos en bandejas de vidrio, y hasta desarrollo embrionario
completo (Del Conte y Sirlin, 1952). Se realizaron exposiciones a diferentes
concentraciones de plaguicidas organofosforados, en una relacion de 1
embriéon/mL de medio de Ringer de anfibios. Para ello se utilizé6 un esquema
semiestatico, de acuerdo con la metodologia habitual del laboratorio para estudios
toxicol6gicos con embriones, con renovacion de medio cada 48 h, en un régimen
de 12 h de luz-12 h de oscuridad y a una temperatura controlada de 20 + 2°C. Los
embriones fueron expuestos a dos concentraciones subletales de metilazinfos de
0,5mg Lty 2mgL? (siendo 40 y 10 veces mas bajas, respectivamente, que la
LC50-96 h para embriones); y una concentracion letal de 9 mg L (2 veces mas
baja que la LC50-96 h para embriones) (Anguiano et al, 2002; Ferrari et al, 2004).
Ademas, se realizaron exposiciones a dos concentraciones subletales de 0,5 mg
Lty 1 mg L de clorpirifés (siendo 40 y 20 veces mas bajas que la LC50-96 h)
(Sotomayor et al, 2012). En cada ensayo se colocaron ademas bandejas con
embriones no expuestos como controles, con una concentracion final de 0,3% de
acetona. Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado en cada
experimento. Las soluciones de trabajo se prepararon diluyendo la solucion
estandar concentrada del principio activo preparada en acetona y controlada por
GC-NPD, en un volumen apropiado de solucién Ringer de anfibios (0,65 g L*
NaCl; 0,01 g L* KCI; 0,02 g L* CaCl) (Figura 3.3). Tanto el material de
laboratorio utilizado durante los experimentos como el medio liquido que contenia
el plaguicida fueron adecuadamente descontaminados por hidrolisis basica con
una solucion diluida de NaOH técnico, y luego el material de vidrio fue sonicado en

agua con detergente alcalino (Extran®, Merck).

3.2.3.2 Exposiciones agudas con larvas:
Para estudios moleculares de qPCR y RNA-Seq se realizaron exposiciones

agudas de larvas de R. arenarum a 24 h. Para los estudios con gPCR se
realizaron exposiciones a concentraciones subletales de CLP y MAZ (0,5 mg Lty
1 mg L1), mientras que para los estudios de RNA-Seq se realizaron exposiciones
a05mgL?'de MAZy 0,1 mg Lt CLP. En ambos casos se utilizaron larvas a 10

dias de alcanzado el estadio de OC. Las exposiciones se realizaron nuevamente
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en bandejas de vidrio manteniendo la relacion 1 larva/10mL, conteniendo las
diferentes concentraciones de los plaguicidas, por duplicado. Se tomaron 5-10
larvas por bandeja a diferentes tiempos: 6, 12 y 24 h para los estudios con qPCR;
y 6 y 24 h para los estudios de RNA-Seq. Ademas, se mantuvo una poblacién

control con medio Ringer y acetona al 0,3%.

Figura 3.3: Exposiciones a plaguicidas OF. En la imagen se observan las
distintas exposiciones realizadas a MAZ y CLP en sus diferentes concentraciones.
Los embriones fueron colocados en bandejas de vidrio con medio Ringer.

3.2.4 Toma de muestras y almacenamiento
En el caso de las exposiciones crénicas se evalu6 el desarrollo embrionario

en todos los tratamientos y los estadios fueron asignados de acuerdo con Del
Conte y Sirlin (1952). Se monitore6 la mortalidad y los individuos muertos fueron
removidos. El criterio de mortalidad utilizado fue la ausencia de latido cardiaco y/o
de circulacion sanguinea en branquias y aleta caudal en embriones tardios que ya
hubieran superado el estadio de latido cardiaco. En embriones en estadios
previos, se consideraron muertos aquellos individuos que se detuvieron en su
desarrollo y no progresaron al estadio embrionario siguiente. Ademas, se
monitorearon las alteraciones morfoldgicas utilizando una lupa estereoscopica con
aumentos del 4X al 40X, realizando un registro fotografico de las principales
alteraciones encontradas.

Las muestras de embriones control y expuestos a ambos OF fueron
colectadas en tres estadios embrionarios diferentes: brote caudal, (BC), boca

abierta (BA) y opérculo completo (OC) (Figura 3.4). Cada muestra comprendio un
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total de 50 embriones en el estadio de BC o de 25 en estadio de BA 'y OC para los
estudios bioquimicos, mientras que para los analisis moleculares se almacenaron
10 individuos por muestra para cada estadio embrionario y 5 individuos para el
estadio larval. Todos los embriones muestreados fueron lavados tres veces con
solucién Ringer fria, colocados en tubos de 1,5 mL y guardados en freezer a -20
°C hasta ser procesados. Oportunamente se indica, para cada ensayo realizado,
en qué solucion buffer fueron guardadas las muestras y como se retomo el

protocolo de procesamiento.

Figura 3.4: Estadios embrionarios en los que se tomaron muestras. Se
observan los estadios embrionarios en los cuales se tomaron las muestras para
estudiar los diferentes pardmetros analizados en la tesis: A) Brote caudal; B) Boca
abierta; C) Opérculo completo.

3.2.5 Estudios bioquimicos
3.2.5.1 Estudios del metabolismo de poliaminas:

Para estos estudios se utilizaron embriones en estadio de BC, BA y OC,
expuestos a MAZ y CLP. Se midi6 la actividad de APAO, DAO y SMOX, enzimas
de degradacién oxidativa de poliaminas, de acuerdo con la técnica de Goodwin et
al. (2011), con modificaciones. Dicha técnica se basa en el acoplamiento de la
produccion de H202 por SMOX, APAO o DAO con la generacion de
qguimioluminiscencia como consecuencia de la oxidacion del luminol, catalizada

por la peroxidasa del rdbano (HRP). Las muestras fueron homogeneizadas en 1
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mL de buffer fosfato de potasio 143 mM pH 7,5, con 6,3 mM de EDTA-Na2 (buffer
PIK). Los homogenados fueron centrifugados a 10000 x g durante 20 minutos a
4°C. El sobrenadante resultante fue utilizado como fuente enzimatica. Como buffer
de reaccion se utilizé Tris-HCI 100 mM, pH 8. Ademas, se utilizaron luminol 0,25
mM, peroxidasa de rdbano (HRP, 0,5 U) y el sustrato correspondiente para medir
cada una de las actividades enzimaticas. Para medir la actividad de SMOX se
utilizé espermina 1,5 mM; para APAO se utilizé6 1,5 mM de N!-acetilespermina; y
para DAO se usoO 1,5 mM de putrescina. La cuantificacion de la luminiscencia en
tiempo real y determinacion de la actividad se llevdé a cabo con un

espectrofotometro de fluorescencia (AEx= 0; AEm= 500).

3.2.5.2 Niveles de poliaminas libres y conjugadas
Se utilizé la técnica de Schenkel et al. (1996) para determinar los niveles

endogenos de poliaminas en embriones de R. arenarum. Para ello, las muestras
fueron guardadas en 1 ml de buffer PIK a -20°C. Luego de homogenizarlas, se
agrego a cada tubo acido perclérico 1 N en cantidad suficiente para alcanzar una
concentracion final de 0,2 N y se mezclé por agitacion. Las muestras se colocaron
durante 60 min en bafo de hielo y fueron centrifugadas a 3000 x g durante 10
minutos, sin necesidad de refrigeracion. El sobrenadante, conteniendo poliaminas
libres, fue derivatizado con 20 mg mL ! de cloruro de dansilo. A fin de determinar
la concentracion de poliaminas libres, los derivados secos se volvieron a disolver
en 200 pl de acetonitrilo antes de ser inyectados en un HPLC en fase reversa
utilizando acetonitrilo puro como solvente para la separacion de las poliaminas
dansiladas. Las poliaminas libres fueron cuantificadas por fluorometria con una A
de excitacion de 342 nm y una A de emision de 512 nm (Cochon et al. 2002) con
un detector de fluorescencia. Las muestras fueron eluidas con un gradiente lineal a
partir de acetonitrilo 40% en agua hasta acetonitrilo 100% a una tasa de 1 mL min -
1, Para medir las poliaminas conjugadas, los extractos con acido perclérico fueron
mezclados con HCI 12 N (1:1), seguido de incubacion a 70°C durante 24 h para
lograr la hidrolisis acida. Las muestras se dejaron secar hasta evaporacion
completa. El residuo remanente fue disuelto en HCIOs4 al 5% y se realizdé la
derivatizacion con cloruro de dansilo como se describié anteriormente. Se utilizo
una columna LUNA® de fase reversa, de 250 mm x 4 mm, 5 um de tamafio de
particula (Phenomenex, CA, USA). Se utilizé 1,7-diamina heptano como estandar
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interno de calibracion de las muestras.

3.2.6 Estudios moleculares

3.2.6.1 Uso de los datos obtenidos por secuenciacion masiva del
transcriptoma de Rhinella arenarum

Las larvas utilizadas en la exposicion aguda, mencionada en la seccion
3.2.3.2, fueron utilizadas para realizar un experimento de secuenciacion masiva
del transcriptoma de R. arenarum. Se tomaron muestras a las 6 y 24 h y luego
fueron guardadas en RNA Later® a -20°C hasta su utilizacién y procesamiento. A
partir de este estudio se obtuvieron las secuencias de referencia de la totalidad del
ARNmM expresado en R. arenarum. Las secuencias de referencia obtenidas fueron
asignadas y anotadas con su correspondiente gen, trabajo realizado por el Dr.
Danilo Ceschin (Investigador Asistente de CONICET). Las secuencias se
encuentran disponibles en http://rhinella.uncoma.edu.ar/.

3.2.6.2 Depuracién de secuencias anotadas en el transcriptomamediante
herramientas bioinformaticas

A partir de los transcriptomas de R. arenarum para los diferentes
tratamientos, se analizaron minerias de datos para evaluar las exposiciones

diferenciales de transcriptos de interés de acuerdo a los objetivos de esta tesis.

Debido a que se obtuvieron mas de dos constructos para cada transcripto de
interés (Tabla 3.1), las secuencias obtenidas mediante RNA-seq debieron ser
controladas y depuradas con el uso de distintas herramientas bioinforméaticas,

disponibles online en https://www.ncbi.nim.nih.gov/.
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Tabla 3.1: Numero de transcriptos obtenidos mediante RNA-seq para cada

gen de interés.

CAT 23
oDC 6
SoD 43
GR 8
GST-Pi 6
NRF2 2
c-JUN 4
JNK 2
c-FOS 12
APAO 2
DAO 3
AMD1(SAMDC) 2
SMOX 2

Las herramientas utilizadas fueron:

ORF FINDER (Open Reading Frame, ORF): Es una herramienta encargada
de buscar marcos de lectura abiertos en la secuencia de ADN que se inserta. El
programa arroja el rango de cada ORF, junto con su traduccién en amino&cidos.
Es muy dutil para encontrar secuencias nuevas para potenciales segmentos
codificadores de proteinas, verificando la proteina predicha mediante el uso de
SMART BLAST y BLASTP. Se tomaron en este caso los valores por defecto,
donde la herramienta considera unicamente los sitios “ATG” como puntos de inicio
del codén y el largo minimo de los ORF de 75 nt (nucleétidos).

Acceso a ORF Finder a través de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

SMART BLAST: se encarga de procesar la secuencia proteica para presentar
un resumen conciso de las 5 mejores coincidencias, tomando como referencia las
secuencias descriptas de diferentes especies cargadas en las bases de datos de
BLAST, que incluye los proteomas de 27 genomas.

Acceso a SMART BLAST a través de:
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https://blast.nchi.nim.nih.gov/smartblast/smartBlast.cqi?CMD=Web&PAGE TYPE=

BlastDocs

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): se encarga de encontrar
regiones de similitud entre secuencias biolégicas. El programa puede comparar
tanto nucledtidos (blastn), como proteinas (blastp), como asi también traducir las
secuencias nucleotidicas a proteina (blastx) para luego buscar secuencias con
similitud. Las comparaciones se realizan contra diferentes bases de datos y se
calcula la significancia estadistica.

Acceso a BLAST a través de: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

3.2.6.3 Disefio de cebadores especificos
Una vez depuradas las secuencias, se disefiaron cebadores para amplificar

las regiones de interés y secuenciarlas a fin de obtener una corroboracion
fehaciente de las mismas. Se obtuvieron resultados positivos en algunos
constructos. Por esta razén, a la hora de disefiar los cebadores para las
secuencias seleccionadas, se tuvieron en cuenta tanto los resultados de la
herramienta Primer3 como del PrimerBLAST. Se disefiaron cebadores para los
siguientes genes: AMD1 (SAMDC), ODC, APAO, DAO, SMOX, SOD, c-JUN, GST-
Pi, NRF2, c-FOS, JNK, GR (GSH en la Tabla 3.2) y CAT (Tabla 3.2).

46


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi?CMD=Web&amp;PAGE_TYPE=BlastDocs
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Metodologia de trabaio

Tabla 3.2: Cebadores disefiados para secuenciar y corroborar el
transcriptoma.

Cebador Secuencia FOS_R_RA ACTCCTGGGTTCCGGGATAA
ODC_F_RA CTGGTAGGTCGAAACGCTCA GSH_F_RA CCCATTTTGATAGCGACGGC
ODC_R_RA ACTTTCCAGTTGACTCCGGC GSH_R_RA GGCAGAGCACTTTTGACACC
PAO_F_RA AGGGCCATCTGCTCTTTCAC GSTPI_F_RA CACCAGGTTGTAGTCGGCAA
PAO_R_RA CGTGGACGAGGCTTGTAACT GSTPI_R_RA GGCAGCCCTCATAGACATGG
DAO_F_RA GAGGGCCTATTGGAGACGTG SOD_F_RA GTCCAGTTGGGGCTCTTACC
DAO_R_RA AATGCAGTGGACGACCTGTT SOD_R_RA TGTGCTGOTACAGCAGTARAC

SMOX_F_RA TCCTTCCTGGAGAACCCCTTT NRF2_F_RA AGAAGGAATTGTACCCGCCG
SMOX_R_RA TGTGGTACGAAAACGCGTCA NRF2R_RA T T T
AMD1_F_RA ATGAGGCCAAGACCGTCAAC TUNF_RA e
AMD1_R_RA CGTTGAACTGAGCGAACTGG TR T

CAT_F_RA ACCAGAGAGATGGGTTCAG =

CAT_R_RA TGCCAGTTTGTCCAGTTCAG INK_F_RA TIACTECTRCTCACTCITIG

FOS_F_RA AGCATCGCTATGGGTCACAG JNK_R_RA CGATCTGGAGTTTGTTCCT

3.2.6.4 Extraccion de ARN total
Por un lado, se utiliz6 ARN de higado de especimenes adultos de R.

arenarum y de larvas control en estadio n° 25, con el objetivo de evaluar la
utilidad de los cebadores disefiados para corroborar las secuencias obtenidas a
partir del transcriptoma. Por un lado, para verificar la utilidad de los cebadores
especificos disefiados para el analisis de la expresién mediante qPCR (ver seccion
3.2.7.9), el ARN se extrajo a partir de larvas en estadio n° 25 expuestas a OF y
larvas control. Para las muestras de higado se procedié a colocar 800 pL de
Quick-Zol® por cada 100 mg de tejido y se guardaron a -20°C hasta su utilizacion;
mientras que a las muestras de larvas en estadio n° 25 se adicionaron 150 pL de
RNA Later® por cada 5 larvas y se guardaron a -20°C hasta su utilizacion. En
todos los casos se procedié con el mismo protocolo de purificacién. En un primer
paso se procedi6 a extraer todo el Quick-Zol® o RNA Later®. Luego, las muestras
fueron homogeneizadas de forma manual, con homogeneizador de teflon y
nitrogeno liquido, manteniéndolas en bafio de nitrogeno. Luego se agregaron 2 mL
de buffer de lisis (CTAB 2%, PVP 2%, Tris-HCI| 100 mM pH 8, EDTA 25 mM pH 8,
NaCl 2 M, Espermidina 0,5 g L, beta-mercaptoetanol 2%) precalentado a 70°C en
bafio termo-estabilizado, en cada muestra homogenizada. Se tomaron 700 pl y se
colocaron en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Se incubaron a 70°C durante 10 min
en bafo termo-estabilizado, vortexeando cada 2-3 min. Luego se agregaron 600
ML de cloroformo a cada muestra y se agitaron (con vortex) y se centrifugaron las

muestras a 20000 x g durante 15 min a 4°C. La fase acuosa
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obtenida fue trasvasada a un nuevo tubo de 1,5 mL y se agregaron 250 pL de
etanol absoluto. Luego se agitaron las muestras en vortex durante 10 segundos y
se procedi6 a pasar cada mezcla por una columna de purificacion ADN (Puro ADN
CLEAN UP). Las muestras fueron nuevamente centrifugadas a 20000 x g durante
1 min a temperatura ambiente. Se descart6 el liquido y se realizaron 2 lavados con
500 pL de etanol 80%, mediante utilizacion de la columna y centrifugacién durante
2 minutos a 20000 x g, a temperatura ambiente. Al finalizar el segundo lavado se
descarto el liquido obtenido y se dejo secar la columna a temperatura ambiente
durante 1 min, para luego eluir cada muestra en 30 pL de agua libre de RNAsas.
Para determinar la pureza del ARN extraido se realizé una dilucién de 5 pL
de ARN en 995 uL de agua, para leer las absorbancias a 260 nm (ARN) y a 280
nm (proteinas y ADN). Aquellas muestras cuya relacién 260/280 fue >1,70 fueron
utilizadas para las siguientes etapas. La concentraciéon de ARN en cada muestra

se calculo con la siguiente formula:

[ARN] (g pL 1) = (Abs 260 x 33 x factor de dilucién) /1000

Los ARN purificados y disueltos en agua libre de RNAsas fueron

conservados a -20°C hasta su utilizacion.

3.2.6.5 Verificacion de la integridad del ARN purificado
Para verificar la integridad del ARN extraido se sembraron 2 yL de cada

muestra en un gel de agarosa al 1%, preparada con buffer TAE 1X (partiendo del
buffer TAE 50X: Tris HCI 13,3 mM pH 7,7, 6,67 mM acido acético glacial y 0,33
mM EDTA). Para la siembra se utilizaron 2 puL de cada muestra, diluidas en 2 pL
de GelRed® y 4 pL de buffer de siembra comercial al 10X. Se realizd la
electroforesis en una cuba horizontal (multiSub Horizontal Gel System, Cleaver
Scientific) con buffer TAE 1X como buffer de corrida, durante 30 min a 100 V. La
visualizacion se llevé a cabo en un transiluminador UV (MaestroGen® Slider
Imager). EI ARN se consider¢ integro al visualizarse las bandas correspondientes
a los ARN ribosomales 18S y 28S.
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3.2.6.6 Retrotranscripcion a ADNc (ADN copia)
Luego de la obtencién del ARN de muestras de higado de especimenes

adultos y de larvas en estadio n° 25 no expuestas, se procedio a la obtencion del
ADN copia. Se utilizaron 5 pL (5 pg) de cada muestra, a las cuales se agregaron 2
pL de cebadores oligo-dT (18) a una concentracion 10 uM y 7,5 pL de agua libre
de RNAsas. Se colocé en un termociclador durante 5 min a 65°C y luego, las
muestras fueron colocadas durante 2 min en hielo. A cada tubo se agregaron 2 pL
de dNTPs 2 mM, 4 pL de Buffer 5X 'y 0,5 U de la enzima retrotranscriptasa. Luego,
las muestras fueron llevadas a termociclador durante 1 h a 42°C.

3.2.6.7 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
A continuacién, se procedio a la preparacion de la mezcla de reaccion de

PCR para amplificar los genes de interés, utilizando tubos de 0,2 mL autoclavados
dos veces. La mezcla de reaccion estuvo compuesta por: 2 uL de Buffer 10X (Kit
Tag Polimerasa, PBL), 2 uL de MgCl 50 mM, 2 uL de dNTPs 2 mM, 0,6 uL de
cada cebador 10 pM, 1 U de enzima polimerasa Taq (Kit Taq Polimerasa PBL) y
agua libre de RNAsas hasta completar un volumen de 18 pL. De cada muestra de
ADNCc, se tomaron 2 pL y se colocaron en los tubos conteniendo 18 pL de la
mezcla de reaccion de PCR (Tabla 3.3). Se utilizé un ciclado estandar para cada
par de cebadores, utilizando la temperatura de hibridacién adecuada en cada

caso.
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Tabla 3.3: Mezcla de reaccion de PCR.

3.2.6.8 Verificacién del transcriptoma mediante secuenciacién
Los productos de PCR fueron sembrados en un gel de agarosa al 2%,

seguido de electroforesis en cuba horizontal y visualizados mediante
transiluminador UV. Aquellos productos cuya concentracién fue mayor o igual a 5
ng/uL fueron cortados del gel y purificados mediante el Kit PURO GEL
EXTRACTION segun indicaciones del fabricante. Finalmente, las muestras
purificadas se enviaron a Macrogen para ser secuenciadas, junto con 20 pL de
cada cebador (20 ng pL 1) correspondiente.

3.2.6.9 Cuantificacién de los niveles de expresion de los genes de interés por
RT-qPCR

3.2.6.9.1 Disefio de cebadores especificos
Las secuencias positivas obtenidas en la seccién anterior se utilizaron para el

disefio de cebadores especificos para la técnica de qPCR (Tabla 3.4). Como gen
endogeno se eligi6 Beta Actina (B-ACT), cuyos cebadores fueron obtenidos a
partir de la bibliografia (Amé et al. 2009) y se utilizaron para secuenciar el producto
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de PCR obtenido. Una vez obtenida la secuencia de B-ACT, se disefiaron los

cebadores especificos para qPCR sobre dicha secuencia.

Tabla 3.4: Secuencias de los cebadores disefiados para el estudio de la
expresion mediante qPCR en R. arenarum

FOSF ACCACCTACACCACCTCGTTTGTC
FOSR ACTGCTCGTTGCTGCTGCTTC
APAO F CTGGAAACTGCTCACCATCTTCAC
APAOR AAGGGCTACCAAGCTCTACTAGAC
ODCF TCCGTAGACACCATCGTTGAC
ODCR TGTTGCTTCAGCCTTCAC
B_ACTF GCTGTGCTGTCCCTGTATG
B_ACTR CAAGTCCAGACGCAGGATG

DAO F CTGCTGCTCCATCACTTG

DAOR CTCTGCCAGGGTCGTAATAG
SMOX F TCCTTCCTTCCTGGAGAAC

SMOX R GAGGCTGAAACTGGCTATG

SRM F AAGACTCTGTTCCCTGTGGTAG
SRMR ATGCTGCCCGATGAATGTTG
SAMDC F ACCAGACCATCAGGAATACC
SAMDC R CATGCGTCCCATGCAATAAG

SOD F GCAACGCCATCTTTGGAGG

SOD R GCACTATCAACGGGCTGAC

3.2.6.9.2 Tratamiento con DNAsa
De las muestras de larvas expuestas a OF y larvas control, se utilizaron entre

5y 8 ug de ARN purificado para realizar el tratamiento con DNAsas. En cada
muestra se colocé 1,2 uL de DNAsa y 1,2 ul de Buffer (DNAsa kit), seguido de
incubacion en termociclador Eppendorf durante 60 min a 37°C. Una vez finalizada
la incubacion, se adiciond 1,2 pL de solucion stop y se llevd nuevamente a
termociclador durante 10 min a 65°C. Las muestras fueron conservadas a -20

°C hasta ser utilizadas.
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3.2.6.9.3 Puesta a punto de cebadores especificos para qPCR
Para cada experimento se utiliz6 ADNc obtenido con el protocolo

mencionado anteriormente. La mezcla de reaccion se prepard con las siguientes
concentraciones finales de los reactivos en 20 pL de reaccion: iQ™ SYBR®
GREEN SUPERMIX (BIORAD) 1x, par de cebadores 0,3 uM, ADNc 5 uL de cada
dilucién correspondiente y H20 hasta volumen final. El ciclado incluyé una
desnaturalizacion inicial a 95°C de 10 min, 40 ciclos con una desnaturalizacion a
95°C de 40 segundos, hibridacion o annealing a 58°C de 40 segundos y la
extension a 60°C de 40 segundos. Por dltimo, se realizd una curva de disociacion
0 melting agregando un paso de 15 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 1
minuto de hibridaciéon o annealing a 58°C y luego se llevdé nuevamente a 95°C con
incrementos escalonados de temperatura de 0,3°C y medida de sefial en cada
uno. El equipo utilizado fue el MasterCycler® Realplex (Eppendorf). Cada punto de
la curva se midié por triplicado. La ecuacion de la recta, la eficiencia de los

cebadores y el AACt se determinaron con el software del equipo.

3.3 Anélisis de datos
Se realizaron tres experimentos independientes de exposicion a MAZ y CLP.

A partir de estos se determinaron las actividades de enzimas degradativas de
poliaminas y los niveles de poliaminas libres. Dentro de cada uno, los diferentes
tratamientos se realizaron por duplicado. Se analizaron diferencias entre
experimentos para la respuesta de cada parametro. Se calcul6 la Media + Error
Estandar de la Media (ESM) para cada estadio embrionario y para cada actividad
enzimatica (n=6). Las diferencias entre tratamientos fueron analizadas por ANOVA
factorial y/o de una via para cada parametro medido en los diferentes estadios
embrionarios. Se utilizé el Test de Fisher de Menor Diferencia Significativa (LSD;
least significant difference) como analisis post hoc a fin de evaluar las diferencias
estadisticas entre embriones control y embriones expuestos a MAZ y CLP en cada
estadio de desarrollo, y entre embriones control en diferentes estadios de
desarrollo. La influencia de los diferentes pardmetros bioquimicos en la
variabilidad de respuesta frente a los tratamientos con MAZ y CLP, y las posibles
correlaciones entre ellos, fueron evaluadas por Andlisis de Componentes
Principales (ACP), utilizando el programa NTSYS. Como insumos para el ACP se

utilizaron resultados obtenidos en este trabajo, junto con datos aportados por
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investigaciones previas del grupo de investigacion (Ferrari et al. 2009; Lascano et
al. 2011; Liendro et al. 2015; Sotomayor et al. 2015).

Para el analisis de los niveles de expresion obtenidos mediante RNA-Seq se
utilizaron medidas no paramétricas, como el test de medianas y Kruskal-Wallis (K-

W).

En la Figura 3.5 Se muestra un esquema donde se resumen la metodologia

de trabajo desde la induccion de la ovulacion hasta la toma de muestras.
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Figura 3.5: Metodologia de trabajo. En el esquema se puede ver de color azul la
metodologia empleada para las exposiciones crénicas de embriones, las
concentraciones ensayadas Yy los estadios embrionarios utilizados. Mientras que
en color naranja se observa la metodologia utilizada para las exposiciones agudas
con larvas (estadio de OC a 10 dias).
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3.4 Estudio complementario: estimacion de la toxicocinética de CLP
Con el fin de evaluar cuanto se absorbe y metaboliza del CLP en las

exposiciones semiestaticas, se realizaron ensayos para determinar la
toxicocinética de CLP, como informacion adicional a los objetivos de la tesis y
habida cuenta de la disponibilidad del compuesto marcado radiactivamente en el
laboratorio. Para ello, se realizaron exposiciones a CLP marcado radiactivamente
con “C, en los carbonos 2 y 6 (25000 dpm mL ). Se utilizaron larvas a 10 dias de
alcanzado el estadio de opérculo completo (n° 25 de Del Conte y Sirlin). Las larvas
fueron mantenidas en bandejas de vidrio con medio Ringer, en una relacion 1
larva/10mL, conteniendo ademdas el CLP marcado radiactivamente con 4C. Se
tomaron muestras de 1 mL de medio y 1 larva entera por duplicado a diferentes
tiempos: 0, 6, 12, 24 y 48 h y se colocaron en un vial de centelleo con 3 mL de
liquido de centelleo para luego ser procesadas y medidas mediante centelleo
liquido.

A partir de los datos obtenidos en el medio (w) y en las larvas (l), se
procedieron a realizar ajustes de diferentes modelos de absorcion-metabolizacion-
excrecion derivados de mecanismos toxicocinéticos desarrollados en el laboratorio
(Venturino et al, 1998; Venturino et al, 2001; Venturino et al, 2001). Luego de
realizar ajustes por Regresion No Lineal de los diferentes modelos a los datos, se
seleccionaron mediante el criterio de mejor bondad de ajuste de Akaike (1973), las

siguientes ecuaciones a fin de estimar los parametros cinéticos:

Para el medio
Tw= MWO*(exp(-k1*t)+PwEq*(1-exp(-k2*t))

Para la larva

TI =MWO*(1-exp(-k1*t)+PwWEQq*(exp(-k2*t)-1)

Donde:

“‘w" representa el compartimiento agua;

“I” es el compartimento larva;

“T” es la variable dependiente medida que representa el total de compuestos
radiactivos (principio activo mas metabolitos) en cada compartimento;

“M” representa la radiactividad debida a CLP;

“P” representa la radiactividad en los productos resultantes del metabolismo
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de CLP;
“0” es la condicién inicial para CLP;
“‘EqQ” es la condicion de equilibrio final entre compartimentos para los

productos;

De ello resultan los siguientes parametros a ajustar:

“MWO” es la radioactividad inicial del CLP, presente solamente en el agua;

“‘PwEQ” es la radiactividad de los productos en el equilibrio, una vez que todo
el CLP es metabolizado;

‘k1” es la constante de primer orden para la remocion de CLP del
compartimiento agua u absorcion por las larvas;

‘k2” es la constante de primer orden global para todos los procesos de

metabolizacion de CLP en las larvas y su excrecion al medio.

Los valores obtenidos de cada parametro para el medio fueron:
MWO= 25407+ 818 dpm
PWEQ = 19679 + 1128 dpm
kl1=0,311+ 0,053 h-1
k2 =0,0757 £ 0,0145 h-1

Mientras que para la larva fueron:
MWO= 24246 dpm
PWEQ =17413 + 1732 dpm
k1=0,387 £0,124 h-1
k2 = 0,129 £+ 0,050 h-1

A partir de estos resultados, podemos estimar por diferencia entre MWO y
PwWE(Q, que el equilibrio medio estimado de productos en las larvas es de 6000
dpm. Ademas, sabiendo que el tiempo medio t¥2 = In2 / k, el tiempo medio de
absorcion calculado para CLP a partir de las k1 es de alrededor de 2 h, mientras
gue el tiempo medio de metabolizacion aparente oscila entre las 5 y las 9 horas
(Figura 3.4).

Estos resultados estarian indicando que, de acuerdo al tiempo medio

ajustado y al cabo de 24 h, so6lo una diezmilésima parte de la concentracion
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original de CLP permanece en el medio, o sea que el CLP seria totalmente
absorbido y metabolizado en aproximadamente 24 h.

Lamentablemente, no fue posible realizar un nuevo experimento
toxicocinético en el cual estaba previsto separar al CLP principio activo y los
metabolitos radiactivos previamente a su cuantificacion por centelleo liquido, por
no disponer de suficiente CLP radiactivo. Este experimento permitiria corroborar
los pardmetros estimados, y a su vez determinar si en 24 h se produce algun

grado de bioacumulacién de CLP en tejidos grasos de las larvas.
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Figura 3.6: Contenido de CLP y metabolitos marcados en el medio y en
larvas de R. arenarum, expuestas a CLP-“C.
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Resultados

4.1 Efectos toxicoldgicos y teratogénicos de MAZy CLP
De acuerdo con lo previsto en los disefios experimentales empleados para

estudiar efectos subletales de ambos insecticidas organofosforados, no se

observé mortalidad a ninguna de las concentraciones utilizadas.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los indices de
malformaciones entre los embriones expuestos a MAZ y CLP, con respecto a los
embriones utilizados como control, ni tampoco se observaron alteraciones en los

comportamientos de los embriones tratados.

4.2 Metabolismo oxidativo de poliaminas
4.2.1 Oxidasas de poliaminas en embriones expuestos a MAZy CLP

4.2.1.1 Actividad de las oxidasas de poliaminas en embriones expuestos a
MAZ

4.2.1.1.1 Diamina oxidasa (DAO)
En los embriones control se pudo ver un incremento en la actividad

enzimética de DAO, desde BC hasta BA, seguido de una disminucion en OC,
observandose los valores de 1,10+0,07; 2,23+0,16 y 1,40+0,12 nmol mint mg
proteina™* en BC, BA y OC. La actividad especifica de DAO se vio afectada frente
a la exposiciébn con MAZ. Se observdé un aumento significativo en la actividad
enzimética en el estadio de BC en todos los tratamientos a los cuales fueron
expuestos los embriones (Figura 4.1), con un maximo de un 62% de aumento para
la concentracion mas baja de MAZ (p<0,01), con respecto a los controles. En los
estadios de BA y OC no se observaron diferencias significativas al comparar la

actividad de DAO en embriones expuestos a MAZ con sus controles respectivos.
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Figura 4.1: Efecto de MAZ en la actividad de DAO en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes con tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos representan
las diferencias significativas entre los embriones expuestos y su correspondiente
control (* p < 0,05; ** p < 0,01); letras diferentes indican diferencias significativas
en los valores control a lo largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinados
mediante ANOVA y el test de Fisher LSD.

4.2.1.1.2 Ni-acetilpoliamina oxidasa (APAQ)
Se pudo ver en los embriones control un incremento de la actividad desde

BC hasta BA y luego una disminucion en OC, mostrando valores de 0,80+0,08;

2,19+0,08 y 1,10+0,14 nmol min't mg proteina™, respectivamente.

La exposicion a MAZ no altero significativamente la actividad de APAO
durante el desarrollo embrionario, a ninguna de las concentraciones testeadas
(Figura 4.2).
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Figure 4.2: Efecto de MAZ en la actividad de APAO en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes, con sus tratamientos por duplicado (n = 6). No se observan
diferencias significativas entre los tratamientos y sus controles respectivos (p >
0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas en los valores control a lo
largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinado por ANOVA vy test de
Fisher LSD.

4.2.1.1.3 Espermina oxidasa (SMOX)
Los embriones control mostraron un patrén similar a las demas enzimas,

observandose un incremento de la actividad desde BC hasta BA y luego una
disminucién en OC. Para estos embriones los valores fueron 1,46+0,04; 6,02+0,14

y 3,53+0,25 nmol min't mg proteinat, respectivamente.

Los embriones expuestos a 0,5 mg L* de MAZ mostraron un aumento del
33% en la actividad de SMOX en el estadio de BA (p<0,01), con respecto a los
controles (Figura 4.3). No se encontraron diferencias significativas en la actividad
de SMOX en los estadios de BC y OC de los embriones expuestos a MAZ,

respecto de los controles.
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Figure 4.3. Efecto de MAZ en la actividad de SMOX en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes, con sus tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos indican
las diferencias significativas entre los tratamientos y sus controles respectivos (* p
< 0,05); las letras diferentes indican diferencias significativas en los valores control
a lo largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinado por ANOVA y test de
Fisher LSD.

4.2.1.2 Actividad de las oxidasas de poliaminas en embriones expuestos a
CLP

4.2.1.2.1 Diamina oxidasa (DAQO)
Para los embriones controles se observaron valores de 5,06+0,39; 7,49+0,80

y 3,25+0,53 en los estadios de BC, BA y OC, respectivamente. Se observaron
diferencias significativas entre los valores control de DAO para los tres estadios

embrionarios.

No se observaron diferencias significativas entre los controles y los
embriones expuestos a CLP en los estadios de BC y OC. En el estadio de BA, la
exposicion a CLP indujo una disminucién significativa de la actividad de DAO en
embriones expuestos a 0,5 mg L* (31%; p<0,05) (Figura 4.4), mientras que en los
embriones expuestos a 1 mg L' de CLP se observé una tendencia hacia la
disminucién de la actividad de DAO (25%; p = 0,068), con respecto a los controles.
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Figura 4.4: Efecto de CLP en la actividad de DAO en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes con tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos representan
las diferencias significativas entre los embriones expuestos y su correspondiente
control (* p < 0,05); letras diferentes indican diferencias significativas en los valores
control a lo largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinados mediante
ANOVA y el test de Fisher LSD.

4.2.1.2.2 Nl-acetilpoliamino oxidasa (APAO)
Para los embriones control se observaron los valores de 3,27+0,21;

5,02+0,32 y 4,49+0,67 en los estadios de BC, BA 'y OC, respectivamente.

En los embriones en el estadio de BC expuestos a 1 mg L de CLP se
produjo un aumento de 2,7 veces (p<0,05) en la actividad de APAO, con respecto
al control (Figura 4.5). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en
los estadios de BA 'y OC.
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Figure 4.5: Efecto de CLP en la actividad de APAO en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes, con sus tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos indican
las diferencias significativas entre los tratamientos y sus controles respectivos (* p
< 0,05), determinado por ANOVA y test de Fisher LSD. No se observaron
diferencias significativas en la actividad de APAO entre embriones control a lo
largo del desarrollo embrionario.

4.2.1.2.3 Espermina oxidasa (SMOX)
En los embriones control se observaron los valores de 4,39+0,54; 5,41+0,48

y 3,35+0,34 en los estadios de BC, BAy OC.

La exposicion a CLP no causo efectos significativos en la actividad de SMOX
en los estadios de BC y OC. Mientras que, en embriones en BA expuestos a 0,5
mg Lt CLP (p<0,05), se observé una disminuciéon del 25% en la actividad de

SMOX, con respecto al control (Figura 4.6).
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Figure 4.6: Efecto de CLP en la actividad de SMOX en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes, con sus tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos indican
las diferencias significativas entre los tratamientos y sus controles respectivos (* p
< 0,05); letras diferentes indican diferencias significativas en los valores control a
lo largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinado por ANOVA vy test de
Fisher LSD.

4.3 Niveles de poliaminas libres y conjugadas

4.3.1 Concentraciéon de poliaminas libres en embriones control de R.
arenarum

La concentracion de Putrescina (Put) entre los embriones control de R.
arenarum fue similar en los estadios de BC y BA, y se observd una disminucion
significativa en el estadio de OC. Los valores de los controles fueron 26,37+1,92;
24,30+2,22 y 8,48+1,40 nmol ug proteina' en los estadios de BC, BA y OC,
respectivamente. Put fue la poliamina detectada en mayor concentracion.

La concentracion de Spd no mostré variaciébn a lo largo del desarrollo
embrionario en los embriones control (valor de la media de 7,60+0,18 nmol g
proteina?).

Por otra parte, los niveles de Spm aumentaron entre los estadios de BC y
BA (0,31+0,02 y 0,4+0,01 nmol ug proteina?, respectivamente) para luego
disminuir en el estadio de OC (0,25+0,02 nmol ug proteina).
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4.3.2 Concentraciéon de poliaminas libres en embriones expuestos a MAZ

4.3.2.1 Putrescina (Put)
Los embriones en estadio de BA expuestos a 2 mg Lt de MAZ mostraron un

aumento del 46% en la concentracion de Put (p <0,05), con respecto al control.
Asimismo, se observd un aumento del 53% en la concentracion de Put (p < 0,05)

en embriones en OC expuestos a 9 mg L de MAZ (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Efecto de MAZ en la concentracion de Put en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes con tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos representan
las diferencias significativas entre los embriones expuestos y sus controles
respectivos (* p < 0,05); letras diferentes indican diferencias significativas en los
valores control a lo largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinado
mediante ANOVA y el test LSD de Fisher.

65



Resultados

4.3.2.2 Espermidina (Spd)
Espermidina fue la (nica poliamina cuya concentracion no se Vio

significativamente afectada por la exposicion a MAZ (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Efecto de MAZ en la concentracion de Spd en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes con tratamientos por duplicado (n = 6). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas

4.3.2.3 Espermina (Spm)
La concentracién de espermina libre se vio aumentada en un 48% en los

embriones expuestos a 2 mg L en estadio de BA (p < 0,05) (Figura 4.9). No

observandose efectos significativos antes en BV, o posteriormente en OC.
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Figura 4.9: Efecto de MAZ en la concentracion de Spm en embriones de R.
arenarum. Los datos representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes con tratamientos por duplicado (n = 6). Los asteriscos representan
las diferencias significativas entre los embriones expuestos y sus controles
respectivos (* p < 0,05); letras diferentes indican diferencias significativas en los
valores control a lo largo del desarrollo embrionario (p < 0,01), determinado
mediante ANOVA y el test LSD de Fisher.

4.3.3 Concentracion de poliaminas libres en embriones expuestos a CLP
No se observaron diferencias significativas en los niveles de Put, Spm y Spd

durante el desarrollo de embriones de R. arenarum expuestos al organofosforado
CLP (Tabla 4.1). Sin embargo, se observé una tendencia al aumento en los
embriones expuestos a 0,5 mg L? de CLP, en comparacién al control, en la
mayoria de los casos, y en otros para 1 mg Lt CLP.
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Tabla 4.1: Contenido de poliaminas libres (nmol ug proteina') en embriones
de Rhinella arenarum expuestos a CLP. Los valores estan expresados como la
media + error estandar. No se observan diferencias significativas.

OmgL!CLP
0.5mgL*CLP
1mgL!CLP

OmgL*CLP
0.5mgLICLP
1mgLICLP

0mg L*CLP
0.5mg LL CLP
1mgLICLP

BC
23,77+2,87
26,73+0,99
27,22+0,83

BC
6,71+0,90
7,42+0,20
7,5510,24

BC
0,31+0,05
0,43+0,16
0,31+0,04

4.3.4 Poliaminas conjugadas

La concentracion de poliaminas conjugadas estuvo por debajo de los niveles

de deteccion para la técnica empleada, en todas las muestras.

PUTRESCINA

BA
21,66+3,52
25,85+3,19
23,52+2,79

ESPERMIDINA

BA
8,13+0,69
9,08+0,45
8,87+1,12

ESPERMINA

BA
0,35+0,03
0,36%0,04
0,41+0,05

4.4 Analisis de componentes principales (ACP)

Se llevo a cabo teniendo en cuentas datos previos publicados por el grupo de
trabajo, con el fin de analizar la relacion existente entre el metabolismo oxidativo
de poliaminas, enzimas blanco de la accién de plaguicidas organofosforados y las
enzimas de estrés oxidativo. Este analisis involucr6 datos obtenidos para
acetilcolinesterasa (AChE) como marcador

organofosforados, catalasa (CAT), glutation S- transferasa (GST) y glutation

de exposicion a plaguicidas

reducido (GSH) en embriones y larvas expuestas a

Resultados

oC
10,42+1,36
13,20+0,40
8,59+0,35

oC
6,96+1,23
8,78+0,84
5,63+0,16

oC
0,36+0,06
0,42+0,08
0,32+0,03
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MAZ y CLP (Ferrari et al., 2009; Lascano et al.,, 2011; Liendro et al, 2015;
Sotomayor et al., 2015). El analisis en general sobre las respuestas de las
enzimas metabolizantes de poliaminas y los niveles presentados en el estudio,
junto con el metabolismo oxidativo, indicé una separacion bien definida de las
etapas embrionarias de R. arenarum en la primera componente C1, como se

muestra en el plano de proyeccion (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Andlisis de componentes principales realizado en embriones de
R. arenarum en los estadios de BC y OC. Do6nde: AChE es acetilcolinesterasa;
OC es opérculo completo; CLP es clorpirifés; APAO es N!-acetilpoliamino oxidasa;
BC es brote caudal;, MAZ es metilazinfos; GSH es glutation reducido; GST es
glutation s-transferasa, SMOX es espermina oxidasa y CAT es catalasa.

Los embriones en BC fueron posicionados por sus elevados niveles de Puty
las actividades de DAO y SMOX, mientras que los embriones en OC fueron
asociados con los niveles de espermina y las enzimas blanco y detoxificantes
AChE, CAT y GST, en el sector opuesto. A su vez, los embriones en OC
mostraron una segregacion sustancial en la segunda componente C2
determinada por los diferentes tratamientos. En vista de la importancia de los
estadios embrionarios en la variabilidad de las respuestas, se realizaron analisis
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de componentes principales para los estadios de BC y OC por separado (Figuras
4.11y4.12).

En el estadio de BC, el primer componente C1 explica el 54,6% de la
respuesta. Las variables que méas contribuyeron fueron espermina, DAO, CAT y
GST en una direccion y APAO y SMOX en la direccion opuesta. El segundo
componente C2 explica el 45,4% de la respuesta, asociado con las variables Put,
espermidina, APAO, AChE y GSH (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Analisis de Componentes Principales realizado en embriones de
R. arenarum en el estadio de BC. Las variables usadas incluyen: contenido de
poliaminas, actividad de enzimas oxidativas de poliaminas, parametros de estrés
oxidativo y actividad de acetilcolinesterasa (AChE). Donde: CLP es clorpirifgs;
APAO es N!-acetilpoliamino oxidasa; BC es brote caudal; MAZ es metilazinfos; Put
es putrescina; Spd es espermidina; Spm es espermina; DAO es diamino oxidasa;
GSH es glutation reducido; GST es glutation s-transferasa, SMOX es espermina
oxidasa y CAT es catalasa.
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Los niveles de poliaminas se correlacionaron positivamente entre ellos y con
la actividad de DAO (Tabla 4.2). APAO y SMOX se correlacionaron positivamente
con AChE y GSH, y negativamente con las enzimas antioxidantes CAT y GST,
mostrandose en direcciones opuestas en el plano del ACP. Los tratamientos con
MAZ y CLP en embriones de BC se ubicaron en lados opuestos del eje C1. La
exposicion a MAZ se asocio con el elevado nivel de poliaminas y las actividades
de DAO y GST, mientras que los tratamientos con CLP fueron relacionados con el
aumento de las actividades de APAO, SMOX y AChE, y los elevados niveles de
GSH. Los embriones control se separaron de ambos tratamientos y se proyectaron

a lo largo del eje C2.

Tabla 4.2.: Matriz de correlacion para embriones de R. arenarum en estadio
de BC. Se muestra la matriz de correlacion entre los niveles de poliaminas,
enzimas de degradacion oxidativa de poliaminas, parametros oxidativos y
actividad de colinesterasa en embriones de Rhinella arenarum en el estadio de
BC. Las correlaciones significativas se muestran en negrita (p<0,05).

Parametros  Put Spd  Spm DAO APAO SMOX CheE CAT GST GSH
Put 1

Spd 099 1

Spm 090 094 1

DAO 095 098 0,99 1

APAO 0118 0058 -027 -0,15 1

SMOX 024 -036 -064 -054 0,91 1

ChE 056 046 014 026 091 0,67 1

CAT 0035 015 047 036 -098 -098 -081 1

GST 054 064 086 079 -073 -094 -039 086 1
GSH 064 055 024 036 087 059 099 -074 -029 1

En embriones en el estadio de OC, el 78,2% de la variabilidad en la
respuesta fue explicada por el componente C1, separando las variables Put,
espermidina, espermina, DAO y APAO en direccion opuesta a AChE, GST, GSH y
CAT. El 21,8% restante de la respuesta fue explicado por C2, asociado con las

actividades de SMOX y DAO ubicadas en direcciones opuestas (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Anélisis de Componentes Principales realizado en embriones de
R. arenarum en el estadio de OC. Las variables usadas incluyen: contenido de
poliaminas, actividad de enzimas oxidativas de poliaminas, parametros de estrés
oxidativo y actividad de acetilcolinesterasa (ChE). Dénde: DAO es diamino
oxidasa; Spm es espermina; GSH es glutation reducido; CAT es catalasa; Put es
putrescina, Spd es espermidina; GST es glutation s-transferasa y CLP es
clorpirifés; APAO es N!-acetilpoliamino oxidasa; OC es opérculo completo; y MAZ
es metilazinfos.

La actividad de AChE y los parametros antioxidantes se correlacionaron
negativamente con los niveles de poliaminas y el metabolismo oxidativo de
poliaminas (Tabla 4.3). La Unica excepciéon fue SMOX, que mostré una correlacion
positiva con CAT y GSH, y una correlacion negativa con APAO y DAO. De
acuerdo a la proyeccion de los tratamientos en el plano, la exposicion a CLP en
embriones en estadio de OC se encuentra claramente asociado al metabolismo
oxidativo de poliaminas, mediante las actividades de APAO y DAO, y el aumento
en los niveles de poliaminas y las bajas actividades de las enzimas antioxidantes,
GSH y AChE. Los embriones expuestos a MAZ en estadio de OC se vieron

asociados con un aumento en la actividad de SMOX y una disminucién de DAO.
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Tabla 4.3: Matriz de correlacién para embriones de R. arenarum en estadio de
OC. Se observa la correlacion entre los niveles de poliaminas, enzimas de
degradacion oxidativa de poliaminas, pardmetros oxidativos y actividad de
colinesterasa en embriones de Rhinella arenarum en el estadio de OC. Las
correlaciones significativas se muestran resaltadas en negrita (p<0,05).

Parametros Put Spd Spm DAO APAO SMOX CheE CAT GST GSH
Put 1

Spd 098 1

Spm 082 091 1

DAO 023 041 075 1

APAO 069 081 098 0,86 1

SMOX 020 001 -04 -09 -056 1

ChE 0,87 -094 -099 -068 -096 0,31 1

CAT 067 -079 -097 -08 -099 059 095 1

GST 099 -098 -083 -026 -071 -017 088 069 1

GSH 0,78 -088 -099 -0,79 -099 045 099 099 08 1

4.5 Estudios moleculares

4.5.1 Verificaciéon de la integridad del ARN purificado
Mediante la técnica de extraccibn mencionada 3.2.7.4, se logré obtener ARN

a partir de higado de machos adultos, de embriones y de larvas de R. arenarum
(Figuras 4.13 y 4.14). Este ARN fue cuantificado mediante espectrofotometria,

corroborando absorbancias a 260 y 280 nm.

500 pb

Figura 4.13: ARN purificado a partir de higado de adultos de R. arenarum. Se
observa una fotografia representativa de un gel de agarosa 2% obtenido mediante
electroforesis. Se observan muestras de ARN purificado (calles 3-7) de higado de
especimenes adultos de R. arenarum. El marcador de peso molecular se observa
en la calle 1. En el recuadro de la izquierda se marca el tamafio de la banda mas
brillante (500 pb).
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Figura 4.14: ARN purificado a partir de embriones y larvas de R. arenarum Se
observa una fotografia representativa de un gel de agarosa al 2% obtenido
mediante electroforesis. En las calles 2-6 se observan ARN purificados de
embriones de R. arenarum expuestos a MAZ. En las calles 7-12 se observan ARN
purificados de larvas de R. arenarum expuestas a CLP. El marcador de peso
molecular se observa en la calle 1.

4.5.2 Disefo de cebadores para secuenciacion y verificacion de la PCR

4.5.2.1 Depuracién de secuencias anotadas en el transcriptoma, parael
disefio de cebadores especificos

Al realizar la busqueda de los marcos abiertos de lectura para cada uno de
los transcriptos, se obtuvieron fragmentos de diferentes tamafios en cada uno de
los transcriptos anotados. Por esta razén, se seleccionaron para analizar
Unicamente aquellos cuya longitud fuera mayor a 100 nt. Cada uno de los ORFs
arrojados por ORF FINDER fue corroborado primero por SMART BLAST Yy luego
por blastx y blastp. En la mayoria de los casos no se obtuvieron resultados
significativos, por lo cual se consideraron aquellos fragmentos mas grandes y que
dieran resultados significativos con las tres herramientas de BLAST. Es decir, se
seleccionaron los fragmentos que correspondian a los genes/proteinas de interés
con una identidad mayor al 70% contra especies filogenéticamente relacionadas a
R. arenarum. En la tabla 4.4 se puede ver el total de transcriptos obtenidos para

cada geny los transcriptos confirmados por las herramientas de Blast.
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Tabla 4.4 Total de transcriptos confirmados. Se detalla el numero de
transcriptos anotados para cada gen y el niamero de transcriptos confirmados
mediante Blast.

CAT 23 6
obcC 6 1
SOD 43 6
GR 8 3
GST-Pi 6 2
NRF2 2 2
c-JUN 4 3
INK 2 1
c-FOS 12 3
APAO 2 2
DAO 3 1
AMD1(SAMDC) 2 1
SMOX 2 1
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Las secuencias que cumplieron con dichas condiciones fueron utilizadas para
el disefio de cebadores, mediante Primer3 y PrimerBlast. Se disefiaron cebadores
para los genes: c-fos, c-jun, nrf2 (factores de transcripcion), jnk (cascadas de
fosforilacién), gr, cat, sod (enzimas antioxidantes), gst (enzima detoxificante) y
odc, samdc, apao, dao y smox (via de poliaminas). Se eligieron los cebadores con
las mejores caracteristicas y que se ubicaron dentro de los marcos abiertos de
lectura seleccionados. De esta forma, se pudieron disefiar cebadores para
SAMDC y GST_pi (Figura 4.15), SOD y JUN (Figura 4.16), DAO y SMOX (Figura
4.17), SRM y ODC (Figura 4.18), CAT y FOS (Figura 4.19), GR y NRF2 (Figura
4.20) y JNK (Figura 4.21). En el caso de CAT, ODC y FOS no se obtuvieron
cebadores de calidad, por lo cual se seleccionaron los que daban mejor

amplificacion, aunque su longitud excediera la del ORF seleccionado.
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Figura 4.15: Disefio de cebadores para SAMDC y GST-pi. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST
(A), ORF FINDER (B) y la ubicacion del cebador elegido (C) (PrimerBLAST).
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Cu-Zn_Superoxi

DOMAIN: C inc superoxide di: (SOD)

Q copper/zine superoxide dismutase 1

superoxide dismutase

Your query: unnamed protein product

L1’
L]
superoxide dismutase =]
L]
=]

superoxide dismutase

ORFs found: 7 ‘Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only
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J U N transcription factor AP-1 = |
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Primer 1 BB~
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Figura 4.16: Disefio de cebadores para SOD y JUN. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A),
ORF FINDER (B) y la ubicacién del cebador elegido (C) (PrimerBLAST).
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A DOMAINS: and other(s) domains
spermine oxidase
Your query: unnamed protein product

=
spermine oxidase isoform 1 . ________________________________mm |
spermine oxidase isoform & 1
. _________________________________mm |
|

S IVI OX spermine oxidase isoform b

spermine oxidase isoform a
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e
Cu_amine_oxid

DOMAIN: Copper amine oxidase, enzyme domain
‘ \ primary amine oxidase isoform X1

Copper amine oxidase family protein

[—— |
[——
amiloride-sensitive amine oxidase L_____________________________________________|
|
|

DAO amiloride-sensitive amine oxidase s]

Your query: unnamed protein product
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Query_1: 1..3.3K (3,323 nt)

Figura 4.17: Disefio de cebadores para SMOX y DAO. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF FINDER (B) y
la ubicacién del cebador elegido (C) (PrimerBLAST).
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DOMAINS: and other(s) domains
A spermidine synthase e
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S R M Your query: unnamed protein product
spermidine synthase |
spermidine synthase L
o =1+ | And ~| & | QE A Tools ~ | ¥ Tracks +  #, Download = & 7~
B ! 100 200 |00 |400 |sea 500 |00 |900 LK 1100 11,200 11,300 1400 1,500 |LE00 1,709

(U) ORrFfinder_10.24.121559823

I ORFZe T ORF1E
orF1 I

Nl ORF11 ORF3 BT ORF14 T T ORFY
BRI ORF19 ORFS ORF1E IR ORFIS ORF4.
ORF&

ORF2
|1.300

1 |1e@ |20@ |00 |408 |0 580 L1080 |1.200 |L488 |LEe8 1709

1: 1..1.7K (1,709 nt) racks shown: 2/14 |

0 2 Query_1- | Find:

M R=R-—JE-NT A Tools ~ | ¥ Tracks +

& 7 |
1,705

ox

.................................................. - = L __|l.600 1709

Query_1: 1..1.7K (1,709 nt) racks shown: 2/11

DOMAIN: Type lll Pyridoxal 5-phosphate (PLP)-Dependent Enzyme © . PLPOE o0
ornithine decarboxylase SPE1 — S |
O D C A putative ornithine decarboxylase Spe1 [— s
ornithine decarboxylase |  mmeeaaaaa|
Your query: unnamed protein product
omithine decarboxylase isoform 1 =]
ORFs found: 22 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only omithine decarboxylase o G —|
S B1-| A v iam Q -
B |108 |28 |2e8 |428 e |ee8 |7ee 1K |t.1e8 |L2ee  |L386  [L4ee  |L598  [1E@@ L7808 (1808|1988  [2K |2188 2,233
(U) ORFfinder 10.24.12340423 | (NN ] ox
> ______| ORF1 I

orF11 I ORF21
orFs IR oRFS = :
——— ——
ORI ‘-"R‘S T orfis I ORF20 ORF13
OR:::lz ORF7 ORFE I oRFio|
—C— i1
U.BB jZBB 138 148 jS-BB jﬁ@ J7B Ja |l.lBB |LZBB |L3BB |LQBB | 1,508 | 1,600 | 1,700 | 1,800

ses 2K [2100 22334

/7 # Tracks shown: 2/15 |

C 1:1.2.2K (2,232 nt)

| ) S qQuery 1+ | Find:

Primer pairs for job c2iNffl13VENrfmSwD15dDhVzbx8GbHIZ
i B
Priner 1 B

fee  [eps  |s@e 468 |see  [see  [7ee i |Liee  zee  p3ee  [14ee  |1See  jeee  [L7es  [1e0@ o0e |2k |etes 2233
Query_1: 1..2.2K (2,232 nt)

4 ‘ Tracks shown: 2/12 |

Figura 4.18: Disefio de cebadores para SRM y ODC. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF
FINDER (B) y la ubicacion del cebador elegido (C) (PrimerBLAST).
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DOMAIN: Catalase-like heme-binding proteins and protein domains catalase_tike
A Your query: unnamed protein product, partial

catalase I I
catalase [ L m]

CAT catalase [ ]
Catalase [ 1
catalase [ T |

ORFs found: 3 ‘Genetic code: 1 Start codon: "ATG"
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Figura 4.19: Disefio de cebadores para CAT y FOS. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF

FINDER (B) y la ubicacion del cebador elegido (C) (PrimerBLAST).
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Figura 4.20: Disefio de cebadores para GR y NRF2. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF
FINDER (B) y la ubicacién del cebador elegido (C) (PrimerBLAST).
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En el caso de los transcriptos para JNK (Figura 4.20), no se obtuvieron
buenos resultados en BLAST (blasx, blasp y SMART BLAST). Sin embargo, se
decidio continuar con el disefio del par de cebadores para testear las secuencias.

A acyl-coenzyme A thioesterase 11-like n |

hypothetical protein BK124_30745 o
INK Your query: unnamed protein product
hCG2041272 oo
hypothetical protein 1 ]
hypothetical protein EGK_15063 = |
ORFs found: 1 Genetic code: 1 Start codon: 'ATG' only
B S1+ | Find: v a Q@ % X A Tools» | £ Tracks» ¥, Download »
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]
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Figura 4.21: Disefio de cebadores para JNK. Se observan los resultados
arrojados por SMART BLAST (A), ORF FINDER (B) y la ubicacién del cebador
elegido (C) (PrimerBLAST).

4.5.2.2 Verificacion de los cebadores disefiados mediante PCR a punto final
La puesta a punto de la técnica de PCR para cada par de cebadores se logro

en una reaccion de volumen final de 20 pL, con una concentracion de 6 mM de
MgClz2, 50 uM de dNTPs, 5 pmol de cada cebador y 0,5 U de la enzima Taq
Polimerasa (PB-L). Para la puesta a punto se utilizO ARN de higado de macho
adulto y ARN de larvas de R. arenarum.

En las figuras 4.22-4.26 se observan las amplificaciones positivas obtenidas
y cuyos productos fueron enviados a secuenciar. Todas las muestras fueron
verificadas mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y visualizacién en
transiluminador UV. En cada caso, se utilizaron muestras de ADNc obtenidas
mediante purificacion de ARN de higado de ejemplares adultos de R. arenarum,

seguido de retrotranscripcion.
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2000 pb
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500 pb

100 pb
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—4 ¥ ¥ T L 3

Figura 4.22: Amplificacion de los transcriptos de ODC y B-ACT1. Se observa
la amplificacion de dos fragmentos de 500 pb (B-ACT) y de 800 pb (ODC). Calle 1:
marcador de Peso Molecular. Calles 2-4: muestras de higado de adulto de R.
arenarum amplificadas con los cebadores de B-ACT,; Calles 5-7: muestras de
higado de adulto amplificadas con los cebadores de ODC.

2000 pb
1500 pb

500 pb

100 pb

Figura 4.23: Amplificacion de los transcriptos de JUN, APAO, B-ACT y CAT.
Calle 1: control negativo; calle2: fragmento de 200pb correspondiente a la
amplificacion del transcripto de c¢-JUN; calle 3: fragmento de 700 pb
correspondiente a la amplificacién del transcripto de APAO, calles 4 y 5:
fragmentos de 500 pb correspondiente al gen control, B-ACT; calle 6: fragmento
de 300 pb correspondiente a la amplificacion del transcripto de CAT, calle7:
Marcador de Peso Molecular.
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2000 pb
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100 pb

Figura 4.24: Amplificacion de los transcriptos de NRF2 y SOD. Calle 1: control
negativo; calles 2 y 3: fragmentos de 600pb correspondientes a la amplificacién del
transcripto de NRF2; calles 4 y 5: fragmentos de 500 pb correspondientes a la
amplificacion del transcripto de SOD; calle 6: Marcador de Peso Molecular de 100
pb.
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1500 pb

500 pb

100 pb

Figura 4.25: Amplificacién de los transcriptos de JUN, DAO y GST-pi. Calle 1:
Marcador de peso molecular; calles 2 y 3: fragmentos de 200pb correspondientes
a la amplificacion del transcripto de GST-pi; calles 5: fragmentos de
aproximadamente 700 pb correspondiente a la amplificacion del transcripto de c-
JUN; calle 6: fragmento de aproximadamente 700 pb, correspondiente a la
amplificacion del transcripto de DAO.
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2000 pb
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100 pb

Figura 4.26: Amplificacién de los transcriptos de SAMDC y JUN. Calle 1:
fragmento de 500 pb, correspondiente a la amplificacion del transcripto de
SAMDC,; calle 2: muestra sin amplificar; calle 3: fragmento de aproximadamente
700 pb, correspondiente a la amplificacion del transcripto de c-JUN; calle 4:
Marcador de peso molecular.

4.5.2.3 Verificacion de los productos de PCR mediante secuenciacion
Debido a que no se pudieron amplificar todos los genes de interés a partir de

los cebadores disefiados, se realizaron dos grupos de secuenciaciones. En el
primer grupo se pudo obtener las secuencias de B-ACT, ODC, c-FOS, c-JUN,
GST-pi, CAT, APAO, SOD y NRF2. Sobre esas secuencias se realizaron dos
controles: un alineamiento contra el transcripto inicialmente utilizado para disefiar
el par de cebadores, y un alineamiento en BLAST. El alineamiento entre los
transcriptos y cada una de las secuencias obtenidas mediante secuenciacién se
realiz6 con una version gratuita del programa Geneious Prime. Los controles
fueron hechos con el fin de corroborar que la secuencia amplificada fuera la
seleccionada inicialmente, considerando que la informacion inicial proviene del
transcriptoma ensamblado de novo y no de un genoma de referencia. En el caso
de B-ACT solamente se realizé un alineamiento en BLAST, obteniendo como
resultado una similitud del 80% con beta actina de diversas especies.

En los casos de APAO, c-FOS y ODC se pudo corroborar que la region
amplificada se correspondia tanto con el transcripto inicial (Figura 4.27), como con

el gen de interés en las bases de datos. Ademas, se pudo comprobar que la

86



Resultados

region en donde coinciden ambas secuencias (aquella obtenida por secuenciacién
y aguella obtenida desde el transcriptoma) se corresponde con los ORFs

seleccionados, para los tres genes.

1. APAO SECUENCIACION 1 N

' 2. TRANSCRIPTO
1 2 4 € 820 1.180
1. FOS SECUENCIACION HHE—
' 2. TRANSCRIPTO
1 2 4 6 800 880 1.000 1.150
+ 1. ODC SECUENCIACION HHE—

+ 2. TRANSCRIPTO -

Figura 4.27: APAO, c-FOS y ODC. Se observan los resultados del alineamiento
entre la regidn secuenciada y el transcripto originalmente utilizado. Los nimeros
en azul marcan la regién con identidad del 100%.

En el caso de CAT, la secuencia obtenida no se corresponde con el
transcripto inicialmente utilizado (Figura 4.28) y en el alineamiento con BLAST

tampoco se obtuvieron resultados positivos.

1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 569
& 1. CAT SECUENCIACION 00 B 1 0 A
# 2. TRANSCRIPTO Ju NI RyEm NImINER AR

Figura 4.28: CAT. Se observan los resultados obtenidos del alineamiento entre la
secuencia del transcripto de CAT utilizado para el disefio de cebadores y la
secuencia obtenida mediante secuenciacion. No hay regiones de similitud entre
ambas secuencias.

Las secuencias obtenidas para GST-pi, SOD, NRF2 y c-JUN no coincidieron
en las bases de datos para los genes buscados. Al realizar los alineamientos
contra el transcripto original, se puede ver que no hay coincidencia en regiones

bien conservadas, sino que solamente coinciden fragmentos entre
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ambas secuencias (Figura 4.29), y ninguna se corresponde con el ORF elegido en

cada uno de los transcriptos.

1 : 600 800
* 1. NRF2 SECUENCIACI... HHHHHHHH -

* 2. TRANSCRIPTO
1 200 300 400 500 800 840
+ 1. SOD SECUENCIACION [F T & _IRTY BT IREL 1]
+ 2. TRANSCRIPTO - - —
1 400 800 400 1,503
+ 1. JUN SECUENCIACION - I - S
+ 2. TRANSCRIPTO N - - - - H
1 200 400 600 80O 1,200 1,40 2,00 2.2 375
1. GST-pi SECUENCIACION 1 B .

2. TRANSCRIPTO

Figura 4.29: NRF2, SOD, c-JUN, GST-pi. Se observan los alineamientos entre
ambas secuencias, donde solamente coinciden en fragmentos poco conservados.

En el segundo grupo se disefiaron cebadores para c-JUN, DAO, GST-pi y
SAMDC. Para las secuencias de c-JUN y DAO se pudo comprobar que la region
amplificada se corresponde con la region seleccionada del transcripto original
(Figura 4.30), y que el alineamiento en BLAST arroja resultados positivos para
cada caso. Sin embargo, en el caso de las secuencias obtenidas para GST-pi y
SAMDC se puede observar que no hay coincidencia en regiones bien
conservadas, sino en pequefios fragmentos (Figura 4.31). Al realizar el
alineamiento en BLAST, no se encuentran resultados estadisticamente

significativos.

1. DAO SECUENCIACION
2. TRANSCRIPTO

* 1. ¢-JUN SECUENCIACION
+ 2. TRANSCRIPTO

Figura 4.30: DAO y c-JUN. Se observan los resultados del alineamiento entre la
region secuenciada y el transcripto originalmente utilizado. Los nimeros en azul
marcan la region con identidad del 100%.
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I

1. SAMDC SECUENCIACION [ e [
2. TRANSCRIPTO [
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1.000 1,20‘1'

+ 1. GST-pi SECUENCIACI... - - I
+ 2. TRANSCRIPTO - S |
I

Figura 4.31: SAMDC, GST-pi. Se observan los alineamientos entre ambas
secuencias, donde solamente coinciden en fragmentos poco conservados

4.5.3 Verificacion del tratamiento con DNAsas
En el caso de las muestras utilizadas para gqPCR, se realizé en primera

instancia una verificacion del tratamiento con DNAsas. Este proceso de
verificacion se llevé a cabo con los cebadores de B-ACT para cada una de las
muestras utilizadas. Para ello se utilizaron como molde los ARN purificados sin
tratamiento, ARN con tratamiento y ADNc obtenido a partir del ARN tratado con

DNAsas. En la figura 4.32 se observa una fotografia representativa del proceso.

2000 pb
1500 pb

500 pb

100 pb

Figura 4.32: Verificacion del tratamiento con DNAsa. Se observan muestras de
ARN de larvas en estadio n°25 (Del Conte y Sirlin) expuestas y no expuestas a
CLP, amplificadas con los cebadores de Beta actina. En las calles 2, 5, 8 y 11 se
encuentran las muestras de ARN sin tratamiento con DNAsa; en las calles 3, 6,9y
12 se encuentran las mismas muestras de ARN, pero tratadas con DNAsa; y en
las calles 4, 7, 10 y 13 se hallan las mismas muestras, pero como ADNc. El
marcador de peso molecular se observa en la calle 1, donde la banda mas brillante
indica el peso de 500 pb.
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4.5.4 Validacion de cebadores para PCR en Tiempo Real (gPCR), rango
dinamico y eficiencia de los mismos

Con el fin de validar los cebadores disefiados para gPCR, se realizaron
curvas de estandarizacion partiendo de una dilucion inicial 1/5, la cual representa
la minima concentracion que evita la inhibicion de la Taq polimerasa presente en
la mix (Kit iQ™ SYBR® GREEN SUPERMIX). Se realizaron diversas qPCR
utilizando los juegos de cebadores indicados en la Tabla 3.2. EI ADNc se diluyo
1/5 para generar el ADNc molde para el primer punto de la curva. A partir de este
se generaron los moldes de los demas puntos de la curva. Cada punto de la curva
se midio por triplicado para disminuir el error y aumentar la precision. No se pudo
calcular el rango dindmico para los cebadores de c-FOS, APAO, ODC, SMOX,
SRM y DAO debido a que todas las curvas, en todos los casos ensayados,
comenzaron en el orden de los 28-33 ct. Al utilizarse ADNc para la estandarizacion
y debido a que las amplificaciones comenzaron en puntos muy tardios, no se logré
obtener curvas para ninguno de los cebadores mencionados (Figura 4.33). Con el
fin de poder mejorar las condiciones, se realizaron dos series de pruebas. Por un
lado, se probaron ciclos de pre-amplificacion con 5, 10 y 20 ciclos, mediante PCR
punto final. Por otro lado, se adicion6 DMSO al 5% final al ADNc (Simonovi¢ et al.,
2012). Dichos productos luego fueron utilizados como molde, a partir del cual se
realizaron nuevamente diluciones seriadas. Sin embargo, en dichos ensayos se
obtuvieron curvas erréticas, curvas de disociacion o melting ineficientes y una

eficiencia y R? por fuera de los limites permitidos (Figura 4.34).
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Figura 4.33: Curvas de estandarizacion de gqPCR. Se observan las curvas
obtenidas para APAO (A1) y ODC (B1) con sus respectivas curvas de disociacion
0 melting (A2 y B2, respectivamente).
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Figura 4.34: Pruebas para aumentar la eficiencia de los cebadores. Se
observan las curvas obtenidas para APAO (Al) y ODC (B1l) con pre-
amplificaciones de 5, 10 y 20 ciclos, con sus respectivas curvas de disociacion (A2
y B2, respectivamente). En C1 se observa la amplificacion de APAO con adicion
de DMSO al 5% final y su respectiva curva de disociacion en C2.
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En el caso de los cebadores para SAMDC, B-ACT y SOD se pudieron
realizar curvas de estandarizacion y calculo de los RD (Rangos dinamicos)

(Figuras 4.35-4.37).
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Figura 4.35: Curva de estandarizaciéon de B-ACT. Se observa la curva obtenida
para los cebadores de B-ACT y su curva de disociacion respectiva, obtenidas
mediante amplificacion de muestras de ADNc de larvas control.
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Figura 4.36: Curva de estandarizacion de SOD. Se observa la curva de
estandarizacion obtenida para los cebadores de SOD y su curva de disociacion
correspondiente.
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Figura 4.37. Curva de estandarizacion de SAMDC. Se observa la curva de
estandarizacion obtenida para los cebadores de SAMDC, con su curva de
disociacion correspondiente.

Con el fin de realizar una cuantificacion relativa sobre la expresion de los
genes de SOD y SAMDC, utilizando como genes de referencia B-ACT y L8, se
utilizé el ensayo de exposicion aguda mencionado en la seccion 3.2.3.2, con
muestras de larvas en estadio n°25, expuestas a concentraciones subletales de
CLP (0,5mg Lty 1 mg L1y larvas control. El gen L8 (proteina ribosomal L-8) fue
seleccionado en base a los genes de referencia mas utilizados en X. laevis
(Sindelka et al. 2006), mientras que el gen B-ACT fue seleccionado debido a su
amplio uso como gen de referencia en diversos tipos de muestras y condiciones
(Amé et al., 2009). Se realizaron pruebas con dos réplicas biologicas. Sin
embargo, los resultados arrojaron una amplia diferencia entre las réplicas, tanto en
cantidades como en el tipo de comportamiento de los genes respecto a los
tratamientos. Por esta razon, se muestran unicamente los resultados obtenidos del
primer lote. Esta seleccion fue realizada en base a los cambios observables para
los 4 transcriptos, que presentan un comportamiento mas homogéneo en las

muestras del lote 1. Seria necesario realizar mas experimentos para aumentar el

94



Resultados

namero de réplicas y asi poder determinar con mayor certeza la expresion de los
genes mencionados (Figura 4.38).

Por otra parte, se pudo observar que B-ACT no posee una expresion estable
para ser utilizada como gen de referencia, por lo cual son necesarios futuros
analisis para determinar cuéles deberian ser los genes de referencia a utilizar en
R. arenarum. En el caso de L8 se pudo observar una mayor estabilidad en su
expresion, por lo cual se utiliz6 como gen de referencia para estas muestras.

Como puede verse en la figura 4.37, tanto B-ACT como SAMDC y SOD
tienden a aumentar su expresion en las muestras expuestas a 0,5 mg L de CLP
durante 12 h, para luego disminuir abruptamente a las 24 h, con respecto a las
muestras control. En las muestras expuestas a 1 mg L*! se puede ver una
tendencia al aumento continuo en la expresion de B-ACT y SAMDC, a lo largo del
tiempo de exposicion, mientras que SOD tiende a permanecer sin cambios en las

muestras expuestas a lo largo de la exposicién aguda.
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Figura 4.38: qPCR de B-ACT, SOD y SAMDC. Se observan los valores
calculados de AACt para cada uno de los genes, relativizados al gen de referencia
L8. A: Beta actina; B: SOD; y C: SAMDC. Se observan las muestras de larvas
control y las larvas expuestas a CLP 0,5y 1 mg L.
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455 Anédlisis de la expresion mediante RNA-Seq
Mediante la secuenciacion masiva del transcriptoma de R. arenarum se pudo

obtener una cuantificaciéon relativa de los genes de interés para este trabajo de
tesis, lo que permitié evaluar su expresion diferencial. Las lecturas obtenidas
fueron normalizadas mediante el método TMM (Trimmed Mean of M-values). Este
es un método simple y efectivo para estimar los niveles relativos de los
transcriptos expresados desde los datos obtenidos por RNA-Seq. El método TMM
permite estimar factores entre muestras que pueden ser incorporados a un método
estadistico para el analisis de la expresion diferencial (Robinson and Oshlack
2010).

En la Tabla 4.5 se muestran los valores de TMM obtenidos para cada uno de
los transcriptos anotados, tanto en las muestras control como en las muestras

expuestas a CLP y MAZ.
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Tabla 4.5: Valores de TMM obtenidos para cada uno de los transcriptos
anotados como SAMDC, SOD, DAO, CAT, GSH, GSS (glutation sintetasa), GST-
pi, B-ACT, ODC, L8, c-JUN, c-FOS, APAO, SRM, EF1G-Ay NRF2.

SAMDC | Trinity_Id Control |MAZ6h |MAZ24h |[CLP6h [CLP24h
DN1908_c0_gl 158,519| 146,4455|  134,68| 129,626 133,0825
DN11186_c0_gl 3,156| 5,5475 2,487| 15,9185  1,8595
DN118331_c0_gl 0,556 0 0| 0,3275 0,443
DN88351_c0_gl 0,451|  0,4875 0 0| 0,5035

SoD
DN7703_c0_gl 716,2695| 729,7995| 642,971|533,5285| 654,351
DN101092_c0_g1 1,527 0 0 0| 03375
DN75929_c0_gl 0| 0,3095 0| 0,357 1,264
DN10074_c0_gl 57,968| 49,3565| 56,193| 43,389| 77,6005
DN10074_c0_gl_i7
DN26189_c0_gl 0,5875| 0,5465| 0,2915| 0,449  0,4995

CATALASA
DN95098_c0_g1 114,2775| 117,4775| 112,886| 107,605| 106,5895
DN15500_c0_g2 4,9285| 4,8055| 3,9125| 3,4895|  3,4965
DN79504_c0_gl 0,5825 0 o| 0365 0,3285
DN27063_c0_g1_i2 0,538/ 0,7615| 0,4805| 0,464| 0,5865
DN96242_c0_gl 0 0 0| 05145 0,1615
DN89452_c0_gl 0,669 0 0,159| 0,1545 0
DN92940_c0_gl 0,5865|  0,3145 0 0 0

DAO

(AOC1)

DN628_c0_gl_il 60,289| 46,798| 46,526| 31,064| 46,7855
DN3765_c0_gl i1 | 21,8265| 16,6115 13,8095 12,203| 16,7855
DN16691_cO_gl i3| 23,8135| 16,983| 15,0425| 12,2705| 14,537
DN9213 c0 gl i4 | 17,1835 14,3435 11,8725| 8571| 11,022
DN8997_c0_g1 i 10,303 7,859 9,58| 5,9055| 9,3815
DN9524 c0_gl 10,0145| 55055  6,1605| 3,4145 5,03
DN9075_c0_g1 2,606 1,863| 3,2635| 3,1815|  4,7545
DN6078_c0_gl 2,0965 2,617 2,394 3,4205| 2,3815

SMOX
DN4607_c0_g2 13,5355|  12,091| 12,857| 18,033| 16,011

APAO
DN17055_c0_g1_i2 1,761 1,759|  2,2035| 2,1135|  1,8495
DN25296_c0_g1 51925| 6,1165 5,073| 6,7845 4,783

SRM
DN6580_c0_gl 52,6395| 49,4675| 50,4525| 45,2585| 43,082
DN111437_c0_gl 0,8245 0,467 0 0| 04795
DN101127_c0_gl 0,1795 0,569 0| 0,215 0
DN50845_c0_gl 0,2305 0,32 0| 03455 0,4685
DN68233_c0_gl 0,165 0,528 o| 0,7975| 0,3525
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GSTpi
DN2602_c0_gl 423,076 463,872| 531,549 481,634 483,4575
DN1275_c0_gl 335,122 305,736| 203,59| 219,498| 232,9575

GSH
DN1892_c0_gl 21,0185| 16,575| 17,8585| 16,748 15,6475
DN109410_c0_gl 0,281|  0,3045 0,612| 0,352 0,313

GSS
DN37853_c0_gl 5,941 6,853|  5,0605| 4,9335 4,894

JUN
DN5420_c0_gl 9,644 11,305| 12,813| 12,887 8,579
DN7542_c3_gl 0,414| 0,3265| 0,4145 0,34 0,26
DN1443_c0_gl 14,019| 17,2215 19,557| 20,8545| 11,9195
DN70281_c0_gl 23,309| 23,7045| 21,7365| 24,043 21,549
DN1815_c2_gl 0,435  0,4725 0,609| 0,619 0,628

NRF2
DN15220_c0_gl 136,796 128,1215| 107,588| 101,712| 101,3735

B-ACT
DN1137_c0_gl 341,014| 326,236 393,843| 379,594| 383,546

oDC
DN108946_c0_gl 0,669 0,533 0,2 0 0,54
DN74716_c0_gl 0,1165 0| 011335 0,137 0,121
DN97217_c0_gl 0,5235|  0,2385 0| 0,088 0,156
DN1269_c0_gl 160,361| 142,422| 152,772|171,7005| 148,586
DN26825_c0_gl 0 0,432 0 0,54| 0,4745
DN53849 c0_gl 0,404 0,35 0| 0,1555| 0,0705

L8
DN7564_c0_gl 953,8685| 986,3605 | 1261,9595 | 1131,618 | 1206,1055
DN50910_c0_g1 1,39  0,2355 0,358 0,6935| 0,3505
DN103_c1 gl 1,287 0,811 0,102| 1,0075| 0,6935

EF1G-A
DN94221_c0_gl |3079,9865 | 3252,3885 | 2876,0835 | 2660,362 | 3099,4815

FOS
DN39561_c0_gl 1,909  0,7485 2,725 2,8965|  1,4015
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Tomando como referencia datos bibliograficos (Radonié et al. 2004, Sindelka
et al. 2006) se consideraron como posibles genes de referencia a aquellos
detallados en la tabla 4.6. Para estos transcriptos se realizé un analisis con el fin
de determinar en primera instancia su estabilidad, considerando los valores
minimos, maximos, el desvio estandar (DS) y la mediana. Sobre estos datos de
TMM se realiz6 un test de medianas y Kruskal- Wallis, lo que permitié identificar
aquellos transcriptos que no serian apropiados para ser utilizados como
potenciales genes de referencia: G3P (gliceraldehido-3P- deshidrogenasa), las
tubulinas TBA2, TBA3, TBA4 y actina ACT3. De esta forma se seleccionaron 5 de
los que poseen menor variacion para normalizar los valores de TMM de cada
transcripto de interés. Los transcriptos seleccionados fueron: EF1A0, EF1GA,
TBA1, ACTB, y L8.

Tabla 4.6: Valores de TMM para los genes de referencia utilizados.

GenID Descripcion Promedio  |min max DS mediana

EF1A0 Elongation factor 1-alpha, somatic form 7329,9019 6610,653| 8457,653| 586431948 7265417
EF1B Elongation factor 1-beta 583,3611 498,613 676,856| 64,3219937| 589,3745
EFLD Elongation factor 1-delta 922,0817 800,664| 1074,688| 98,2593517 910,409
EF1GA Elongation factor 1-gamma-A 2993,6604 2611,192|  3344,113| 252,858381| 2968,1705
G3P Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1821,9625 1289,485 2425,112| 411,341907 1768,264
RL8 60S ribosomal protein L8 1107,9824 883,622 1309,297| 134,766882 1131618
TBA Tubulin alpha chain 1001,8979 891,015] 1071425| 68,3394498 1024,83
TBA Tubulin alpha chain 371,3185 267,404 485,068 88,0813014 405,3
TBA Tubulin alpha chain 239,7338 133,623 353,519| 814424414 219,747
TBA Tubulin alpha chain 216,9025 145,201 314,891| 78,6279846 172,7365
TBAl Tubulin alpha-1 chain 146,0541 98,146 195,541 31,752644 142,0985
TBB Tubulin beta chain 312,2611 212,781 359,48 42,8372 322,152
TBB Tubulin beta chain 206,1056 137,387 250,382| 30,8916968 211575
TBB4B Tubulin beta-4B chain 219,0352 137,054 253,671| 33,2660736 2245065
ACTB Actin, cytoplasmic 1 363,629778 301,679 394,429| 37,1574461 380,349
ACT3 Actin, alpha sarcomeric/skeletal 90,1374 15,086 259,371 73,2537913 61,9065

Ademas, se realizd un analisis no paramétrico con el test de medianas y
Kruskal-Wallis, utilizando los valores de TMM relativizados por el promedio de
genes de referencia seleccionados y por control. Se analizaron los valores de
expresion obtenidos a partir del experimento de RNA-Seq para los genes
involucrados en estrés oxidativo (GR, GSH, GST-pi, CAT, SOD, GSS) y las
enzimas blanco AChE y CbE; genes involucrados en el metabolismo de poliaminas
(APAO, DAO, SMOX, SSAT, SAMDC/AMD1, ODC, SpmS); genes de referencia
(EF1-a, EF1-GA, L8, B-ACT, Tubulina, GAPDH3, C-ACT) y genes de cuatro
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factores de transcripcion (c-JUN, c-FOS, NRF2 y eEIF5A).

En el caso de los genes que codifican enzimas involucradas en la respuesta
antioxidante y las enzimas blanco, unicamente se observaron diferencias en GPX3
y AChE. En ambos casos se observa un aumento de la expresion (Figura 4.39).
En el caso de GPX3, se observa una tendencia a aumentar en todas las muestras
expuestas a MAZ y CLP, tanto a 6 como a 24 h de exposicion, con respecto a las
muestras control. El test de medianas arrojé un p = 0,09, y la prueba K-W arrojo un
p = 0,078. En el caso de AChE, se puede observar un aumento de expresion en
las muestras expuestas a MAZ durante 24 h y en las muestras expuestas a CLP

por 6 h, con un p = 0,09 para el test de medianas y un p=0,016 para K-W.

CONTROL
MAZ 6h
MAZ 24h
CLP 6h
CLP 24h

2.57

ININI N

Valores relativos

AChE GPX3

Figura 4.39: Niveles de expresion para AChE y GPX3. Se presentan los niveles
expresados como valores relativos al control, para los transcriptos de ACHE y
GPX3. Los niveles de expresion fueron evaluados en larvas control y larvas
expuestas a MAZ y CLP, durante 6 y 24 h.

El analisis de la expresion de los genes relacionados con el metabolismo de
poliaminas demostré que el gen de AdoMetDC (SAMDC) es el que muestra mayor
variacion en su expresion en larvas expuestas a plaguicidas OF respecto de las
larvas control (Figura 4.40). Si se compara la expresion de SAMDC con la de

APAO, se observa que ocurre algo similar en las muestras
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expuestas tanto a MAZ como a CLP. Por un lado, se observa un aumento de la
expresion de ambos genes en las larvas expuestas durante 6 h a MAZ, para luego
disminuir en aquellas expuestas durante 24 h. En el caso de SAMDC, los niveles
de expresion de las larvas expuestas por 24 h a MAZ disminuyeron respecto de
las 6 h de exposicidon, pero continlan siendo aproximadamente 2,5 veces
superiores a los niveles control (p = 0,09 para test de medianas y p = 0,089 para
K-W); mientras que la expresion de APAO en los mismos individuos retorna a
valores cercanos al control. En aquellas larvas expuestas a CLP durante 6 h, se
observa un aumento de la expresion de ambos genes respecto del control. Al
continuar la exposicion a CLP hasta 24 h, la expresion de APAO retorna a valores
cercanos al control mientras que la expresion de SAMDC continlia elevada.

En el caso del transcripto correspondiente a SSAT2 (SAT2) se observa una
disminucién de la expresion en las larvas expuestas a MAZ durante 6h, para luego
volver a valores control a las 24 h; mientras que las muestras expuestas a CLP se
mantienen en igual nivel de expresion entre si a 6 y 24 h, pero con una
disminucién de la expresion con respecto al control (p = 0,089, K-W). Lo mismo
ocurre en SSAT1 (SAT1), donde las muestras expuestas a CLP disminuyen su
nivel de expresion en comparacién con las muestras control. Una respuesta similar
se observo en la expresion de este gen en larvas expuestas a MAZ durante 24 h.
En el caso de SMOX, se pudo observar que las larvas expuestas a CLP mostraron
un ligero aumento de la expresién de dicho gen, mientras que la exposicion a MAZ

no alter6 de manera significativa su expresion (Figura 4.40).
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Figura 4.40: Niveles de expresion para genes del metabolismo de poliaminas.
Se pueden observar los niveles expresados como valores relativos al control, para
los transcriptos de AdoMetDC (SAMDC), APAO, SMOX, SSAT1 (SAT1) y SSAT2
(SAT2). Los niveles de expresion fueron evaluados en larvas control y larvas
expuestas a MAZ y CLP, durante 6y 24 h.

En cuanto a ODC1-A, los niveles de expresion del transcripto fueron
similares frente a la exposicion con los dos plaguicidas: la expresion disminuy6 a
las 6 h y volvié a aumentar a las 24 h, tanto en MAZ como en CLP, con respecto a
los niveles del control (p = 0,09, test de medianas y p = 0,09 con K-W, para ambos
casos) (Figura 4.41). En lo que respecta al andlisis de DAO, el tratamiento con
MAZ generd una disminucion en su expresion en larvas expuestas por 6 y 24 h,
con respecto al control. De forma similar, en las larvas expuestas a CLP por 6 h
se observo una disminucion de la expresion de DAO, con respecto al control. Sin
embargo, en aquellas larvas expuestas durante 24 h a CLP se observa un
incremento de la expresion, respecto de las larvas expuestas por 6 h (p = 0,017
para el test de medianas y p = 0,03 para K-W). Sin embargo, estos valores
siempre se encontraron por debajo de los niveles de expresion de larvas control
(Figura 4.41).

103



Resultados

Em CONTROL
B MAZ 6h
1.59 = MAZ 24h
o = CLP6h
(@]
2 104 B CLP 24h
]
o
(2]
et
o 0.5-
T
>
0.0-

ODC1-A DAO

Figura 4.41: Niveles de expresion para ODC-1 y DAO. Se pueden observar los
niveles expresados como valores relativos al control, para los transcriptos de
ODC1 y DAO. Los niveles de expresion fueron evaluados en larvas control y
larvas expuestas a MAZ y CLP, durante 6y 24 h.

En las Figuras 4.42, 4.43 y 4.44 se presentan los resultados obtenidos para
aquellos genes considerados como potenciales genes de referencia. En la Figura
4.42 se observan los resultados obtenidos en el analisis de expresion de tubulinas,
donde se puede observar que los transcriptos de TBA2, 3 y 4 son los que mas
variacion presentan en su expresion en las larvas expuestas por 6 y 24 h a MAZ y
CLP.
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Figura 4.42: Niveles de expresion para los transcriptos de Tubulina. Se
pueden observar los niveles expresados como valores relativos al control, para las
isoformas de los transcriptos anotados como Tubulina alfa (TBA) y beta (TBB). Los
niveles de expresion fueron evaluados en larvas control y larvas expuestas a 0,5y
0,1 mg L't MAZ y CLP, respectivamente, durante 6 y 24 h.

En la Figura 4.43 se puede observar los valores relativos de expresion de los
transcriptos de beta actina (B-ACT y ACT3), siendo ACT3 el transcripto que mas
variacion presenta (p = 0,09, test de medianas). Los transcriptos de G3P, L8 y B-

ACT son los de expresion mas estable dentro de este grupo.
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Figura 4.43: Niveles de expresion para actina, G3P y L8. Se pueden observar
los niveles expresados como valores relativos al control, para los transcriptos de
beta actina (B-ACT), actina citoplasmatica (ACT3), gliceraldehido-3P-
dehidrogenasa (G3P) y la proteina ribosomal 60S (L8). Los niveles de expresion
fueron evaluados en larvas control y larvas expuestas a MAZ y CLP, durante 6 y
24 h.

En el caso de los transcriptos anotados como factor de elongacion 1 (EF1)
alfa, beta, delta y gamma (Figura 4.44), se puede observar que en general varian

muy pOCO en Su expresion.
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Figura 4.44: Niveles de expresién para los transcriptos de EF1. Se pueden
observar los niveles expresados como valores relativos al control, para los
transcriptos del factor de elongacién alfa (A), beta (B), delta (D) y gama (G). Los
niveles de expresion fueron evaluados en larvas control y larvas expuestas a MAZ
y CLP, durante 6 y 24 h.

En el caso de los factores de transcripcion (Figura 4.45), se hallaron
diferencias significativas para NRF2 en las muestras expuestas a MAZ durante 24
h y en aquellas expuestas a CLP durante 6 y 24 h (p = 0,09 para test de medianas
y p = 0,16 para K-W). También se observan diferencias en la expresién de c-FOS
para las muestras expuestas a MAZ durante 6 h y a CLP, expuestas durante 6 y
24 h (p =0,09 para test de medianas y p = 0.07 para K-W). Los niveles de
expresion del factor de transcripcién elFA5 también fueron evaluados, debido a su
relacion con espermidina, como se ha mencionado anteriormente. Estos niveles
muestran una tendencia al aumento en las muestras expuestas a MAZ y CLP
durante 24 h, con un p = 0,09 para el test de medianas y un p = 0,11 para K-W
(Figura 4.45).
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Figura 4.45: Niveles de expresion para NRF2, c-FOS y elFA5. Se pueden
observar los niveles expresados como valores relativos al control, evaluados en
larvas control y larvas expuestas a MAZ y CLP, durante 6 y 24 h, mediante test de
medianas y K-W.
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5.1 Alteracién del metabolismo de poliaminas en embriones de R. arenarum
expuestos a plaguicidas OF

Las poliaminas ejercen un rol esencial durante el desarrollo embrionario y
fetal (Lopez-Garcia et al. 2008; Fenelon and Murphy 2017). Estudios de Osborne
et al. (1993) en el anfibio Xenopus laevis establecieron que una limitacién inicial en
la concentracion se espermidina, con respecto a putrescina, es necesario para el
desarrollo embrionario normal. La proporcion Put:Spd:Spm en embriones de R.
arenarum es aproximadamente 88:23:1 en el estadio de BC y de 28:26:1 cuando
los embriones alcanzan el estadio de OC. A pesar de que los embriones en
nuestro estudio estan mas avanzados en su desarrollo, podemos apreciar una
proporcion baja en la relacion Spd/Put, siendo de 0,26 en el estadio de BC y su
incremento a 0,93 en el estadio de OC, coincidiendo con los estudios de Osborne
et al. (1993).

Los insecticidas MAZ y CLP pertenecen a la misma familia quimica de
plaguicidas organofosforados y, por lo tanto, comparten el mecanismo de accion
sobre el mismo blanco, AChE (Matsumura 1985). Sin embargo, impactan de forma
diferente sobre el metabolismo de poliaminas. La exposicibon a MAZ no tuvo
efectos sobre la actividad de APAO a lo largo del desarrollo embrionario, mientras
gue, frente a la exposicion a CLP, fue la respuesta bioquimica mas temprana
observada en los embriones. Por otra parte, DAO aumenté de forma temprana en
los embriones expuestos a MAZ, mientras que disminuydé en embriones de BA
frente a la exposicion a CLP. El efecto de MAZ y CLP en la actividad de SMOX fue
evidente en embriones de BA, y el efecto fue completamente opuesto entre los
plaguicidas. El perfil de actividad de las oxidasas control observadas en este
trabajo es similar al desplegado por ODC1, la enzima limitante en la sintesis de
poliaminas (Lascano et al. 2011b). Es interesante notar que SMOX despliega la
actividad més elevada en general, entre las enzimas degradativas de poliaminas
en R. arenarum, mientras que su substrato se encuentra en las concentraciones
mas bajas, tal vez reflejando su especificidad para mantener a Spm en niveles
bajos. A pesar de que la actividad de SMOX aument6 significativamente en
embriones del estadio de OC expuestos a 0,5 mg L't MAZ, las concentraciones de
Spm se mantuvieron similares a los niveles de los controles. Estos resultados son
similares a aquellos reportados por Ceci et al. (2017) en modelos de ratones

transgénicos que sobre-expresaban SMOX, reflejando la buena amortiguacion en

110



Discusion

el contenido celular de Spm. Observamos un aumento significativo en las
concentraciones de Put y Spm en embriones en estadio de BA, expuestos a 2
mg/L de MAZ, mientras que Spd mostré6 una tendencia a la disminucion. Esto
podria indicar un aumento general en la sintesis de poliaminas en dichos
embriones, respaldado por una elevada actividad especifica de ODC1l en
embriones de BA cuando se comparan con los embriones en estadios de BCy OC
(Lascano et al. 2011c).

5.1.1 Relacién entre poliaminas y estrés oxidativo
La degradacion oxidativa de las poliaminas a través de SMOX, APAO y DAO

genera aldehidos reactivos y especies reactivas del oxigeno que podrian causar
estrés oxidativo y dafio macromolecular (Pegg 2013). Se sabe que el factor de
transcripcion NRF2 controla la expresiéon de los componentes claves en la defensa
antioxidante y de las enzimas involucradas en la detoxificacion de EROs, mediante
su unién al elemento de respuesta antioxidante (ERA) encontrado en sus genes
(Tonelli et al. 2018). Se reportdé que el aldehido acroleina, producido como
consecuencia de la oxidacion de poliaminas y reactivo contra grupos sulfhidrilo,
activa la via NRF2-ERA y lleva a un aumento en la expresién de multiples genes
detoxificantes de la Fase 2 en la respuesta antioxidante (Kwak et al. 2003).
También se ha reportado que el estrés oxidativo desencadena la transcripcién de
los genes ODC1 y SAT1, con acompaiamiento del aumento de sus actividades
(Smirnova et al. 2018). El aumento de la actividad de ODC1 podria colaborar en la
respuesta antioxidante a través de un incremento de los niveles de poliaminas. En
estudios previos, se ha observado que la actividad de ODC1 disminuye en
embriones de estadios tempranos expuestos a CLP, en forma dependiente de la
concentracion (Sotomayor et al. 2012), mientras que la exposicion a MAZ resulta
en un aumento de la actividad de ODCL1 a lo largo del desarrollo (Lascano et al.
2011b). Ademas, se pudo determinar que la exposicion de embriones de R.
arenarum a MAZ y CLP genera situaciones de estrés oxidativo (Lascano et al.
2009, 2011; Sotomayor et al. 2015; Liendro et al. 2015). Uniendo estos reportes y
los resultados hallados en esta tesis dentro de un andlisis de componentes
principales, inferimos que los embriones expuestos a MAZ presentan una
respuesta proliferativa en los estadios de BC, caracterizado por los elevados

niveles de poliaminas y la actividad de DAO, junto con un aumento de la actividad
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de GST. El aumento de la actividad de GST ha sido sugerido en estudios previos
como una respuesta adaptativa y protectora frente a estrés oxidativo (Anguiano et
al. 2001; Lascano et al. 2011b). Por otro lado, los embriones expuestos a CLP
mostraron un aumento en las actividades de APAO y SMOX en el estadio de BC,
unido a una situacion de estrés oxidativo que fue evidenciado mediante el impacto
sobre la actividad de CAT y su respuesta antioxidante y por los niveles elevados
de GSH. Se conoce bien que el grupo hemo, presente en el sitio activo de CAT, es
sensible al anion superoxido generado durante el estrés oxidativo, lo que lleva a la
inhibicion enzimética (Kono and Fridovich 1982). En el estadio de OC, los
embriones expuestos a concentraciones subletales de MAZ mostraron un aumento
en la actividad de SMOX, asociado con un bajo impacto del estrés oxidativo y los
niveles normales de la actividad de las enzimas antioxidantes y AChE. Para los
embriones expuestos a CLP a niveles subletales similares, el prondstico es peor,
ya que se observan niveles bajos de las enzimas antioxidantes y detoxificantes en
asociacion con el aumento de las actividades de APAO y DAO. Esto sugiere una
situacion de estrés oxidativo y una tendencia hacia niveles mas altos de

poliaminas, indicando una alteracion del estado proliferativo.

5.1.2 DAOy APAO como biomarcadores de exposicion a plaguicidas OF en
R. arenarum

Las concentraciones de CLP y MAZ utlizados en esta tesis son
concentraciones subletales, por lo que no se observo una mortalidad significativa
debido a la exposicion a plaguicidas. Las respuestas bioquimicas tempranas, que
ocurren antes de cualquier indicacion visible de toxicidad, pueden ser
herramientas validas en la determinacion de riesgos ambientales para sustancias
toxicas. El incremento temprano de las actividades de DAO y APAO observadas
en embriones de BC en este trabajo, sugiere que podrian ser utiles como
biomarcadores frente a la exposicion de MAZ y CLP, respectivamente. La utilidad
de DAO y APAO como biomarcadores podria estar reforzada por el hecho de que
los embriones de R. arenarum en estadios tempranos no mostraron inhibicion
significativa de la actividad de AChE (Lascano et al. 2011; Sotomayor et al. 2015).
Esto podria atribuirse a un rol morfogénico donde la estructura de AChE es una
propiedad critica, pero no su actividad (Brimijoin and Koenigsberger 1999).

Se ha sugerido que DAO juega un papel protector frente a acumulaciones
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patolégicas de diaminas durante la proliferacion de tejidos de vertebrados
(Nikolaus Seiler, 2011) y que ademas tiene un rol directivo en el control
homeostatico de los niveles de aminas biogénicas intracelulares (Agostinelli et al.
2010). Ademas, se ha observado el efecto protector de DAO en convulsiones de
embriones de X. laevis a través de la conversion de Put a acido gamma-
aminobutirico (Bell et al. 2011). Considerando estos efectos, podriamos suponer
gue el incremento de la actividad de DAO observada en estadios tempranos de los
embriones de R. arenarum expuestos a MAZ podria servir como proteccion frente
a los plaguicidas neurotéxicos, metabolizando rapidamente los niveles elevados de
Put para mantener la proporcion Spd/Put, necesaria para el desarrollo embrionario
normal. Esta hipétesis esta apoyada por el ACP y los resultados previos hallados
en el grupo de trabajo, en los que tampoco se han observado diferencias
significativas en el porcentaje de embriones malformados en el estadio de BC
expuestos a MAZ, con respecto a los embriones controles (Ferrari et al. 2009;
Lascano et al. 2011b). La exposicion a CLP indujo un aumento temprano de la
actividad de APAO, lo que esta en concordancia con la necesidad de mantener
una proporcién baja de Spd/Put para permitir el desarrollo normal. APAO
probablemente tenga un rol protector en la exposicion a CLP, similar a aquel

desarrollado por DAO en los embriones expuestos a MAZ.

5.2 Rhinella arenarum como organismo no-modelo
Cuando se trata de realizar estudios que involucren métodos de biologia

molecular y/o genética en organismos modelos, el trabajo de investigacion se ve
facilitado por contar con sus genomas secuenciados, parcial o completamente.
Dentro del orden Anura, se encuentran parte de las secuencias genomicas de
Rhinella marina (link de acceso GenBank: ONZH00000000.1), mientras que la
secuencia del genoma completo se encuentra en los casos de Nanorana parkieri,
Xenopus tropicalis y Xenopus laevis (Hellsten et al. 2010; Sun et al. 2015; Session
et al. 2016). Sin embargo, al trabajar con organismos no-modelo, como es el caso
de Rhinella arenarum, la informacion es escasa y se vuelve laborioso poder
obtener resultados eficientes. Para estudiar la expresion de los diferentes genes
abordados en esta tesis (seccion 3.2.7), en primera instancia, se necesitaron
cebadores adecuados que puedan ser utilizados en la amplificacion. Al no contar

con el genoma de R. arenarum, se disefiaron en primer lugar cebadores basados
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en las secuencias de X. laevis y X. tropicalis. Sin embargo, todas las pruebas con
dichos cebadores fueron fallidas, ya que no se obtuvieron productos de PCR
(resultados no mostrados). Esta falla podria deberse a la amplia divergencia
filogenética entre los géneros Xenopus y Rhinella (Session et al. 2016). El género
Xenopus se encuentra dentro del clado Pipidae, denominadas “ranas sin lengua”,
mientras que el género Rhinella se encuentra dentro del clado Bufonidae,

denominados “sapos verdaderos” (https://amphibiaweb.org).

La revolucion dentro de las tecnologias de secuenciacion ha permitido
avanzar en el estudio de diversos organismos tanto a nivel genémico como
transcriptdmico (Huang et al. 2016). Una de las aplicaciones més innovadoras de
RNA-seq es poder obtener informacion acerca de secuencias funcionales y
codificantes, para organismos que previamente contaban con limitada o escasa
informacion gendémica (Wang et al. 2009; Francis. et al. 2013; Huang et al. 2016).
Una de las areas que ha logrado emerger, gracias al avance de la bioinformética,
es la disciplina denominada Ecotoxicogendémica (Gomase and Tagore 2008; North
and Vulpe 2010). Esta disciplina combina los conocimientos en ecologia,
toxicologia y gendmica, para comprender los efectos celulares y moleculares de
un compuesto quimico (Ceschin 2017). Para avanzar en estudios de
ecotoxicogenOmica, se necesita contar con informacidn precisa sobre la expresion
génica bajo la influencia de un téxico. La importancia de contar con secuencias
precisas (ya sea del genoma o transcriptoma) pudo observarse durante el
desarrollo de esta tesis. Gracias a la informacion obtenida mediante el proyecto de
RNA-seq de Rhinella arenarum (Ceschin et al. 2019), se pudieron obtener las
secuencias especificas y disefiar cebadores para los genes de: CAT, SAMDC,
GST-pi, GSHR, ODC, APAO, DAO, SMOX, c-FOS, c-JUN, NRF2, SOD, SRM y
JNK. De esta forma se pudieron amplificar 10 de los transcriptos de interés a partir
de los cebadores disefiados, y se corroboraron con fidelidad 6 de las secuencias
amplificadas (B-ACT, APAO, DAO, c-FOS, c-JUN y ODC).

Por otra parte, no todos los productos obtenidos mediante PCR punto final
pudieron ser secuenciados con éxito. Esto ocurrié con las secuencias de CAT,
NRF2, SOD, SAMDC, GST-pi (en ambas instancias de secuenciacion) y c-JUN (en
la primera etapa de secuenciacion). Estos resultados negativos podrian deberse,
por un lado, a una necesidad de mayor depuraciéon del transcriptoma ensamblado,
gue fue realizada después del disefo de los cebadores antes mencionados.
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Debido a que la mayoria de las herramientas informéticas y estadisticas estan
disefiadas para trabajar con genomas de referencia, se vuelve mucho mas
laborioso obtener un transcriptoma ensamblado en organismos autéctonos (Collins
et al. 2008; Todd et al. 2016; Da Fonseca et al. 2016). Esto se puso de manifiesto
al intentar corroborar los primeros transcriptos con las herramientas del BLAST.
Del total de 115 transcriptos obtenidos inicialmente, sélo se pudieron obtener
coincidencias en 32. El claro ejemplo de esto es la secuencia de c-JUN. En la
primera etapa de secuenciacion se obtuvo una secuencia que no coincidia con
aquella utilizada para el disefio de los cebadores. Ademas, tampoco alineaba con
c-JUN en blastp, blasn y blastx. Luego de realizar un segundo control de calidad
del transcriptoma, se disefiaron nuevos cebadores para c-JUN basados en otro
transcripto, obteniendo asi una secuencia que corresponde tanto al transcripto
utilizado inicialmente como a c-JUN de diversas especies, segun blastp, blastn y
blastx.

Estas fallas en la anotacion de secuencias pueden deberse a errores en el
ensamblado del transcriptoma mediante el uso del Software utilizado (Trinity), o
debido al hecho de que son genes con muy baja expresion, como pudimos
comprobar. Huang et al. (2016) realizaron una comparacion de 4 métodos
diferentes de ensamblado: ensamblaje de novo con Trinity; re-ensamblaje
utilizando como referencia datos protedmicos y gendmicos; utilizacién de TransPS
con informacion protedmica; y ensamblado mediante Cufflinks. Estos autores
encontraron que Trinity posee mas “contigs” redundantes, debiéndose a que los
datos obtenidos de ARNm provenian de un pool de varios individuos. Ademas, se
observo que el ensamblado mediante Trinity es mas erratico en aquellos genes
con niveles de expresion muy bajos (McGettigan 2013). Tal es el caso de la
mayoria de los genes seleccionados para el desarrollo de esta tesis. También se
ha visto que los “contigs” muy redundantes podrian ser el resultado de re-arreglos,
variantes alélicas, isoformas, paralogos recientemente duplicados o la formacion

de “contigs” quiméricos (Singhal 2013; Vijay et al. 2013).
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5.2.1 Estudios de biologia molecular en R. arenarum como organismo no-
modelo

5.2.1.1 RT-gPCR con genes de baja expresion
Para explorar el rol de numerosos ligandos, receptores y vias de sefializacion

gue convergen en la regulacion transcripcional, y para comprender el detalle de los
mecanismos de eventos complejos a nivel tisular o celular, es necesario
profundizar en estudios de gendémica funcional. Para ello se deben utilizar técnicas
gue permitan el analisis a nivel transcriptomico, a fin de describir cambios de la
expresion génica entre tejidos o tratamientos (Bustin and Nolan 2004). Una de las
técnicas mas utilizadas para lograr este objetivo, es la transcripcion reversa (RT)
seguida de la cuantificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR). Si bien la RT-gPCR ha sido durante muchos afios la técnica
mas sensible para la deteccion de blancos en el ARNm, ha introducido ciertos
problemas que deben ser apreciados a la hora de utilizarla como técnica rutinaria
en la cuantificacion de la expresion génica (Bustin et al. 2009). En esta tesis se
realizaron varios intentos por estandarizar los cebadores de c-FOS, ODC, SMOX,
SRM y DAO, disefiados especificamente para ver sus niveles de expresién por
RT-gPCR. Sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos al respecto. Esto se
debié a que todos los cebadores comenzaban su amplificacién en los Ct >27.
Teniendo en cuenta estos valores de Ct, se tomd la decision de no continuar con
la cuantificacién de estos transcriptos, al considerarse que los mismos poseen
niveles de transcripcion muy bajos en las muestras de larvas de R. arenarum. Este
criterio también fue utilizado por Radoni¢ et al. (2004), donde estudiaron la
eficiencia de cebadores para 13 genes, con el fin de ser utilizados como genes de
referencia. En dicho estudio hallaron que 7 de los transcriptos estudiados, entre
ellos actina y GAPDH (gliceraldehido-3P-deshidrogenasa), presentaron valores de
Ct >30.

Por otra parte, se pudieron corroborar los bajos niveles de expresion a partir
de los datos de la secuenciaciéon masiva del transcriptoma de R. arenarum. Dichos
valores se encuentran en el rango de 0 a 160 TMM (Tabla 4.5). Otro criterio para
descartar en esta instancia la posibilidad de cuantificar por esta metodologia los
ARNm de ODC, DAO, SMOX, c-FOS y APAO, fueron los niveles de TMM de B-
ACT. La amplificacion de B-ACT se obtuvo con valores de Ct normales para gPCR
(Ct entre 19-26) y presento6 valores de TMM en el rango de 300-400, por lo cual
fue un indicativo de cuales serian los genes potenciales a estudiarse por RT-
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gPCR. Si bien se realizaron diversas pruebas con aditivos para mejorar las
amplificaciones por gPCR (Simonovi¢ et al. 2012), no se obtuvieron resultados
favorables en ninguno de los casos. Al contrario, se obtuvieron curvas de
disociacion o melting con productos inespecificos y curvas de estandarizacion con
poca eficiencia (Figuras 4.33-4.34).

Los datos obtenidos para R. arenarum fueron comparados con las especies
mas cercanas filogenéticamente y cuyos genomas estan secuenciados, X. laevis y
X. tropicalis. De esta forma, se ha encontrado en la base de datos de Xenopus
(XenBase) que los valores de expresion a nivel transcriptomico se asemejan a los
valores de los genes con bajo nivel de transcripcion, hallados en esta tesis. Tal es
el caso de DAO, SMOX, c-FOS y APAO, como se puede visualizar en la Tabla 5.1
(Bowes et al. 2009).

Tabla 5.1: Valores de TPM (Transcriptos por millon ) en Xenopus laevis y
Rhinella arenarum. Comparacion entre los valores de algunos transcriptos,
entre ambas especies (Bowea et al, 2009).

SN TPM TPM
X. laevis R. arenarum

APAO 4,55 0
GST-pi 12,77 0,51
DAO 1,24 1,1
SMOX 108,25 0
NRF2 5,74 144,69
c-JUN 5,88 10,18
c-FOS 12,98 0
SAMDC 91,64 8,035
ODC1 1521 0

Sin embargo, hay que considerar que los transcriptomas del género Xenopus
fueron medidos Unicamente hasta el estadio 40. En comparacion con los estadios
del desarrollo de R. arenarum, el estadio 40 seria, relativamente, el mas cercano
al estadio n°25, utilizado para el transcriptoma. Por lo cual, si bien hay que
considerar los sistemas diferentes utilizados para obtener los transcriptomas de
Xenopus laevis y Rhinella arenarum y las diferencias en los estadios, se podria
decir que hay una similitud en la expresion de DAO, c-FOS, SMOX y APAO,

teniendo un nivel de transcripcién bajo en las dos especies. Por estas razones, no
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serian buenos candidatos para su analisis mediante RT-gPCR, sin la utilizacion de
un kit comercial especifico para transcriptos con bajos niveles de expresion.

La capacidad de detectar y medir cantidades minimas de acidos nucleicos,
hace de la qPCR una de las técnicas mas confiables para la cuantificacion a nivel
molecular. A nivel conceptual es una técnica sencilla, rapida, sensible y especifica,
en ensayos homogéneos (Bustin et al. 2009). Sin embargo, pueden existir fallas
técnicas que afecten la calidad del ensayo. Algunas de esas fallas pueden deberse
al inadecuado mantenimiento de las muestras, inadecuada preparacion y
purificacion del ADN/ARN, llevando a resultados muy variables; mala eleccion de
los cebadores utilizados para la retrotranscripcion y PCR, llevando a ensayos
menos robustos e ineficientes; y el inapropiado andlisis estadistico, llevando a la
interpretacion erronea de los resultados (Bustin and Nolan 2004; Bustin et al.
2009). A pesar del amplio uso de la técnica en el estudio de diversos tipos de
organismos, tejidos y condiciones, no existen muchas publicaciones actualizadas
sobre las variables que podrian afectar a la utilizacion de la qPCR. Sin embargo,
existen algunos estudios que resaltan la necesidad de cumplir con ciertas
condiciones a fines de obtener resultados confiables (Bustin and Nolan 2004,
Stahlberg et al. 2004; Nolan et al. 2006; Huggett et al. 2008; Bustin et al. 2009a;
Remans et al. 2014). Una de estas condiciones es la cantidad y calidad del ARN
purificado y utilizado para obtener el ADNc. En cuanto a la cantidad, se aconseja
que la relacién entre la absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm sea
mayor o igual a 1,7. En cuanto a la calidad, se espera que en un gel de agarosa al
1% se observen las bandas del ARNr 28S y 18S. Sin embargo, el hecho de que el
ARN posea algun nivel de degradacion es factor suficiente para generar
variabilidad dentro del ensayo, especialmente en aquellos blancos con bajos
niveles de transcripcion (Bustin et al. 2009). En el caso de las muestras utilizadas
en esta tesis para evaluar los niveles de expresion de SOD, SAMDC, y los genes
de referencia B-ACT y RL8 mediante gPCR, se obtuvieron grandes diferencias
entre las 2 réplicas bioldgicas utilizadas. Un factor indicativo de dicha variabilidad
es la calidad del ARN purificado. Si bien el protocolo de purificacion utilizado fue el
mismo para ambas réplicas, la calidad del ARN no fue la misma. Asimismo, el
origen de dichas muestras podria contribuir a la variabilidad obtenida entre
replicas. En comparacion, las muestras obtenidas para la primera réplica mediante

ovulacion inducida en el laboratorio fueron mas homogéneas y de mayor calidad
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en cuanto a los ARN purificados, mientras que en las muestras obtenidas de la
segunda réplica obtenida por colecta en forma natural existi6 un cierto nivel de
degradacion en los ARN purificados (como se puede observar en la figura 4.16).
Por los diferentes inconvenientes que se presentaron durante el desarrollo de la
técnica, las muestras provenientes de embriones en los estadios de BC, BAy OC
no pudieron ser utilizados para analizar la expresion de los genes de interés
mediante qPCR.

Por ello, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta tesis y en vista
de los diversos factores que pueden afectar a la repetibilidad de los resultados con
gPCR, es un objetivo a futuro poder estandarizar las extracciones de ARN en

diferentes tipos de muestra y estadios de R. arenarum.

5.2.1.2 Eligiendo genes de referencia para qPCR
Uno de los problemas en el andlisis de la transcripcion génica es poder

determinar de forma precisa la amplificacion del acido nucleico presente en la
reaccion. Un enfoque comunmente utilizado en la amplificacion del ARNm es el
uso de los denominados genes de referencia o “housekeeping genes”. Un gen de
referencia debe ser, idealmente, aquel que no se encuentre regulado por la
influencia del experimento, 0 sea, que se exprese de manera constitutiva.
Ademas, su expresion debe ser estable, es decir, que debe mantenerse con muy
poca variacién entre las diferentes muestras, y su abundancia debe tener una
correlacion directa con la cantidad de ARNm de la muestra (Radoni¢ et al. 2004;
Bas et al. 2004; Verbrugghe et al. 2019). Ademas, los genes de referencia
deberian expresarse en niveles semejantes a aquellos seleccionados como blanco
(Bustin et al. 2009; Bustin 2017).

Por mas que sean utilizados a menudo, la estabilidad de los genes de
referencia no debe ser algo tomado a la ligera, ya que pueden presentarse dos
problemas. Por un lado, la mayoria de estos genes tienen un nivel elevado de
expresion, resultando en una discrepancia entre la abundancia del transcripto del
gen blanco con respecto al gen de referencia. Por otra parte, su expresion puede
variar dependiendo de la condicion a la cual estdn siendo sometidos (Hruz et al.
2011). Si bien se han hecho publicaciones con un solo gen de referencia, en la
actualidad se recomienda que los ensayos se normalicen con 3-5 genes de

referencia (Huggett et al. 2005).

119



Discusion

A través de los afios, se han investigado muchos genes de referencia en
diversos tejidos y condiciones. Por lo general, los mas utilizados han sido G3P, B-
ACT, 18S, 28S, HPRT (hipoxantina-guanina fosforiltransferasa), PPIA (peptidil
prolil isomerasa A), G6PDH (glucosa 6-fosfato deshidrogenasa), TBP (proteina de
union a la caja TATA), B2M (beta microglobulina), a-Tub (Tubulina alfa), PBGD
(porfobilinbgeno deaminasa) y L13 (proteina ribosdmica L13) (Radoni¢ et al.
2004).

Sin embargo, se han encontrado variaciones en cuanto a la expresion de los
genes de referencia antes nombrados, dependiendo del estudio realizado. En
ensayos realizados en linfocitos humanos se observé que la expresion de B-ACT
varia significativamente entre los estadios de activacion, llevando a resultados
inconsistentes dentro del estudio (Bas et al. 2004). También se ha visto que la
expresion de B-ACT esta influenciada en pacientes con trasplante renal, en
células de corazdn en ovejas, en tejidos tumorales de ovarios y en tejido bronquial
de individuos asméticos, invalidando el uso de este gen como gen de referencia
para gPCR (Glare 2002; Gibbs et al. 2003; Yperman et al. 2004; Fu et al. 2010).

En un estudio exhaustivo realizado con Xenopus laevis, se analizaron 6
genes de referencia normalmente utilizados en esta especie (ODC1, histona H4,
G3P, EEF1A, N-tubulina y L8) (Sindelka et al. 2006). En dicho estudio, ademas,
realizaron las mediciones de cada gen en diferentes estadios del desarrollo
embrionario. De esta forma pudieron determinar que ODC1 parece ser el gen mas
estable en los estadios iniciales (desde el estadio 1 al 10.5) y finales (desde el
estadio 18 al 41, segun Niewkoop y Faber 1994); L8 y GAPDH serian estables
para ser utilizados en los estadios 1 al 19 y H4 mostraria las menores
fluctuaciones a lo largo de todo el desarrollo embrionario. En otro estudio en
Xenopus laevis, se realizd un screening de 6 genes de referencia (eEF1A1, RPLS,
SUB1 L, CLTA, H4 y ODC1). Los investigadores pudieron identificar que eEF1Aly
SUBL1 L eran los genes cuya expresion se mantenia mas estable, lo que permitiria
su utilizaciébn como genes de referencia (Verbrugghe et al. 2019). Sin embargo, en
un estudio similar realizado en X. tropicalis, han demostrado que ODC1, L8 y H4
no podrian ser considerados como buenos genes de referencia, debido a su
variabilidad en los estadios embrionarios utilizados en el trabajo (Dhorne-Pollet et
al. 2013).

Debido a las discrepancias encontradas a lo largo de los afios con respecto a
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los genes que inicialmente se consideraban housekeeping, actualmente se sugiere
realizar un estudio exhaustivo de cuales serian los genes de referencia mas utiles
de acuerdo al tipo de estudio, tejido, organismo y condiciones experimentales
(Hruz et al. 2011; Bustin et al. 2013; Kozera and Rapacz 2013; Remans et al.
2014; Verbrugghe et al. 2019). Esto puede resultar relativamente sencillo en
aquellos modelos de estudio que posean genomas secuenciados y, por lo tanto,
una informacion mas completa. Sin embargo, en el caso de un organismo no
modelo como R. arenarum, la busqueda de genes de referencia para ser utilizados
en qPCR puede ser compleja y de suma dificultad.

Inicialmente, en este trabajo de tesis se seleccionaron genes de referencia
utilizados comunmente, como es el caso de B-ACT, mientras que ODC y L8 fueron
seleccionados posteriormente de acuerdo a los datos aportados por Sindelka et al.
(2006). En el caso de B-ACT se observé una tendencia hacia el aumento de sus
niveles de expresion en las larvas expuestas a 0,5 mg L' de MAZ durante 6 h,
mientras que, en las larvas expuestas por 24 h a la misma concentracion, se
observé una caida abrupta de su expresién. Esto sugiere que la expresion de B-
ACT podria estar siendo influenciada por la exposicion a MAZ y, por lo tanto, no
podria ser considerado como gen de referencia en estos ensayos. Como se ha
mencionado anteriormente, ODC no pudo ser amplificada con éxito debido a su
bajo nivel de transcripcion en R. arenarum. En el caso de L8, fue posible obtener
una amplificacién con valores de Ct normales (18-26) y que, ademas, mostré una
variacion de expresién minima entre las muestras tratadas y las muestras control.
Por lo tanto, seria un candidato potencial a ser designado como gen de referencia
en estos ensayos.

Al obtener los datos del transcriptoma de R. arenarum, fue posible analizar
los niveles de expresion de los potenciales genes de referencia, siempre en
comparaciéon a aquellos utilizados en X. laevis. De este andlisis se puede concluir
gue los transcriptos que menos variacion presentan dentro de las muestras
estudiadas son los transcriptos de Tubulina: TBA1, TBB1, TBB2, TBB4B; el
transcripto de ACTB; G3P; L8; y los transcriptos del Factor de Elongacién-1:
EF1A0 y EF1D. El transcripto de Actina (ACT3) y los transcriptos de Tubulina alfa
1.1, 2, 3y 4, varian significativamente entre las muestras expuestas a MAZ y CLP
con respecto a las muestras control.

Considerando los resultados obtenidos, queda evidenciado que los datos de
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TMM permiten realizar un andlisis a modo de screening, como paso previo al
desarrollo de estudios a través de gPCR. Ademas, podemos decir que la
informacion gendmica o transcriptomica es una herramienta esencial al momento
de desarrollar ensayos de biologia molecular en organismos no-modelo.
Confirmamos asi, que los datos de RNA-Seq tienen el potencial de identificar
aquellos genes con menor variacidon en su expresion, aunque no sea un meétodo
universalmente aceptado para seleccionar genes de referencia (Stanton et al.
2017, Zhuang et al, 2015, Yang et al, 2014).

5.3 Mineria de datos para comparar niveles de expresién a nivel
transcriptdmico en R. arenarum

5.3.1 Niveles de las enzimas blanco de OF y enzimas antioxidantes
Si bien no existen muchos estudios a nivel transcriptdmico sobre los niveles

de las enzimas antioxidantes y las enzimas blanco de plaguicidas
organofosforados, existen reportes sobre la actividad enzimética de estas en
larvas expuestas a MAZ y CLP. Por un lado, Rosenbaum et al (2012) han
observado que, en larvas expuestas durante un pulso de 4 ha 2 mg L ! de MAZ,
hay una induccién en la actividad de GST y una inhibicién en la actividad de CbE.
También se ha visto una disminucion significativa de la actividad de CbE en larvas
expuestas a1y 2 mg L *de CLP durante 96 h, mientras que la actividad de CAT
se vio inhibida significativamente (Liendro et al, 2015). Sin embargo, en larvas de
R. arenarum expuestas a 0,5 mg L't MAZ y 0,1 mg L' CLP no se encontraron
diferencias significativas en las actividades de CAT y GST (Ceschin 2017). Estos
ultimos coinciden con los resultados hallados en esta tesis, donde no se han
encontrado diferencias significativas en los niveles de expresion de las enzimas

mencionadas en ninguna de las concentraciones utilizadas para MAZ y CLP.

En cuanto al nivel de transcripcion del gen que codifica la enzima blanco de
accion de los plaguicidas OF, AChE, se observé un aumento en su expresion en
muestras expuestas a MAZ y CLP durante 6h. Estos datos podrian
corresponderse con estudios realizados anteriormente, en los que se pudo
observar que, en animales expuestos a una situacidon de estrés, aumenta la
actividad de AChE en ciertas regiones del cerebro (Kaufer et al. 1998). En larvas
de R. arenarum, estudiadas en ensayos a campo y en ensayos de laboratorio, se

vio una induccién sobre la actividad de AChE, generada por la exposicion a
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organofosforados. Esto sugiere que los plaguicidas organofosforados inducen la
sintesis de la enzima y su sobreexpresion (Rosenbaum et al. 2012, Liendro et al,
2015).

Por otra parte, la sobreexpresion de AChE puede deberse al aumento de la
expresion de c-FOS, tal como se ha comprobado en esta tesis. El factor de
transcripcion c-FOS posee sitios de unién en los promotores de genes colinérgicos
claves, como los genes que codifican para AChE y la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT). Por lo tanto, un aumento de los niveles de c- FOS podria
activar vias regulatorias que generen cambios en la expresion de las proteinas que

median la neurotransmisién colinérgica en el cerebro (Kaufer et al. 1998).

5.3.2 Niveles de enzimas del metabolismo de poliaminas
En estudios sobre los efectos de la sobreexpresion del ARNm de SAMDC

mediante inyeccion en embriones de Xenopus, se ha podido observar que hay una
disociacion celular desde el estadio de blastula hasta el estadio de gastrula, con
interrupcion del desarrollo embrionario normal (Shibata et al. 1998). En otro caso,
donde realizaron la inyeccién del ARNm de SAMDC en estadios de 1-2 y 8
células, encontraron que la respuesta fue diferente, dependiendo del estadio. Los
embriones inyectados en el estadio de 1-2 células sufrieron disociacion celular y
arresto del desarrollo normal en el estadio de gastrula, mientras que aquellos
inyectados en el estadio de 8 células no alteraron su desarrollo, convirtiéndose en
ranas normales a simple vista. Sin embargo, se observd que las células
descendientes de aquellas inyectadas sufrian apoptosis (Kai et al. 2003). No
obstante, la sobreexpresion de SAMDC no genero un aumento de la concentracion
de espermidina. Estos hallazgos sugieren que el programa materno de apoptosis
heredado en Xenopus se activa por la sobreexpresion de SAMDC y podria servir
para eliminar los dafios celulares siendo asi un mecanismo de defensa en la
embriogénesis, sin alterar el desarrollo embrionario en su totalidad. En este trabajo
de tesis se pudo observar que la expresidon de SAMDC se ve aumentada en las
larvas expuestas a MAZ y CLP, tanto a 6 h como a 24 h. Estos datos podrian
corresponderse con aquellos hallados en Xenopus, ya que el aumento de su
transcripcion podria deberse a la necesidad de activar el mecanismo de apoptosis
para eliminar los dafios celulares causados, ya sea por la exposicién a plaguicidas
0 por otros mecanismos. Por otro lado, el aumento de la transcripcion de SAMDC
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también podria deberse a la necesidad de sintetizar una mayor cantidad de
espermidina. Espermidina actia como donante del grupo aminobutil para las
modificaciones post-traduccionales del residuo de lisina, en el factor de
transcripcion elF5A. Esta modificacion resulta esencial para la actividad del factor
de transcripcion, cuya funcién es contribuir a la transcripcion, el transporte ndcleo-
citoplasma, la renovacion de ARNm y la apoptosis (Nishimura et al. 2009). Los

resultados hallados con respecto a la expresion incrementada de SAMDC, frente a

la necesidad de sintetizar espermidina, se ve reforzada por los niveles de
transcripcion del factor elF5A observados al analizar los datos obtenidos del
transcriptoma, que muestran una tendencia al aumento en las larvas expuestas a
MAZ y CLP durante 24 h, con respecto a las muestras control.

Smirnova et al. (2012) han analizado el estrés oxidativo como el causante de
las alteraciones en el metabolismo de poliaminas, debido a la desregulacion de
ODC y SSAT. Las células de hepatoma humano fueron quimicamente inducidas
para aumentar la produccién de EROs y los niveles de las tres poliaminas. En
estas células hay una sobreexpresibn de ODC y SSAT, reguladas
transcripcionalmente. Esta regulacién estd dada por NRF2, debido a que tanto
ODC como SSAT poseen una secuencia de reconocimiento para varios factores
de transcripcién, incluido NRF2 (Ceci et al. 2017). Los hallazgos al respecto en
esta tesis indican que los niveles transcripcionales de ODC estan aumentados en
las muestras expuestas a MAZ a las 24 hy a CLP a 6 y 24 h. Esto podria deberse
a la induccion de estrés oxidativo, causado por la exposicién a los plaguicidas
organofosforados (Ferrari et al. 2009; Lascano et al. 2009, 2011; Liendro et al.
2015). Sin embargo, los niveles transcripcionales de SSAT y NRF2 se ven
disminuidos en las muestras expuestas a MAZ y CLP, tanto a 6 como a 24 h,
siendo una discrepancia con los resultados hallados por Smirnova et al. (2012). No
obstante, pareciera que NRF2 se encontraria en cantidades elevadas dentro del
ndcleo Unicamente en aquellas células que sean capaces de expresar grandes
cantidades de SSAT (Hyvonen et al. 2006), lo cual explicaria los bajos niveles de
transcripcion encontrados en las larvas utilizadas en la tesis, tanto en NRF2 como
en SSAT.

La disminucion de SSAT podria estar relacionada al aumento en la expresion
de SMOX hallado en esta tesis. SMOX es la enzima encargada de oxidar

espermina a espermidina. Estos hallazgos coinciden con aquellos realizados en

124



Discusion

células humanas de hepatocarcinoma expuestas a etanol y acetaldehido, en las
gue se vio el aumento de la expresion de SMOX y la disminucion de SSAT,
sugiriendo que su regulacion ocurre a nivel post-transcripcional (Uemura et al.
2013). Al verse aumentada la expresiéon de SMOX se podria deducir, ademas, que
la cantidad de espermina disponible para ser acetilada por SSAT se encuentra
disminuida. Por otra parte, esto también coincidiria con los niveles elevados se
SAMDC, enzima necesaria para generar espermidina y espermina. Estos
hallazgos sugieren que, debido a las funciones fisiol6gicas de espermidina, seria
necesario un aumento de su concentracion bajo estas condiciones en el estadio de
larvas. Por ello, las enzimas encargadas de generarla, ya sea por sintesis o por
degradacion de otros sustratos, ven aumentados sus niveles de expresion.

Los niveles de expresion disminuidos en DAO en todas las muestras
expuestas a MAZ y CLP sugieren que la cantidad de putrescina disponible para
ser degradada también se encuentra disminuida. Esto podria deberse a la
necesidad de generar espermidina como proteccion frente a la exposicion a
plaguicidas. La disminucién de putrescina y espermina se observo claramente en
embriones del estadio de OC expuestos a MAZ. El estadio de OC es el mismo
utilizado en el proyecto de RNA-Seq, solo que en este ultimo se utilizaron larvas a
10 dias de alcanzado el OC. Por lo tanto, podriamos decir que hay una
correspondencia entre los niveles de expresion encontrados a nivel
transcriptomico y los niveles hallados con respecto al contenido de poliaminas. Por
otra parte, espermidina no mostrd variacion a lo largo del desarrollo embrionario,
siendo este un hallazgo similar al de Kai et al. (2003) con la sobreexpresion de
SAMDC. Estos hallazgos estan relacionados con la fina regulacion que posee el
metabolismo de poliaminas, tanto a nivel transcripcional como a nivel enzimatico.

Por lo tanto, hemos podido observar, mediante mineria de datos a nivel
transcriptomico, que la exposicion a MAZ y CLP genera alteraciones en el
metabolismo de poliaminas, en ciertos factores de transcripcion y en enzimas
blanco, como AChE. Los resultados obtenidos permiten afirmar que RNA-Seq es
una herramienta valiosa que permite seleccionar aquellas vias metabdlicas que
estén siendo afectadas en un organismo no-modelo, como Rhinella arenarum,

para llevar adelante estudios de toxicologia molecular.
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En la figura 5.1 se esquematiza un resumen de los resultados hallados en
esta tesis, donde se visualizan los cambios en la expresion a nivel transcriptomico
y los cambios a nivel enzimatico. Los cambios a nivel transcriptomico se vieron en
larvas expuestas a MAZ y CLP durante 6 y 24 h. Mientras que los cambios
observados a nivel enzimatico fueron estudiados en embriones expuestos
cronicamente. A nivel transcriptdmico se puede ver que la exposicion a OF induce
la expresion de ODC, SMOX, SAMDC y eEIF5A, mientras que en SSAT y DAO
generan la disminucion de su expresién. La induccién de ODC, SMOX y SAMDC
podria deberse a la necesidad de sintetizar espermidina, la cual induce la
expresion del factor de transcripcion eEIF5A. Por otra parte, la via de degradacion
de las poliaminas genera EROs, al igual que la exposicion por OF. Estas especies
reactivas de oxigeno inducen, a su vez, la expresién de c-FOS, el cual también

produciria un aumento de la expresion de AChE.
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Figura 5.1: Efectos de MAZ y CLP a nivel bioquimico y molecular, sobre el metabolismo de poliaminas, factores de transcripcion y la
enzima blanco, AChE.
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A partir de los resultados obtenidos y su analisis, podemos llegar a las

siguientes conclusiones:

v La exposicion a plaguicidas organofosforados genera

alteraciones en el metabolismo de las poliaminas, en
embriones y larvas de R. arenarum, tanto a nivel de la
actividad enzimatica como a nivel de la expresion de

transcriptos.

v Estas alteraciones en el metabolismo de poliaminas

por exposicion a plaguicidas organofosforados generan por
un lado un incremento en los niveles de las poliaminas que
altera el estado proliferativo, y por otro un aumento en su

degradacion que genera estrés oxidativo.

v Ambos plaguicidas generan efectos diferenciales pese

a tener el mismo mecanismo de accion como familia: DAO
seria un biomarcador util frente a la exposicion a MAZ,
mientras que APAO lo seria frente a la exposicion a CLP,
debido a sus respuestas tempranas en embriones de R.

arenarum.

v La exposicion de 24 h a concentraciones subletales de
MAZ y CLP provoca cambios a nivel transcripcional en los
factores de transcripcion c-Fos y Nrf-2, que regulan a su vez
la transcripcion de ciertos genes asociados al metabolismo de

las poliaminas y el blanco de accion téxica AChE.
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v Se pudieron determinar los potenciales genes de

referencia para futuros estudios en el andlisis de la expresion
en R. arenarum: TBAl, TBB1, TBB2, TBB4B, ACTB, G3P,
RL8 (L8), EF1A0 y EF1D.

v La informacion obtenida por RNA-Seq resulta ser una

herramienta extremadamente Gtil a la hora de realizar un
screening sobre los niveles de expresion y asi definir genes

de interés y genes de referencia.

v A partir de los resultados obtenidos mediante

secuenciacion masiva del ARNm de R. arenarum se pueden
realizar estudios mas profundos para confirmar mediante

gPCR los niveles de expresion vistos en esta tesis.
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Anexo

Secuencias obtenidas mediante secuenciacion de productos de PCR

BETA ACTINA

>180517-R01_E06_B-ACT_B-ACT F.abl 94
GGGGGGGCGGGGCGGTGCCATGTACACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGCATCACACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTTGCCCCAG
AGGACA

>180517-R01_G06_B-ACT_B-ACT R.abl 104
GGGGAAGCGAATAGGCTTGGCAGAGTTCTCTTGATGTCACGCACGATTTCTCTTTCGGCTGTGGTGGTGAAGCTGTAGCCTCTCTCAG
TCAAGATCTTCATGAG

FOS

>180514-028_E14_FOS_FOS_F.abl 406
TAAAATTGGTTTTTTAAGGCATCTTTCCGGTCGGCATCTCCAGTCTTCCTTCCCGGAGAAGGAGAGCTCCCAGCTGCAGATATCACTAG
ACCTCAAATCCGAGCCCCTGGACGACTTCCTCTTCAGCTCTCCGGCTGCCGGACCCTGTGACGCCGCCCGCTCCGTGCCAAACGTGG
ATCTGTCCAGCACCCTGTACTCGTCTGACTGGGAGCCCCTGTACAGCACCCTGTCGGCAGAAGTGGAGCCCCTGTGCACGCCCGTGG
TTACCTGCACGCCAACATGTACCACCTACACCACCTCGTTTGTCTTCACCTACCCTGAGTCCAACTCTTTTCCTAACTGCGGAGCCGCC
CATCGCCGAGGAAGCAGCAGCAACGAGCAGTCGTCGGACTCC CTCAACTCTCCC

>180514-028 G14_FOS_FOS_R.abl 442
AGAGAGAAGCAATTAAAATTGTCAGTAAGGTGGGAGAGTTGAGGGAGTCCGACTACTGCTCGTTGCTGCTGCTTCCTCGGCGATGGGC
GGCTCCGCAGTTAGGAAAAGAGTTGGACTCATGGTATGTGAATACTAACTATGTGGTGTATGTGGTACATGTTGGCGTGCAGGTAACCA
CGGGCGTGCACTGGGGCTCCACTTCTGCCGACAGGGTGCTGTACAGGGGCTCCCAGTCAGACGAGTACAGGGTGCTGGACAGATCC
ACGTCTGGCACGGAGCGGGCGGCGTCACATGGTCCGGCAGCCGGAGAGCTGAAGAGGAAGTCGTCCAGGGGCTCGGATTTGAGGTC
TAGTGCTATCTGCAGCTGGGAGCTCTCTTTCTCCGGGACGGAATTCTGGGAGATGCCTACGGGAAAGAGGGGCTCAGACGAAACCTC

ATGAGC
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NRF2
>180514-028_K12_NRF2_NRF2_R.abl 401
TGGTTGTTTTTTTTTTAATCTTCCCAACCCATGTGAACATACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGG

ATCATGCGCCCGCCTAGGAACTTCAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTACTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCCATGAAGAACGCAACGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCTGAATTCAGTGATTCATTGAATCTTTGAACGC
TTATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGACCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAAGGCGTGGTGTTAGGGATCGG
CCAAAACCCGCGTGGGACGGCCAGTCCCTAAATCTTTGTCGTG

oDC

>180514-028 _M10_OSD_OSD_F.ab1336
ACCGCTTCGTCATCACATGTTGGCCCCAATGCTGCTTGAGTAGTATTTTTCATCCAATTTAGGCTTCTTCTGGAGCACAGGCTTGACATG
AGCATGGTCATACAAAATGCAATTGAAGGATCCGTAGACACCATCGTTGACATAATACATGAGCGTTTTGGGACATGAAGTATCATCTTC
ATCATCGGATCCAGACTGTTCAGTCAACATGACCTTCTTTGCAATGATATTGACTGCGAGGGTGAAGGCTGAAGCAACATAGTATCTTC
CAGGTTCTGCAATAATTTGCACGCCGGAGTCAACTGGAAAGTAAACGGCGAAAGGCAAAGACATATG
>180514-028_010_OSD_OSD_R.ab1363
AAGGGAAGCTGGCGGACTGGAGATACTATGTTGCTTCAGCCTTCACCCTCGCAGTCAATATCATTGCAAAGAAGGTCATGTTGACTGAA
CAGTCTGGATCCGATGATGAAGATGATACTTCATGTCCCAAAACGCTCATGTATTATGTCAACGATGGTGTCTACGGATCCTTCAATTGC
ATTTTGTATGACCATGCTCATGTCAAGCCTGTGCTCCAGAAGAAGCCTAAATTGGATGAAAAATACTACTCAAGCAGCATTTGGGGGCC
AACTTGTGATGGACTGGATCGTATAGTTGAGCGTTTCGACCTACCAGAAAATGGGTGAATATATGTTTCATTGATT
CTTTTCCTCCTTAAATTCT
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APAO
>180517-R01_M06_PAO_PAO_F. ah1815
TGGGAAGTTCAATTGTCCATTGGTATAAGACCCTCGTATGTAGGGGTTACTATGCCATGTGGAGCGCAGCACCCCTCGCAGTTCTGTCA
CTGGCCAACTTGTAAATTGCTTCAATAATCTGACACATACTTCTCCCACTTCACTTTCAGGGAGGGTCTCCATGTGCTCCGCAGCCAATC
CAGTGATCCAACCACAGAGGGTGCTTCTATGCATTGGAACGCAGTCAAAACCTCCAATCTTCTTGAACCACTCTGAACGCCACGTTTGT
TGCCTGCACCCATCAGAATAGCCCTTCAGGCTCTCTGGGCCTTGTTCCCATACCAGCTGTATTCCGGCACAATCATCCGGCCAAAAGG
GCTTTGAAAACTCTAAGAAGATCTTGGCCACTGTGCCAAACCCCAATCGCTGGATGGCCTCCATCTTTCCCTTTGGCAGGGGAGGGTC
AAAAAGAGTAGACGCTCGTTCCTTCATGCACCCAAGAGACACAGTGACAATGACATGATCTGCTGGAAACTGCTCACCGTCTTCACAAA
CCACATTGACCGGATGTTTTGATACCTTCGAAGGTGATGAAGATCCGTCCCACTGGACGCATCGAACAGGCTTACGGCAGCGAAGGGA
ATTAGGCGGCAGCTGGTCTATGAAGACGTCTAGTAGAGCTTGGTAGCCCTTACTGCCCAAGGAGTTAAAAAAGGGTCCCTCGAGAGCA
GTGTATAAGCCAAGCTGACTCAACGAGAACTCATACATGGAGTTACAAGCCTCGTCCACGAAATTTGTCTTTTTTTTAAGAATCTATAATA
T TTATAAAATTTTAT

>180517-R01_006_PAO_PAO_R.abl 842
TGGGCAGTAACTCTTGTTGAGTAGCTTGGCTTATACACTGCTCTCGAGGGACCCTTTTTTAACTCCTTGGGCAGTAAGGGCTACCAAGC
TCTACTAGACGTCTTCATAGACCAGCTGCCGCCTAATTCCCTTCGCTGCCGTAAGCCTGTTCGATGCGTCCAGTGGGACGGATCTTCAT
CACCTTCGAAGGTATCAAAACATCCGGTCAATGTGGTTTGTGAAGACGGTGAGCAGTTTCCAGCAGATCATGTCATTGTCACTGTGTCT
CTTGGGTGCATGAAGGAACGAGCGTCTACTCTTTTTGACCCTCCCCTGCCAAAGGGAAAGATGGAGGCCATCCAGCGATTGGGGTTTG
GCACAGTGGCCAAGATCTTCTTAGAGTTTTCAAAGCCCTTTTGGCCGGATGATTGTGCCGGAATACAGCTGGTATGGGAACAAGGCCC
AGAGAGCCTGAAGGGCTATTCTGATGGGTGCAGGCAACAAACGTGGCGTTCAGAGTGGTTCAAGAAGATTGGAGGTTTTGACTGCGTT
CCAATGCATAGAAGCACCCTCTGTGGTTGGATCACTGGATTGGCTGCGGAGCACATGGAGACCCTCCCTGAAAGTGAAGTGGGAGAA
GTATGTGTCAGATTATTGAAGCAATTTACAAGTTGGCCAGTGACAGAACTGCGAGGGGTGCTGCGCTCCACATGGCATAGTAACCCCT
ACATACGAGGGTCTTATACCAATGTGCCTTTGGGGGTGGATGCAGTGAAAGAGCAAATGGACCCTAACCTTTTTACCTTTTATTATACTC
TCTC TATATCTCACCCTCCCCCACCCACCTCCCGCTTCCTCTCCTA
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SOD

>180517-R01_106_SOD_SOD_F.abl 266
CAAAAAGGAAGGGGGGGGTTGAGTAAATGTTTTTGGTGGAGAGTTACACCGGGTATGGGGGGGGATAACGTCCCGACTCTAGGTTTTT
TTGTGAACACGATGGGTATCGGAAAGCCTTCCGAGATGCGGTGTGAGACACGAATTTGTGGCTTGGATGGATTGAATGGGGGGGTAG
GGGGGGACACACCGAGGTCGTTGTGTGACAGGGGGAGGGAATCGGCC
CGGGCTTTTTCCATCCCACTGGCCGCACGGGGGAATCGTGGAGT

>180517-R01_K06_SOD_SOD_R.abl 309
CGGAAGGATGAAAGAATTTGGTATGGAGACAGAGCAGAGGTGAAACAACCGGCCGGGCTGAAAATATCACCATCTAAAGTCATAAGGG
GTTGGAAGGAGGACCTGGGGTCCCGGAGAAGACTCCCAGAAGTCTAGGTAAGCCAAGAATTACCAGGATTTGGAACAATTAAAGGGAT
AGGTGGCAGGGGAGACATCAAGGGTCTCGGTGCCGTGAGTATAAGGGAGACAGCGATGGCTATTTCCGCTTCACTGGCTCTGAGAGG
GAATGCAGGGCCCTTTCTTTTAAACCGCTTATGAAATGATTGAAGT

SAMDC

>191021-056_G01_SAMDC_Fw-SAM.ab1l 633
TGGAGAAAAAATGAATGGAAAGGACCTTGTTTCTACTGTCCTTCATCTTGATGATTCTCTCGGTGGCAGCACAGTTATCTCTAACCTGAG
ACCGCTCATATTACTTAAATATCTGACCCGGATTGAGTTAATACCGCCTGCCCCCGAGAACGAGAAGGAAATTTTCACTTGACCTTGTG
GTAACACAGCAGCGAATGTGCAAATTTGCTATACCTGGGTTTGCAGTTGACCAATGGGGCAATGAATTCCTTAATCGACAGTGGGCCAC
CTGGTTGGGGAGGAAAACATGGACCAGACTCCTACAAAATGACCCTAGATCAATTATGGACTTTGCAGAGGCCTGGTGAAATATCCCT
GCTCCCCTATAACGCCTTAGCCTTGTAAGCAATTGGTCGAAAAGAACTGTTATGTGGGTTACCCCCTGTACTTTCGGAGCCTGTGAATA
AGCACTGACCAACTAAAGCCAGCAACCCTACCGTACTTAATAATCACCGGGAAACGGATTTACGGGACAGCCAGCGGTCACACAAACG
CGGACAGACGATGTTAAGTACCTATTCAACTTTTGAAGCTGCATTCCTCACTCTCGATTAGAGTGTTTTGTAATTTTTTTCATTTCTCTGT
CTGCGTGAC
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c-JUN

>191021-056_A01_JUN_Fw-JUN.abl 1044
AAAATGTACCCATCCAGTTCTCTGCCCTAAAATGTCACGGACGAGCAGGAGGGCTTTGCGGAGGGATTTGTCCGGGCGTTGCAAGAAC
TTCATAAC

CAGAACAACTTGCCCAATGTCCCCTCTGCCCCCCAGCCGCCCACCTGCACCGGACTGACCTCCGGCGTCTCCTCCATAGCAGGGAAC
AGTGGATA
CAATAACCCCTTGCACAACGAGCCGCCCGTCTATGCCAACCTGAACAACTTCAACCCGACCACCATCAGCACCACCCCTGCCTTCAAC
AGCAACGCCATGGGCTTCGCCTCTCAGCATCACACCAGCCCCCCCATCCCCGTTCAGCACCCCCGGCTCCAGGCTCTGAAAGAAGAG
CCCCAGACGGTGCCCGAGATGCCCGGCGAGACGCCTCCCCTCTCCCCCATCGACATGGAGTCTCAGGAGAGGATAAAAGCCGAGCG
GAAGCGTATGAGGAACCGGATCGCCGCCTCCAAGTGCAGGAAGAGGAAGCTGGAACGCATCGCCCGGCTGGAAGACAAAGTGAAAA
ACTTAAAGTCGCAGAACTCTGAACTGGCGTCAAATGACCCAACTCTCACTCTGCACCCTGCCTTCTCCCTGGTGCCTTATTGTGGTTAA
TGGCGTGGACATTTTCTCGAAGCGAGCAATGGCATAGCTTACGCATGACCCAATGGCCAACCTACCCCATAATGAACGACCCTGATCTT
CCGATTTGGGAATGAGACGGCTTCTTTCCCGCGTTCCACCCCAAAAATTATCGACTAACTTAGGCACCATAACCTTTACGGAACGACTA
AGCTTAAGCGACGCATTGAATACTGCGCAAGTAAAATCTCTGCTTGCTGTGGCCTCCAAAGAGGCAAATGATAATCGAACCAGCAAAGG
TATAGCGTCTGAATCATGTATTACAAAATCCTTACCATACTAACTTAAAATCTGTACACCTCGGACCCAA
GGAGGATTGTATATCCCCTATGGAGCCCCTTCTTTACTGGGAGTATACCGAAATCGATCTCCTACCCTCCACTTTTGCAT

GST-pi

>191021-056_E01_GST_Fw-GST.abl 263
GGGGGTATCTCTTCATTCAGCTCCCTGGTCAGCCATGAGCATTCGCATGGCTTCACAGCGACCTGACAAGGAAATCAAACAGAGAAAT
AAAACCTCGAACCCCTGCAGCTCCTGACCACAATGCAGTTTTCCCCCCCCAAACGTTACAAAAATGAAAAACCAGTCGTCTTCTATTATT
GACTCTTCCTTACAGCAGCTTGGTATTCTGACCAGGGCTAAACTGCAGT ACCAGAAACTGCTACTCGTGGTTGGGAATGCCCTGG

154



Anexo

DAO

>191021-056_C01_DAO_Fw-DAO.abl 1271
GGGGACCTGGAAAAGGAACTGGGTATAACGGCCAATACTTTGATAGCGTCAAGGAGCTAGTCCATAAGTATGAGAAGAATGAACTCAC
CAAGCTACAGCTATCAGATGACAGTGACGATCCTTATTCCACCTTCATGCCCCGTGGAGAATTTAAGACAAAAACAGATATTTATGGTCC
AAAAATATGTGAACCACAAGGAAAACGTTACCAAGTTCTGGGCAACTATGTTGAGTACACCGGCTGGAGCTTTGCTTACCGGGTCCGTC
CATCGGCTGGCCTCCAGATATTTGATATCCAGTATAATAATGAGAGGATAGCCTATGAGGTGAGCATACAGGAGGCCATAGCCTTCTAT
AGCGGGGCCTCGCCCGCTGATATGCAAACACAGTACATTGACTCTGGTTGGGGGATGGGGACAGAACATTATGAGCTGGCAAAAGGA
ATCGACTGCCCTGAGGGGGCCACCTACCAGGATCTCTACAGTTATTACGACACGGACAAACCATTGCGATATAAGAATGCATTGTGTAT
CTTTGAGCAGCCCAAAAAAAATTATTTTTGTTTCCATTATATGGCTCA

ATGTGAGTTCGAAACTGCGCATAGGCATGTGAATTCCGGGGTTAGATGGAAGGTCACTTTATCAAGAAAGCCATTTTTCAGGCTTCCCC
CGGTTATC
TTTAATTTTTTGGTTTCCTTTAGGGTTTACCCCCAAATGGAGGATTTGGATAAACTTTAACCAACGGGATTCAGGAAAAAACGGATGGGA
AAGGGGCGGATTGCCAAACCAGGGCCTTATATTAACGCCTTCCCCCCCTACTGTCGCAAAGACCCCTAAAAAAAATATTTAATCTGTTT
CCAATTGCTTTTTCGGGCTCGCCCCCTTTCTATTTTTCCTTCATTCGGAAATACCCTGGGCCGTTTTAACGCCTTAAAGTCCTTTCAGAG
ATGAAATTTGGAAATGAAGTTTCCACATCCAAAAGGCATAAAGGAACTTTTTTATTTGCGCTTTTCACCTTTGGTAAGTTCCAGTTCCCAA
AAAATTTGTAATGTTTCATAAATTTAACCACAGAAAATGTTTTGCTCCTGACATCTTCAATTTTCTAATATTATTCCCCCTTCCTAAATCTG
GTATGATTCTTAACCTTCCCCCCCCCTCAGGGAGGAGTTTTATTATTTCCCCCTTTAGGGGGTGCTTTTATTCTTGTTCCAAAAGGGAAT
AATGGCCCCCTCAAGGGCTCTCCCCCTCAACCCCGGGATGGGGTTAAACAT
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ARTICLEINFO ABSTRACT

The organophosphorus pesticides azinphos-methyl (AZM) and chlorpyrifos (CPF) exert their toxic action by
inhibition of acetylcholinesterase, but non-target processes such as polyamine metabolism can also be affected.
Our objective was to evaluate the effects of different concentrations of AZM (0.5-, 2-and 9mg L™ 1y and CPF (0.5-
and 1mgL~") on polyamine oxidative metabolism along Rhinella arenarum embryonic development and to
explore its relationship to oxidative stress. Free and conjugated pol i were d by HPLC. The ac-
tivity of spermine oxidase (SMOX), N'-acetylpolyamine oxidase (PAOX) and diamine oxidase (DAO) were
measured through kinetic spectrofluorometry. Free putrescine and spermine were significantly increased in open
mouth embryos exposed to AZM. Free polyamine levels were not affected by CPF exposure. In embryos exposed
to AZM, DAO was increased in tail bud stage and SMOX was increased in open mouth stage, while embryos
exposed to CPF showed an increase of PAOX activity in tail bud stage and a decrease of DAO and SMOX activity
in open mouth stage. Polyamine levels and oxidative degradation enzymes respond differently if R. arenarum
embryos are exposed to AZM or CPF, despite that both insecticides belong to the same chemical family. The early
increase of DAO and PAOX would play a protective role to guarantee the normal progression of embryonic
development. The increased production of reactive species might contribute to an oxidative stress situation
generated by exposure to the insecticides and to the alteration of the antioxidant defense system.

In tail bud stage embryos, PAOX and SMOX were positively correlated to acetylcholinesterase activity and
reduced glutathione levels (GSH), and negatively correlated to the antioxidant enzymes catalase (CAT) and
glutathione S-transferase (GST). In complete operculum embryos, a negative correlation between antioxidant
par and pol: levels and polyamine oxidative metabolism was observed, except for SMOX, which
showed a low positive correlation with CAT and GSH and a negative correlation to PAOX and DAO. We suggest
the use of DAO and PAOX as biomarkers of exposure to AZM and CPF, respectively, as they respond earlier than
the classical biomarker acetylcholinesterase.

Keywords:
Organophosphorus pesticides
Spermine oxidase
N'.acetylpolyamine oxidase
Diamine oxidase

Oxidative stress

Polyamine content

1. Introduction

Polyamines are aliphatic polycations that are involved in different
physiological roles, such as cell cycle progression, proliferation and cell
growth (Wang et al.,, 2004; Zahedi et al., 2007; Mandal et al., 2013).
The most abundant polyamines in vertebrates are putrescine (Put),
spermidine (Spd) and spermine (Spm). Due to their polycationic nature,

polyamines are capable of interacting with negatively charged macro-
molecules, resulting in the stabilization of DNA, RNA, membranes and
proteins (Bachrach, 2005; Moinard et al., 2005). Intracellular poly-
amine levels are maintained within a narrow range through a delicate
balance between the activity of biosynthetic and degradative enzymes
and a transport system. The biosynthetic enzyme ornithine decarbox-
ylase is the rate-limiting factor in the production of Put, and 5
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adenosylmethionine decarboxylase controls the supply of dec-
arboxylated S-adenosylmethionine to build Spd and Spm through
spermidine synthase and spermine synthase, respectively (Pegg, 2009).
Polyamine oxidative degradation comprises the activity of spermine
oxidase (SMOX), spermidine-spermine N'-acetyl transferase, N'-acetyl
polyamine oxidase (PAOX) and diamine oxidase (DAO). The oxidative
activity generates reactive aldehydes and HzO», which may trigger
oxidative damage and stress (Pegg, 2013, 2009).

Pesticide use has greatly increased the quantity and quality of food
for the growing human population but, at the same time, the concern
about their effects on non-target organisms has also risen (Arias-Estévez
et al.,, 2008). The common south american toad, Rhinella arenarum, is a
widely distributed species in Argentina (Kwet et al., 2004). In the north
Patagonia region, R. arenarum breeding and early development occur
during spring and summer in water bodies and temporary pools often
associated with agricultural areas, so they can be exposed to different
pesticides. Among them, chlorpyrifos (CPF) and azinphos-methyl
(AZM) are organophosphorus insecticides that exert their neurotoxic
action by inhibition of acetylcholinesterase. Nevertheless, they can also
alter polyamine synthesis (Lascano et al., 2011la; Sotomayor et al.,
2012) and cellular redox status (Lascano et al., 2011b; Sotomayor et al.,
2015; Liendro et al., 2015) in R. arenarum. Amphibians are among the
vertebrate taxa with a higher proportion of endangered species and
pesticide-related pollution is one of the main factors affecting amphi-
bian populations (IUCN, 2018). Ortiz-Santaliestra et al. (2017) report
that there is a lack of information on pesticide toxicity to amphibians
when compared to other vertebrates because birds, fish and mammals
are used as amphibians' surrogate species in environmental risk as-
sessment of pesticides. We have previously demonstrated that early R.
arenarum embryos exposed to AZM displayed a protective response
through an increase in glutathione S-transferase (GST) activity, while
late embryos were significantly malformed and showed a decrease of
reduced glutathione levels (GSH) (Lascano et al., 2011b). Organopho-
sphorus pesticides also altered polyamine synthesis and decreased the
rate of embryonic development in R. arenarum embryos by increasing
Put and decreasing Spd and Spm levels (Lascano et al.,, 2011a). The
objective of the present study was to determine the impact of CPF and
AZM on polyamine oxidative degradation by assessing the activities of
SMOX, DAO and PAOX, as well as polyamine levels, and to explore the
relationship between polyamine oxidative metabolism and oxidative
stress.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Azinphos-methyl  (0,0-dimethyl  S-[(4-ox0-1,2,3-benzotriazin-
3(4H)-yl)methyl] phosphorodithioate]; 99.0% purity) was purchased
from Chem Service (West Chester, PA, USA). Chlorpyrifos (0,0-diethyl
0-(3,5,6-trichloropyridin-2-yl)  phosphorothioate) as PESTANAL®
(analytical standard), putrescine dihydrochloride, bovine serum al-
bumin, spermidine trihydrochloride, spermine tetrahydrochloride, N'-
acetylspermine trihydrochloride, dansyl chloride, peroxidase from
horseradish (type VI) and luminol sodium salt were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All other reagents used were also
of analytical grade.

2.2. Toad embryo development and exposure

Adult R arenarum males and females were collected during the
breeding season (spring) at Los Barreales lake (538.45344 W68.72918),
a pesticide-free environment. Animals used in this study were main-
tained and treated to alleviate their suffering according to re-
commended guidelines (National Research Council, 2011, 2009). Upon
collection, adults were transported to an outdoor terrarium. Three in-
dependent experiments, using three different pairs of parents, were
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performed for each pesticide. The ovulation of females was induced by
an intraperitoneal injection of 2500 intemational units (IU) of human
chorionic gonadotropin (Ferring Pharmaceuticals). Eggs were laid be-
tween 12 and 16h post-injection. Females were gently held and
squeezed to help with the process. Eggs were fertilized with a testicular
homogenate. Groups of 400 newly fertilized embryos were transferred
to glass recipients containing either amphibian Ringer's solution
(0.65g L~ NaCl; 0.01 g .” ! KCl; 0.02 g L™ ! CaCl,) (control group with
0.3% acetone) or pesticide solution, keeping a ratio of 1 embryo per mL
of solution. Pesticide solutions were prepared by diluting the insecticide
standard solution, prepared in acetone, with an appropriate amount of
amphibian Ringer's solution, keeping acetone to 0.3%. The exact con-
centration of the insecticides in the standard solutions was checked by
gas chromatography with a nitrogen and phosphorus detector (GC-
NPD). The concentrations of AZM tested were 0.5mgL 1 2mgL 1
and 9mglL~!, and those of CPF were 0.5mgL~! and 1mgL~ !
Treatments were carried out by duplicate. Samples were taken at tail
bud (TB, 76 h post-fertilization), open mouth (OM, 5 % days post-fer-
tilization) and complete operculum stages (CO, 10days post-fertiliza-
tion). Embryonic stages were assessed according to Del Conte and Sirlin
(1952). Embryos were maintained at 18-20 °C in a 12:12h light/dark
photoperiod. Solutions were renewed every 48 h until embryos reached
the stage of CO.

2.3. Enzyme preparation and activity determination

Each sample consisted of a total of fifty embryos at TB stage or
twenty-five embryos at OM and CO stages. Embryos were thoroughly
washed with cold Ringer solution, briefly cooled on ice and homo-
genized in 1mL of 143 mM potassium phosphate buffer pH 7.5 with
6.3mM EDTA. The homogenates were centrifuged at 10,000 x g for
20min at 4 °C and the resulting supernatants were frozen until the
enzymatic activity determinations were performed. PAOX, DAO and
SMOX activities were measured according to Goodwin et al. (2011),
with modifications. This technique is based on the coupling of the
production of H;05 by SMOX, PAOX or DAO with the generation of
chemiluminescence due to luminol oxidation (0.25mM) catalyzed by
horseradish peroxidase (0.5 U). The quantification of the luminescence
in real-time and the activity determination was carried out with a
fluorescence spectrophotometer at 500 nm absorbance. The substrates
employed were spermine 1.5mM to measure SMOX activity, N*-acet-
ylspermine 1.5mM to measure PAOX activity and putrescine 1.5mM to
measure DAO activity.

2.4. Polyamine content determination

Fifty embryos at TB and twenty-five embryos at OM and CO stage
were homogenized in 1mL of 143mM potassium phosphate buffer
pH7.5 with 6.3 mM EDTA and 0.2 N HCIO,. Samples were incubated on
ice for 1h and centrifuged 10 min at 3000 x g The supernatant was
derivatized with 20mg mL ™" dansyl chloride and free polyamine con-
tent was assessed by HPLC reverse-phase separation and fluorometric
quantification (Marcé et al., 1995). Samples for the quantification of
conjugated polyamines were prepared as follows: perchloric acid ex-
tracts were mixed with HCl 12 N (1:1), followed by incubation at 70°C
for 24h to achieve acid hydrolysis. The samples were dried until
complete evaporation. The remaining residue was dissolved in 5%
HClO,; and derivatization with dansyl chloride was performed. The
column employed was a Luna® reverse phase, 250 mm x 4 mm, 5 pm of
particle size (Phenomenex, CA, USA). 1,7-diamine heptane was used as
an internal standard both for samples and calibration standards.

2.5. Protein determination

Protein content was determined according to Lowry et al. (1951)
using bovine serum albumin as standard.
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2.6. Statistical analysis

Three independent experiments were performed for each pesticide
and, within each assay, the different treatments were tested in dupli-
cate. For the statistical analysis, data from the three experiments were
pooled (n = 6 for each embryo stage and treatment) as no significant
differences between experiments were observed. Statistical differences
between treatments were assessed by ANOVA and Fisher's lowest sig-
nificant differences (LSD) post hoc test. Figures were made using
GraphPad Prism® software.

Principal Components Analysis (PCA) was performed using the
NTSYSpc2l program to determine the contribution of the different re-
sponse variables and the correlations between them, as well as the in-
fluence of the treatments (AZM or CPF) on the separation or aggrupa-
tion of the individual factors. The analysis was first globally performed,
and then separately applied to TB and CO stages. The variables used to
perform the PCA were Put, Spd and Spm levels, the activities of poly-
amine oxidative enzymes (DAO, PAOX and SMOX), and the activities of
the enzymes catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST) and acet-
ylcholinesterase, along with reduced glutathione levels (GSH). Data
regarding oxidative stress parameters and acetylcholinesterase activity
were obtained from our previously published works (Lascano et al.,
2011b; Liendro et al., 2015; Sotomayor et al.,, 2015).

3. Results
3.1. Polyamine oxidative metabolism

In control embryos, we observed a common profile of PAOX, DAO
and SMOX activities along embryonic development, with an increase of
activity from TB to OM stage, followed by a decline towards CO stage.
Control values for PAOX, DAOX and SMOX are informed in Table 1.

DAO specific activity was differentially affected depending on the
organophosphorus pesticide employed. Exposure to AZM elicited a
significant increase of DAO activity in TB embryos exposed to all the
concentrations tested (Fig. 1A), with a maximum of 62% increase for
the lowest AZM concentration (p < .01). No significant changes were
observed in OM and CO embryos exposed to AZM when compared to
their respective controls. On the other hand, exposure to CPF elicited a
significant decrease of DAO activity in OM embryos exposed to
0.5mgL " (31%; p < .05) (Fig. 1B). OM embryos exposed to 1 mgL ™!
CPF showed a decreasing trend (25%; p = .068). No significant differ-
ences were observed between controls and CPF-exposed embryos at TB
or CO stages.

Exposure to AZM did not alter PAOX activity along embryonic de-
velopment (Fig. 2A), while exposure to CPF elicited a 270% increase in
TB embryos exposed to 1mgL~ ' CPF (p < .05) (Fig. 2B).

A 33% increase in SMOX activity was observed in OM embryos
exposed to 0.5mgL L AZM (p = .01) (Fig. 3A), while a 25% decrease
was observed in OM embryos exposed to 0.5mgL~' CPF (p < .05)

Table 1

Control values of DAO, PAOX and SMOX activity (expressed as nmol min~" pg
protein~") and polyamine levels (expressed as nmol pg protein™')in control
Rhinella arenarum embryos. Values are expressed as Mean = SEM. Different
letters indicate significant differences between embryonic stages (p = 0.05).

Control parameter Embryonic stage

TB oM Cco
DAO 3.1 = 0.24a 4.9 = 0.48b 24 = 0.33c
PAOX 20 = 0.14a 3.6 = 0.20b 28 = 041c
SMOX 29 = 147a 57 = 0.30b 34 = 0.09a
Putrescine 251 = 1.30a 229 = 1.32a 9.4 = 0.96b
Spermidine 7.0 = 0.33a 7.6 = 0.27a 7.5 = 0.52a
Spermine 0.31 = 0.001a 0.4 = 0.024b 0.31 = 0.052a
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Fig. 1. Effect of AZM (A) and CPF (B) on DAO activity, expressed as a per-
centage of control activity, in Rhinella arenarum embryos. Data represent
mean * standard error of 3 independent experiments with duplicate treat-
ments (n = 6). Asterisks indicate significant differences between AZM and CPF-
exposed embryos and their corresponding control (* p = 0.05; ** p = 0.01) as
determined by ANOVA and Fisher's LSD test. Abbreviations: AZM: azinphos-
methyl; CO: complete operculum stage; CPF: chlorpyrifos; DAO: diamine oxi-
dase; OM: open mouth stage; TB: tail-bud stage.

(Fig. 3B). No significant differences were observed in TB and CO em-
bryos exposed to AZM and CPF.

3.2. Polyamine levels

Control Put concentration in R. arenarum embryos did not vary
between TB and OM stage but declined in CO embryos; control Spd
concentration showed no variation throughout embryonic development
and Spm levels followed a similar pattern to that of the oxidases
(Table 1).

Embryos exposed to AZM showed increased levels of Put and Spm.
Particularly, exposure to AZM led to a 46% increase in free Put con-
centration in OM embryos exposed to 2mgL~' AZM (p < .05) and a
53% increase in CO embryos exposed to 9mgL~' AZM (p < .05)
(Fig. 4A). Also, free Spm concentration was increased by 48% in OM
embryos exposed to 2mgL~! AZM (p < .05) (Fig. 4C). Spd was the
only polyamine whose concentration was not significantly affected by
exposure to AZM (Fig. 4B).

Exposure of R. arenarum embryos to CPF did not result in statisti-
cally significant differences in the levels of free Put, Spd or Spm
throughout their development (Table 2). An increasing trend of free
polyamine levels was observed in embryos exposed to 0.5mgL~ " CPF
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Fig. 2. Effect of AZM (A) and CPF (B) on PAOX activity, expressed as a per-
centage of control activity, in Rhinella arenarum embryos. Data represent
mean * standard error of 3 independent experiments with duplicate treat-
ments (n = 6). Asterisks indicate significant differences between AZM and CPF-
exposed embryos and their corresponding control (* p = 0.05) as determined
by ANOVA and Fisher's LSD test. Abbreviations: AZM: azinphos-methyl; CO:
complete operculum stage; CPF: chlorpyrifos; OM: open mouth stage; PAOX:
N'-acetylpolyamine oxidase; TB: tail-bud stage.

when compared to control embryos.
The levels of conjugated polyamines were under the limits of de-
tection for the technique applied, in all the samples.

3.3. Relationship between polyamine levels, metabolism and antioxidant
parameters

The overall analysis on the responses of polyamine metabolizing
enzymes and levels presented in the study, together with the oxidative
metabolism (Ferrari et al., 2009; Lascano et al., 2011b; Liendro et al.,
2015; Sotomayor et al.,, 2015), indicated a well-defined separation of R.
arenarum embryonic stages in the first component, as shown in the
projection plane (Fig. 5A). Correspondingly, TB embryos were posi-
tioned by their higher levels of Put content and DAO and SMOX ac-
tivities, while CO embryos were associated with Spm levels and the
target/detoxifying enzymes acetylcholinesterase, CAT and GST in the
opposite side. In tum, CO embryos showed substantial segregation by
the different treatments in the second component. Given the weight of
the embryonic stages on the variable responses, we performed separate
analysis for TB and CO embryos.

In TB stage, the first component explained 54.6% of the response.
The variables that contributed the most were Spm, DAO, CAT, and GST
in one direction and PAOX and SMOX in the opposite direction. The
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Fig. 3. Effect of AZM (A) and CFF (B) on SMOX activity, expressed as a per-
centage of control activity, in Rhinella arenarum embryos. Data represent
mean * standard error of 3 independent experiments with duplicate treat-
ments (n = 6). Asterisks indicate significant differences between AZM and CPF-
exposed embryos and their corresponding control (* p = 0.05) as determined
by ANOVA and Fisher's LSD test. Abbreviations: AZM: azinphos-methyl; CO:
complete operculum stage; CPF: chlorpyrifos; OM: open mouth stage; SMOX:
spermine oxidase; TB: tail-bud stage.

second component explained 45.4% of the response, associated with the
variables Put, Spd, PAOX, acetylcholinesterase and GSH (Fig. 5B).
Polyamine levels were positively correlated between them and with
DAO activity (Table 3A). PAOX and SMOX were positively correlated to
acetylcholinesterase and GSH and negatively correlated to the anti-
oxidant enzymes CAT and GST, displaying in opposite directions on the
plane. The treatments with AZM and CPF in TB embryos were opposite
on the first component axis. AZM exposure was associated with high
polyamine levels and DAO and GST activities, while CPF treatment was
related to increased activities of PAOX, SMOX and GST, and with ele-
vated GSH levels. Control TB embryos were detached from both treat-
ments and projected along the second component axis.

In CO embryos, 78.2% of the variability of response was explained
by the first component, separating the variables Put, Spd, Spm, DAO
and PAOX in one direction and acetylcholinesterase, GST, GSH and CAT
in the opposite direction. The remaining 21.8% of the varability of
response was explained by the second component, associated with
SMOX and DAO activities located in opposite directions (Fig. 5C).
Acetylcholinesterase activity and antioxidant parameters were nega-
tively correlated with polyamine levels and polyamine oxidative me-
tabolism (Table 3B). The only exception was SMOX, which showed a
low positive correlation with CAT and GSH and a negative correlation
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Fig. 4. Effect of AZM on polyamine concentration in Rhinella arenarum em-
bryos, expressed as a percentage of control levels A) Put, B) Spd. C) Spm. Data
represent mean *+ standard error of 3 independent experiments with duplicate
treatments (n = 6). Asterisks indicate significant differences between AZM-ex-
posed embryos and their corresponding control (* p < 0.05) as determined by
ANOVA and Fisher's LSD test. Abbreviations: AZM: azinphos-methyl; CO:
complete operculum stage; OM: open mouth stage; Put: putrescine; Spd: sper-
midine; Spm: spermine; TB: tail-bud stage.

to DAO. According to the treatment projection on the plane, CPF ex-
posure in CO embryos was associated to polyamine oxidative metabo-
lism by PAOX and DAO activities and increased polyamine levels, and
low activities of antioxidant enzymes, GSH and acetylcholinesterase
activity. CO embryos exposed to AZM associated with incaeased SMOX
activity.

4. Discussion

Polyamines exert an essential role during fetal and embryonic de-
velopment (Fenelon and Murphy, 2017; Hussain et al, 2017; Lépez-
Garcia et al., 2008). In the amphibian Xenopus laevis, early studies by
Osborne et al. (1993) established that an initial limitation in Spd con-
centration to that of Put is necessary for normal embryonic develop-
ment. The ratio of Put:Spd:Spm in R. arenarum embryos is approxi-
mately 88:23:1 at the TB stage and turns to 28:26:1 when embryos
reach the CO stage. Despite that the embryos in our study are more

Pesticide Biochemistry and Physiology 163 (2020) 14-22

Table 2

Free polyamine content (nmol pg protein ') in Rhinella arenarum embryos ex-
posed to CPF. Values are expressed as Mean = SEM. No significant differences
were observed.

TB oM Cco
Putrescine
Omg L™ cPF 2377 = 287 2166 = 3.52 1042 = 1.36
0.5mgL”" CPF 2673 £ 099 2585 = 319 13.20 = 0.40
'lm,gL_1 CPF 2722 = 083 2352 = 279 B.59 = 0.35
Spermidine
Omg L~ CPF 671 = 0.90 813 = 0.69 6.9 = 1.23
0.5mgL™! CPF 742 = 020 Q.08 = 0.45 B78 = 0.84
lm,gL_ICPF 7.55 = 0.24 BE7 = 112 5.63 = 0.16
Spermine
Omg L~ CPF 0.31 = 0.05 0.35 = 0.03 0.36 = 0.06
0.5mg L~ CPF 043 = 016 036 = 0.04 0.42 = 0.08
1mglL™" CPF 0.31 = 0.04 041 = 0.05 0.32 = 0.03

advanced in their development, we can still appreciate a low Spd/Put
ratio of 0.26 in R. arenarum TB embryos and its increase to 0.93 in CO
embryos.

The insecticides AZM and CPF belong to the same chemical family
of organophosphorus pesticides and so they share their mechanism of
action on the main target, acetylcholinesterase (Matsumura, 1985).
However, their impact on polyamine metabolism is different. Exposure
to AZM did not affect PAOX activity throughout embryonic develop-
ment, while PAOX was the eardiest biochemical response observed in
embryos exposed to CPF. DAO, on the other hand, was early increased
in embryos exposed to AZM, while it decreased in OM embryos exposed
to CPF. The effect of AZM and CPF on SMOX activity was evident in OM
embryos, and the effect was the opposite between the insecticides. The
activity profile of control oxidases observed in the present study is si-
milar to that displayed by ornithine decarboxylase, a rate-limiting en-
zyme of polyamine synthesis (Lascano et al.,, 2011a). It is interesting to
note that SMOX displays the highest overall activity among polyamine
degradative enzymes in R. arenarum, while its substrate is found in the
lowest concentration, maybe reflecting its specificity to maintain Spm
at very low levels. Despite that SMOX activity is significantly increased
in OM embryos exposed to 0.5mgL~" AZM, Spm concentration re-
mained similar to control levels. This result is similar to that obtained
by Ceci et al. (2017) in a transgenic mouse model that overexpresses
SMOX, reflecting the well buffered cellular content of Spm. A sig-
nificant increase in Put and Spm concentration was observed in OM
embryos exposed to 2mgL~ " AZM, while Spd showed an increasing
trend. This might indicate a general increase of polyamine synthesis in
these embryos, backed up by an elevated ornithine decarboxylase
specific activity in OM embryos when compared to TB and CO stages
(Lascano et al., 2011a).

The concentrations of CPF and AZM employed in our study are
sublethal concentrations (except the 9mgL 1 AZM concentration),
meaning that no significant mortality due to insecticide exposure is
observed. Early biochemical responses, which occur before any visible
indication of toxicity, can be valuable tools in environmental risk as-
sessment of toxic substances. The early increase of DAO and PAOX
activity observed in TB embryos in the present study suggest their
utility as biomarkers of exposure to AZM and CPF, respectively, as these
enzymes respond earlier than the classical organophosphorus bio-
marker acetylcholinesterase. DAO and PAOX utility as biomarkers
would be reinforced by the fact that early R. arenarum embryos show no
significant inhibition of acetylcholinesterase activity (Lascano et al.,
2011b; Sotomayor et al., 2015), which might be attributed to a mor-
phogenic role where acetylcholinesterase structure is the critical
property, but not its activity (Brimijoin and Koenigsberger, 1999).

It has been suggested that DAO plays a protective role against the
pathological accumulation of diamines in high-proliferation vertebrate
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Fig. 5. Principal component analysis performed in TB and CO embryos (A), and performed separately in TB embryos (B) and CO embryos (C). The variables used
included polyamine content, activity of polyamine oxidative enzymes, oxidative stress parameters and acetylcholinesterase activity. Abbreviations: AZM: azinphos-
methyl; CAT: catalase; ChE: acetylcholi ase; CO: complete operculum stage; con: control; CPF: chlorpyrifos; DAO: diamine oxidase; GSH: reduced glutathione;
GST: glutathione S-transferase; PAOX: N'-acetylpolyamine oxidase; Put: putrescine; Spd: spermidine; SMOX: spermine oxidase; Spm: spermine; TB: tail-bud stage.

tissues (Seiler, 2004) and would also have a leading role in homeostatic increase of DAO activity observed in early R arenarum embryos ex-
control of intracellular biogenic amine levels (Agostinelli et al., 2004). posed to AZM could serve a protective role against the neurotoxic in-
Besides, a protective effect of Put on seizures has been observed in X. secticide, rapidly metabolizing the elevated Put levels to maintain the
laevis embryos through its conversion to y-aminobutyric acid by DAO ratio Spd/Put necessary for normal embryonic development. This hy-
(Bell et al., 2011). Considering these roles, we may suppose that the pothesis is supported by the principal component analysis as well as our
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detoxifying genes, linking polyamine metabolism and oxidative stress.
It has been also reported that oxidative stress triggers the transcription
of ornithine decarboxylase and spermidine-spermine N'-acetyl trans-
ferase genes, with accompanying increases in their activities (Smirnova
et al., 2012). The increase in omithine decarboxylase activity would
collaborate in the antioxidant response through the increase in poly-
amine levels, while the increase in spermidine-spermine N'-acetyl
transferase activity would limit the accumulation of tumor-promoting
polyamines. In previous studies, we observed that ornithine decarbox-
ylase activity is decreased in early R. arenarum embryos exposed to CPF
in a dose-dependent manner (Sotomayor et al., 2012), while exposure
to AZM results in an increase of omithine decarboxylase activity
throughout embryonic development (Lascano et al., 2011a). Our at-
tempts to measure spermidine-spermine N'-acetyl transferase activity
in R. arenarum embryos were unsuccessful and this is probably related
to its recognized very low levels of activity (Matsui and Pegg, 1981).
We also determined that R. arenarum embryonic exposure to AZM and
CPF generates an oxidative stress situation (Ferrari et al., 2009; Lascano
et al, 2011b; Liendro et al., 2015; Sotomayor et al, 2015). Linking
these reports and the present results into one analysis, we may infer
that R arenarum embryo exposure to AZM would elicit a proliferative
response at TB stage as suggested by the results of the principal com-
ponent analysis, characterized by high polyamine levels and DAO ac-
tivity, along with increased GST activity. The increase in GST activity
has been suggested as an adaptive and protective response in previous
studies (Anguiano et al., 2001; Lascano et al., 2011b). In turn, R. are-
narum embryos exposed to CPF showed an increase in PAOX activity at
TB stage, linked to an oxidative stress situation that was evidenced by
the impact on CAT and by a protective antioxidant response suggested
by high GSH levels. It is known that the heme group present in the
active site of CAT is sensitive to superoxide anion generated during
oxidative stress, which reduces the ferric center to a ferro-oxy com-
pound and leads to enzyme inhibition (Kono and Fridovich, 1982). At
CO stage, R. arenarum embryos exposed to sublethal concentrations of
AZM show an increase in SMOX activity associated with a low impact of
oxidative stress and normal activity levels of the antioxidant enzymes
and acetylcholinesterase. For CPF-exposed embryos at similar sublethal
levels, the prognosis is worse as low levels of antioxidant and detox-
ifying enzymes, GSH and acetylcholinesterase are observed in associa-
tion with increased PAOX and DAO activities suggesting oxidative
stress, and a trend towards higher polyamine levels suggesting an al-
tered proliferative status. All the changes observed in polyamine-de-
grading enzymes and their relationship to antioxidant parameters are
summarized in Fig. 6.

In conclusion, DAO and PAOX activities respond earlier than the
classical biomarker acetylcholinesterase to AZM and CPF exposure,
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Fig. 6. Graphical summary of the impact of AZM
and CPF on polyamine oxidative degradation and its
relation to antioxidant parameters in R arenarum
embryos. Effects of AZM and CPF are shown with
black or grey arrows, respectively. Abbreviations:
AZM: azinphos-methyl; CAT: catalase; CO: complete
operculum stage; CPF: chlorpyrifos; DAO; diamine
oxidase; GABA: y-aminobutyric acid; GSH: reduced
glutathione; GST: glutathione S-transferase; N-
acetylSpd: N'-acetylspermidine; N'-acetylSpm: N'-
acetylspermine; PAOX: N'-acetylpolyamine oxidase;
SAT1: Spermidine-spermine N'-acetyl transferase;
SMOX: spermine oxidase; SpdS: spermidine syn-

correlations thase; SpmS: spermine synthase; TB: tail-bud stage.
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respectively, during R. arenarum embryonic development, leading us to
suggest their use as biomarkers of exposure to AZM and CPF. The in-
crease of both DAO and PAOX activities might play a protective role
against the neurotoxic action of the insecticides, allowing for the
normal progression of embryonic development by the maintenance of a
low Spd/Put ratio. As a consequence of insecticide exposure and in-
creased polyamine oxidative degradation, the production of reactive
species would increase, altering the oxidative status of the cell and
hence the antioxidant defense system.
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