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Resumen 

La zona del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén nuclea el 90% de la producción 

de peras y manzanas de Argentina. Las labores culturales conllevan la utilización a 

gran escala de diversos plaguicidas, siendo los organofosforados metilazinfos y 

clorpirifós los más utilizados en la última década. Sus residuos, además, han sido 

detectados tanto en suelo como en agua de la región, afectando a los organismos 

autóctonos como el sapo común Rhinella arenarum, el cual se reproduce y 

desarrolla en el agua durante la época de aplicación. Por presentar un desarrollo 

embrionario y larval acuático, un estilo de vida adulto semiacuático, una piel 

húmeda y sensible y huevos desprotegidos, los anfibios son considerados buenos 

indicadores biológicos de la salud del medio acuático. 

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 vía de las poliaminas. Las poliaminas 

son policationes alifáticos de gran importancia en procesos de desarrollo y 

crecimiento, y pueden interactuar con diferentes macromoléculas. Sus niveles 

están finamente regulados por procesos de biosíntesis, de degradación oxidativa y 

de transporte. En su biosíntesis participan las enzimas ornitina decarboxilasa, S-

adenosilmetionina decarboxilasa, espermidina sintasa y espermina sintasa. En su 

degradación e interconversión oxidativa participan las enzimas espermina oxidasa, 

espermidina/espermina N1-acetiltransferasa, acetilpoliamino-oxidasa y diamino 

oxidasa, las cuales fueron objeto de estudio en esta tesis tanto a nivel de actividad 

como de expresión. Las reacciones de degradación oxidativa, además, generan 

especies reactivas del oxígeno y aldehídos reactivos que pueden impactar sobre 

el sistema de defensa antioxidante. Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis 

consistió en la búsqueda y desarrollo de herramientas moleculares para analizar la 

expresión de genes involucrados en los procesos mencionados y su regulación 

mediante factores de transcripción. 

Para ello, se realizaron exposiciones crónicas y agudas a los plaguicidas 

organofosforados metilazinfos y clorpirifós. Las exposiciones crónicas se 

realizaron con embriones desde fertilización hasta completar el desarrollo 

embrionario. En ellos se evaluaron las actividades de las enzimas degradativas de 

poliaminas en tres estadios embrionarios, mediante espectrofluorometría. Los tres  
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estadios se corresponden al desarrollo temprano (estadio de brote caudal), 

intermedio (estadio de boca abierta) y tardío (estadio de opérculo completo) de R. 

arenarum. Las exposiciones agudas se llevaron a cabo con larvas de 10 días, para 

analizar la expresión de genes de interés mediante RT-qPCR. No fueron viables 

los estudios de expresión 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 exposición de metilazinfos y clorpirifós, 

respectivamente. Además, se podría decir que estas actividades enzimáticas 

cumplirían una función 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 

observó un aumento significativo en las concentraciones de putrescina y 

espermina en embriones intermedios expuestos a metilazinfos, mientras que la 

exposición a clorpirifós no alteró los niveles de las poliaminas. A través de un 

análisis 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 clorpirifós presentaban una 

situación de estrés oxidativo. Mientras que, en estadios tardíos de desarrollo, los 

embriones expuestos a metilazinfos y clorpirifós mostraron una situación de estrés 

oxidativo y una alteración del estado proliferativo. 

Dentro de los estudios moleculares, la tecnología de RNA-Seq es una 

herramienta altamente sensible y precisa. Esta herramienta permite secuenciar el 

ARN para medir la expresión génica a través del transcriptoma, en un proceso 

relativamente accesible desde el punto de vista económico. Resulta ser una 

tecnología adecuada para organismos no modelo, cuya información genómica no 

se encuentre disponible como en el caso de R. arenarum. Por lo tanto, el análisis 

del transcriptoma permitió el avance en los estudios moleculares, analizando la 

expresión diferencial y diseñando cebadores específicos de la especie para 

cuantificar la expresión génica por qPCR. 

Del análisis de la expresión diferencial a partir del transcriptoma de larvas de 10 

días, se analizaron posibles genes de referencia y se estableció que los de menor  
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variación son Tubulina A1, B1, B2 y B4B; actina B; gliceraldehído-3-P- 

deshidrogenasa; L8; y el factor de elongacion-1 EF1A0 y EF1AG. A nivel de 

enzimas blanco, se determinó que la expresión de acetilcolinesterasa aumenta en 

larvas expuestas a plaguicidas organofosforados, al igual que el factor de 

transcripción c-FOS, el cual regularía su inducción. En cuanto a ornitina 

decarboxilasa 1A, su expresión disminuyó a las 6 h pero aumentó a las 24 h de 

exposición a ambos plaguicidas. La expresión de S-adenosilmetionina 

decarboxilasa aumentó en las larvas expuestas a ambos plaguicidas, lo que 

podría atribuirse a la necesidad de activar el mecanismo de apoptosis para 

eliminar daño celular. También estaría relacionada al aumento de la expresión del 

factor de transcripción eIF5A, que es activado por espermidina y participa en el 

fenómeno de apoptosis. En cuanto al metabolismo oxidativo de las poliaminas, la 

expresión de acetilpoliamino oxidasa se incrementó en larvas expuestas a 

plaguicidas organofosforados, mientras que la expresión de 

espermidina/espermina N1- acetiltransferasa disminuyó. Espermina oxidasa 

mostró un ligero aumento de la expresión en larvas expuestas a clorpirifós. 

Finalmente, el tratamiento con plaguicidas organofosforados afectó negativamente 

la expresión de diamino oxidasa. Dentro de los genes analizados para las enzimas 

de estrés oxidativo y respuesta antioxidante, sólo se observó una inducción 

significativa de glutatión peroxidasa 3. El análisis de las respuestas a nivel de 

transcriptos de las enzimas involucradas en el metabolismo de poliaminas sugiere 

que la disminución de espermidina/espermina N1-acetil transferasa podría estar 

relacionada al aumento en la expresión de espermina oxidasa, generando como 

consecuencia que la cantidad de espermina disponible para ser acetilada esté 

disminuida. Esto coincidiría con los niveles elevados de S-adenosilmetionina 

decarboxilasa. Finalmente, los niveles de expresión 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 podría estar generando espermidina como 

protección frente a la exposición a plaguicidas. 

Asimismo, a partir del transcriptoma se pudieron obtener secuencias específicas 

y diseñar cebadores para los genes de: catalasa, S-adenosilmetionina 

decarboxilasa, glutatión S-transferasa-pi, glutatión reductasa, ornitina  
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decarboxilasa, acetilpoliamino oxidasa, diamino oxidasa, espermina oxidasa, c- 

FOS, c-JUN, NRF2, superóxido dismutasa, espermidina sintasa y JNK. Se 

pudieron amplificar 10 de los pares de cebadores diseñados, 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 transcripción muy bajos en las muestras de larvas de R. 

arenarum. Sí fue posible analizar la expresión de beta-actina, S-adenosilmetionina 

decarboxilasa y superóxido dismutasa en exposiciones agudas a 0,5 mg L-1 

clorpirifós, los cuales tienden a aumentar su expresión a las 12 h de exposición 

para luego disminuir a las 24 h. En las muestras expuestas a 1 mg L-1 de 

clorpirifós, se puede ver una tendencia al aumento continuo en la expresión de 

beta-actina y S-adenosilmetionina decarboxilasa, mientras que superóxido 

dismutasa permanece sin cambios. 

En resumen, determinamos mediante minería de datos que las exposiciones 

a metilazinfos y clorpirifós generan alteraciones en el metabolismo de poliaminas, 

en ciertos factores de transcripción y en enzimas blanco, como acetilcolinesterasa. 

A nivel transcriptómico se puede ver que la exposición a plaguicidas 

organofosforados induce la expresión de ornitina decarboxilasa, espermina 

oxidasa, S-adenosilmetionina decarboxilasa y el factor de transcripción eEIF5A, 

mientras que espermidina/espermina N1-acetiltransferasa y diamino oxidasa 

disminuyen su expresión. La inducción de ornitina decarboxilasa, espermina 

oxidasa y S-adenosilmetionina decarboxilasa podría deberse a la necesidad de 

sintetizar espermidina, la cual induce la expresión del factor de transcripción 

eEIF5A. Por otra parte, la vía de degradación de las poliaminas genera especies 

reactivas del oxígeno, al igual que la exposición a plaguicidas organofosforados. 

Estas especies reactivas de oxígeno inducen, a su vez, la expresión del factor de 

transcripción c-FOS, el cual también produciría un aumento de la expresión de 

acetilcolinesterasa. 
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Summary 

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 N1-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-qPCR. 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 quantification of gene expression through qPCR. 

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 A1, 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.  
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The genetic response of S-adenosylmethionine decarboxylase could also be 

related to the increased expression of the transcription factor eIF5A, 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 N1-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 N1-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-1 chlorpyrifos: their expression was 

increased after 12 h of exposure and later decreased after 24 h of exposure. 

Larvae exposed to 1 mg L-1 chlorpyrifos showed a continuous trend towards the  
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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 eIF5A, while the expression of 

spermidine/spermine N1-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 eIF5A. 

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 Situación del Alto Valle de Río Negro y Neuquén 

Argentina produce anualmente alrededor de 1,4 millones de toneladas de 

peras y manzanas. El 90% del total producido en el país se concentra en la región 

del Alto Valle de Río Negro y Neuquén, siendo la provincia de Río Negro la 

principal provincia productora de ambas frutas con más del 75% del total nacional, 

seguida de Neuquén. Argentina es el primer país exportador de peras a nivel 

mundial al comercializar el 60% de la producción total (Storti and Bevilacqua 2017) 

y el decimosexto en manzanas según estadísticas de FAO al año 2016 

(http://www.fao.org/faostat/en/#data/TP). El rol de Argentina en el mercado 

internacional es muy importante por su carácter de comercializador de productos a 

contraestación del hemisferio norte. (Figura 1.1). 

 
 

 

Figura 1.1: Región del Alto Valle de Río Negro y Neuquén. 

 
 

 
Al ser el Alto Valle de Río Negro y Neuquén una zona productora frutícola, 

las labores culturales llevadas a cabo para mantener los cultivos de frutales de 

pepita traen aparejada la utilización de diversos plaguicidas. La principal plaga de 

perales y manzanos es la carpocapsa (Cydia pomonella), y su control ha 

demandado la utilización de grandes cantidades de agroquímicos en las últimas 

décadas. Alrededor de 900 toneladas de insecticidas llegaron a ser aplicadas por 

temporada, correspondiendo la mayor parte a los organofosforados (OF) 

metilazinfos (MAZ) y clorpirifós (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 Río Negro y Neuquén (Loewy et al. 

2011). La detección de plaguicidas en suelo y en agua resulta del escurrimiento y 

percolación de los mismos luego de la aplicación terrestre o aérea, siendo 

absorbidos y adsorbidos por constituyentes bióticos y abióticos, 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 

que garantiza un mayor rendimiento de la producción 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 

acuáticos, se observa una disminución en la riqueza de especies en las zonas de 

drenaje. Esta disminución coincide con las épocas de mayor concentración 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 irrigación (Guerreño et al, 2016). Los 

anfibios suelen estar afectados, principalmente, por su estilo de vida 

semiacuático, una piel húmeda y sensible y huevos desprotegidos. Por ello, son 

considerados buenos indicadores biológicos de la salud del medio (Netting, 

2000). Más del 30% de las especies de anfibios se encuentran calificadas como 

vulnerables, en peligro o en peligro crítico (Stuart 2005). Si bien se desconocen 

las razones que pueden afectar a los anfibios en muchos casos, se pueden 

citar la contaminación química, la lluvia ácida y la destrucción del hábitat, entre 

otras (Becker et al. 2010; Crawford et al. 2010; Pilliod et al. 2010). La 

contaminación ambiental también ha sido implicada en el descenso del número 

de anfibios, existiendo estudios donde se demuestra una correlación directa con 

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

 

 
 

1.2 Plaguicidas 

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

que es utilizada para prevenir, destruir, repeler o mitigar alguna plaga. Esto incluye 

a transmisores de enfermedades en humanos y animales, a plantas no deseadas 

o animales que causen daño durante la producción 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 acción, 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 agrícolas (FAO, 2003) (Figura 1.2). 

 

 

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

 
 

El uso de plaguicidas permite a los agricultores aumentar sus ganancias, 

aumentar la producción y disminuir sus pérdidas mediante el control de plagas. Su 

uso resulta necesario para proveer a la población mundial en expansión con 

suficientes alimentos de calidad nutricional, pero, al mismo tiempo, se ha 

incrementado la preocupación 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 ríos por deriva, escorrentía 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 

autóctonas resulta necesario (Eason and O’Halloran 2002). 

De todos los criterios para la clasificación de los plaguicidas, la más común 

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 pública para el control de vectores de enfermedades como malaria, 

oncocercosis, chagas, etc. La mayoría de los insecticidas ejercen su acción tóxica 

afectando el sistema nervioso de las especies blanco. Debido a su acción 

neurotóxica y al alto grado de conservación del sistema nervioso, se ven afectados 

otros animales no blancos, tanto invertebrados como vertebrados. 

De acuerdo con el grupo químico, los insecticidas pueden ser: 

✓ Clorados: este grupo se encuentra prohibido en nuestro país debido a su 

acumulación en las grasas animales: DDT, clordano, lindano, metoxicloro, 

pertane, heptacloro, aldrin, dieldrin, endrin, isodrin, etc. 

✓ Organofosforados: acefato, clorpirifós, metil demetón, diazinon, dimetoato, 

etión, fenitrotión, triclorfón, mercaptotión, metilazinfos, metidation, triazofós, 

etc. 

✓ Carbamatos: carbofurán, carbosulfán, metomil, pirimicarb, formetanato, etc. 

✓ Piretroides: cipermetrina, ciflutrina, deltametrina, esfenvalerato, permetrina, 

fenpropatrina, lambdacihalotrina, etc. 

✓ Nitroguanidinas: acetamiprid, imidacloprid. 

✓ Benzoilureas: novalurón, clorfluazurón, teflubenzurón, etc. 

 
 

Dentro del gran grupo de insecticidas, los organofosforados (OF) metilazinfos 

(MAZ) y clorpirifós (CLP), han sido algunos de los más comúnmente utilizados en 

la zona del Alto Valle de Río Negro y Neuquén. 
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1.2.1.2 Insecticidas organofosforados 

Tal como se mencionó inicialmente, con el fin de controlar la principal plaga 

que ha afectado la producción frutícola en la región del Alto Valle de Río Negro y 

Neuquén (carpocapsa, Cydia pomonella), se han utilizado diversas clases de 

plaguicidas. Anteriormente, el plaguicida más utilizado fue el insecticida 

organofosforado MAZ (Anguiano and Pechen de D’Angelo 2007). A mediados de 

la década del 2000, la utilización de MAZ se vio reducida drásticamente en un 

40% debido a la implementación de un Plan de Manejo Integrado de Plagas en 

Grandes Bloques. Dicho plan se basaba en la utilización de la técnica de 

confusión sexual y la aplicación de otros plaguicidas alternativos de última 

generación para reducir la población 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 caída de rentabilidad 

en el sector, lo que llevó al abandono de la fruta en los árboles, y a que un número 

muy escaso de productores siguió realizando el manejo integrado de plagas luego 

de que se suspendió el Plan (Cichón et al. 2015). Otro factor que ha contribuido al 

incremento de las poblaciones de dicha plaga es la decisión errónea de no aplicar 

insecticidas durante la primera generación de la carpocapsa o de hacerlo sólo si 

se sobrepasa un límite de captura. Esto trae aparejado el incremento gradual de 

sus poblaciones y de las poblaciones de plagas secundarias, con la consiguiente 

necesidad de intervención con un mayor número de insecticidas en momentos 

cercanos a la cosecha, con el riesgo del aumento de residuos en los frutos 

(Cichón and Garrido 2012). 

Los insecticidas OF derivan del ácido fosfórico y poseen un átomo de fósforo 

unido mediante un doble enlace a un átomo de azufre o de oxígeno. Además, dos 

cadenas alquílicas R1 y R2, que pueden ser grupos metilo, etilo o isopropilo, están 

unidas a través de un átomo de oxígeno al átomo central de fósforo. El enlace 

remanente del fósforo pentavalente se establece con el llamado grupo saliente (X), 

que varía ampliamente entre los diferentes compuestos (Costa, 1997) y es el 

enlace más susceptible a la hidrólisis. 

Los insecticidas OF pueden ser divididos en 6 subclases, identificadas por 

sus nombres químicos, e incluyen a los fosfatos, fosforotioatos, fosforoditioatos, 

fosforamidatos, fosfonatos y fosforotiolatos. En general, son sustancias poco 

solubles en agua y muy solubles en disolventes orgánicos, principalmente en los  
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solventes aromáticos (benceno, xileno) y algo menos en los alifáticos (hexano, 

pentano); por lo tanto, son compuestos liposolubles. 

Los compuestos OF ejercen su acción tóxica específica a nivel sináptico, en 

donde se enlaza de forma covalente con la enzima acetilcolinesterasa (AChE), 

inhibiendo su actividad enzimática. Esto conduce a una acumulación del 

neurotransmisor acetilcolina (ACh) en las sinapsis y uniones neuromusculares 

(Matsumura, 1985). Niveles elevados de ACh provocan la sobreestimulación de 

los receptores colinérgicos de las células postsinápticas y alteran las vías de 

señalización mediadas por estos receptores (Mileson 1998; Pope and Liu 1997; 

Pope et al. 2005). La inhibición de AChE por insecticidas OF es análoga al 

proceso de hidrólisis de su sustrato natural ACh. La inhibición de la enzima AChE 

por un compuesto OF tiene lugar a través de una reacción química 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 

rápidamente hidrolizada para dar ácido acético y la enzima libre, la enzima 

fosforilada es altamente estable y en la mayoría de los casos, dependiendo de los 

grupos unidos al átomo de fósforo, es inactivada irreversiblemente (Fukuto, 1990). 

Esta disminución en la capacidad de reactivación, llamada envejecimiento, resulta 

de la pérdida de un segundo grupo, usualmente un grupo alquilo (R) desde el 

átomo de fósforo. Este hecho estabiliza el complejo AChE-OF y previene tanto la 

reactivación espontánea de AChE como la química (Eto, 1974; Costa, 1997). Por 

lo tanto, los compuestos que envejecen a AChE rápidamente son particularmente 

tóxicos, ya que para la recuperación de la actividad enzimática es necesario 

esperar que ocurra la síntesis 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 Organización Mundial de la Salud 

(OMS) como Clase I altamente tóxico. Junto a su análogo etilado, este compuesto  
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es usado para combatir las plagas de frutales, vegetales, plantas ornamentales y 

cultivos de algodón (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. Actúa como insecticida por contacto y como veneno estomacal. 

 

 

 

 

Figura 1.3: Estructura molecular de MAZ (Metilazinfos). 

 
 

 
Dentro de los plaguicidas OF, MAZ es uno de los más tóxicos. En 

exposiciones agudas, el MAZ es altamente tóxico por inhalación, absorción 

dérmica, ingestión y contacto ocular. La dosis letal-50 (DL50) de MAZ varía 

ampliamente dependiendo de la ruta de exposición y del animal utilizado. La DL50 

oral en ratas es de 4,4 mg kg-1, 80 mg kg-1 en conejillos de la India y entre 8 y 20 

mg kg-1 en ratones. La DL50 dérmica varía entre 88 y 220 mg kg-1 en ratas y es de 

65 mg/kg en ratones. El MAZ es altamente tóxico para mamíferos, aves e insectos 

benéficos, así como también para peces e invertebrados acuáticos. En el caso de 

peces expuestos durante a 96 h, se ha informado una concentración letal 50 

(CL50) de 0,02 mg L-1, mientras que en crustáceos acuáticos expuestos por 96 h 

se informa una CL50 de 0,00022 mg L -1 (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-1, mientras que para larvas expuestas 

durante a 96 h la CL50 es de 10,4 mg L-1 (Anguiano et al, 2002; Ferrari et al, 

2004).    

El plaguicida MAZ ha sido frecuentemente detectado en aguas subterráneas 

y superficiales de la región del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén (Loewy et al. 

1999, 2003, 2011), constituyendo un riesgo potencial para las especies acuáticas 

que habitan los cuerpos de agua tales como peces, anfípodos gamáridos y  
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estadios embrionarios y larvales de anfibios (Ferrari et al. 2004, 2008, 2009; 

Lascano et al. 2011). 

Es importante señalar que el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 

Agroalimentaria (SENASA) determinó, a través de la Resolución 149/16, la 

prohibición de la elaboración, importación y fraccionamiento de MAZ a partir del 1 

de julio de 2016 y la prohibición de su comercialización y uso a partir del 31 de 

marzo de 2017. 

 
 

 
1.2.1.4 Clorpirifós 

El clorpirifós (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 

acción que MAZ. El CLP es moderadamente tóxico y la exposición crónica se ha 

relacionado con efectos neurológicos, trastornos del desarrollo y trastornos 

autoinmunes. La DL50 oral en animales de experimentación es de 32 a 1000 mg 

kg-1. La DL50 por vía cutánea en ratas es superior a 2000 mg kg-1 y de 1000 a 

2000 mg kg-1 en conejos. La DL50 por inhalación de 4 horas en ratas es superior a 

200 mg/m3. En el caso de peces expuestos durante 96 h, la CL50 es de 0,025 mg 

L-1, mientras que en crustáceos acuáticos es de 0,00004 mg L-1 (International 

Union of Pure and Applied Chemiestry, 2019). En el caso de Rhinella arenarum, la 

CL50 a 96h es de 14,3 mg L-1 para embriones y de 1,46 mg L-1 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 Protección Medioambiental (EPA) ha 

restringido su uso doméstico desde el año 2000, luego de que diversos estudios 

indicaran que los niños expuestos a CLP tenían una menor circunferencia craneal, 

un indicador de función cognitiva reducida. A pesar de ello, en muchas 

comunidades se continúa utilizando ampliamente en agricultura donde los niños, 

trabajadores y otros residentes rurales se encuentran expuestos a través del aire y 

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

 
 

 
Este insecticida es ampliamente utilizado en Argentina y, en la zona del Alto 

Valle de Río Negro y Neuquén, sigue siendo utilizado por pequeños y medianos 

productores en reemplazo de MAZ. De acuerdo con información provista por 

SENASA, en el año 2017 se importaron más 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 producción frutal, en el 

orden de 10-100 g L-1 durante el periodo de producción (Loewy et al. 2011). 

 
 

1.2.2 Biotransformación de insecticidas organofosforados 

Una vez que el OF ha sido absorbido por el organismo, sufre una serie de 

reacciones de biotransformación, conduciendo a la formación de compuestos 

conjugados más polares. La biotransformación de los compuestos OF puede 

incrementar ampliamente su potencial anticolinesterásico y, por lo tanto, el efecto 

tóxico resultante es la suma de los procesos bioquímicos competitivos de 

activación y detoxificación. La detoxificación incluye la biotransformación de los 

compuestos OF a metabolitos no tóxicos (Jokanović 2001). Las reacciones de 

biotransformación de xenobióticos pueden dividirse en reacciones de Fase I y 

reacciones de Fase II. 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 oxidación, reducción e hidrólisis. En las 

reacciones de Fase II, 

http://www.ciafa.org.ar/info-fitosanitario-mercado)
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los metabolitos polares son conjugados con sustratos endógenos como 

glucurónidos, glutatión reducido (GSH), sulfatos, acetatos y aminoácidos para 

formar compuestos más hidrosolubles que pueden ser excretados en la orina 

(Jokanović 2001; Livingstone 1998). 

En las reacciones de biotransformación de los OF están involucrados 

diferentes sistemas enzimáticos. Algunos de ellos intervienen en la activación 

metabólica de los OF tales como las monooxigenasas mientras que otros, tales 

como las A-esterasas, carboxilesterasas y glutatión S-transferasas (GST) son muy 

importantes en la detoxificación. El que predomine la reacción de activación o la 

reacción de detoxificación depende de la estructura del compuesto OF y de su 

interacción con dichos sistemas enzimáticos. 

 
 
 

1.3 Poliaminas 

Las poliaminas son moléculas policatiónicas que poseen varios grupos amino 

a lo largo de la cadena. Las aminas se pueden clasificar en alifáticas, como las 

poliaminas putrescina, espermidina, espermina y cadaverina; aromáticas, como 

tiramina, feniletilamina; o heterocíclicas, 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 ácidos nucleicos y las proteínas. 

Las poliaminas conjugadas se encuentran, en su mayoría, conjugadas con 

pequeñas moléculas, tales como compuestos fenólicos. 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 división celular, el florecimiento y la 

respuesta a estrés biótico y abiótico (Pinto and Ferreira, 2014). Las poliaminas 

libres, sin embargo, son las más abundantes, encontrándose en todos los seres 

vivos. Las poliaminas libres más 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 

básicos en su estructura, posee carga positiva a pH fisiológico, haciéndola muy 

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

 

 
 

Figura 1.5: Estructura general de la poliamina Put (Putrescina). 

 
 

Si bien las tres poliaminas más comunes se encuentran en todos los 

organismos, los eucariotas por lo general tienen niveles bajos de Put, mientras que 

los procariotas presentan un contenido más elevado de ésta. Cumple importantes 

funciones fisiológicas en diversas células, siendo también un precursor en la 

síntesis de Spm y Spd. Se ha demostrado que Put, junto con otros iones de 

poliaminas y fosfatos, forma agregados nucleares en los núcleos celulares, 

logrando interaccionar así con moléculas cargadas negativamente como ADN, 

ARN, proteínas y fosfolípidos. Por lo tanto, participarían en la regulación de la 

estructura de los ácidos nucleicos y la síntesis de proteínas (Hou 2001; Igarashi 

and Kashiwagi 2010). 

La Put puede unirse a la membrana de las células, generando una 

disminución en la fluidez de la misma y una resistencia a la fragmentación debido 

a la estabilización de la membrana. Además, se ha encontrado que está 

involucrada en la eliminación de radicales libres y juega un rol importante en la 

homeostasis del Ca2+, Na+ y K+ (Tabor and Tabor 1976). 

 
 

1.3.2 Espermidina (Spd) 

Espermidina es el nombre común 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 metabólicas en los organismos. 
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Figura 1.6: Estructura general de la poliamina Spd (espermidina). 

 
 

Espermidina se forma por la acción de espermidina sintasa (SpdS) mediante 

la aminopropilación de Put, usando el grupo aminopropilo proveniente de la S- 

adenosilmetionina decarboxilada (AdoMetdc) (Michael 2016). 

Además de cumplir funciones similares a espermina, espermidina actúa 

como donante del grupo aminobutil para las modificaciones post-traduccionales de 

un residuo específico de lisina en el factor de transcripción eIF5A, mediante la 

deoxihipusina sintasa. Dicha modificación resulta esencial para la actividad del 

factor de transcripción, cuya función es contribuir a la transcripción, el transporte 

núcleo-citoplasma, la renovación de ARNm y la apoptosis (Nishimura et al. 2009). 

 

 
1.3.3 Espermina (Spm) 

Es el nombre común de la N, N´-bis(3-aminopropil) butano-1,4-diamina (Figura 

1.7). 
 
 
 
 

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

 
 

 
La Spm se produce mediante la acción de la espermina sintasa (SpmS) a 

partir de espermidina. Es la poliamina más básica de todas y en su gran mayoría 

se encuentra unida a los sitios ácidos de las macromoléculas. Su liberación induce 

la vía catabólica de conversión para generar espermidina, mediante espermina 

oxidasa (SMOX) o mediante acetil-poliamino oxidasa (APAO). 
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Una de sus funciones biológicas y fisiológicas más importante es actuar 

como defensa frente al daño causado por estrés oxidativo, estimulando la síntesis 

de los productos de genes protectores, como superóxido dismutasa (SOD), 

proteínas de choque térmico y proteínas reguladoras del ciclo celular. Aunque 

estas funciones corresponden también a las funciones de espermidina, se cree 

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

 
 
 

1.3.4 Biosíntesis 

Las poliaminas se encuentran en todos los eucariotas y en la mayoría de los 

procariotas, siendo sintetizadas mediante la acción de enzimas aminopropil 

transferasas. Estas enzimas utilizan como sustrato S-adenosilmetionina 

decarboxilada (AdoMetdc) y transfieren sus grupos aminopropilo a los aceptores 

aminas mediante la acción de las enzimas específicas para cada aceptor, SpdS o 

SpmS (Pegg and Michael 2010). 

Las poliaminas derivan principalmente de los aminoácidos ornitina (Orn) y 

metionina, mientras que arginina y lisina sirven como alternativas secundarias, 

fundamentalmente en vegetales, hongos y procariotas. La vía más común de 

biosíntesis comienza con la decarboxilación de Orn, mediante ornitina 

decarboxilasa (ODC) para formar Put. Espermidina y espermina, por su parte, se 

forman desde Put mediante la adición de grupos aminopropilo. En el caso de 

espermidina, los grupos son donados por AdoMetdc y adicionados a Put mediante 

la acción de SpdS. Espermina se forma por transferencia del grupo aminopropil 

desde AdoMetdc a la posición N1 de espermidina, mediante la actividad de SpmS 

(Figura 1.8) (Pegg 2014). Alternativamente, Put puede ser sintetizada desde 

arginina mediante la vía de arginina decarboxilasa (ADC) y agmatinasa. 

Si bien ODC es el factor limitante en la síntesis de Put, el suministro de los 

grupos aminopropilo por acción de la enzima S-adenosilmetionina decarboxilasa 

(AdoMetDC), también influye en la síntesis de las demás poliaminas. Esto se debe 

a que, una vez que S-adenosilmetionina es convertida en su forma decarboxilada 

(AdoMetdc), es utilizada exclusivamente para la biosíntesis 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 

conversión de putrescina en espermina y espermidina (Pegg 2009). 
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Figura 1.8: Síntesis de poliaminas. Se observa un esquema de la vía de 
biosíntesis de las poliaminas más comunes. Partiendo desde su precursor, el 
aminoácido ornitina, se obtiene putrescina por acción de ornitina decarboxilasa 
(ODC). Luego putrescina es transformada en espermidina por acción de 
espermidina sintasa (SpdS); y espermidina es transformada en espermina, por 
acción 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 Vía de interconversión y degradación 

En el camino de la interconversión de las poliaminas existen diversas 

aminopropil transferasas que actúan de forma irreversible. 

Las poliaminas pueden ser oxidadas y/o acetiladas para mantener su 

concentración o actividad celular. La regulación de la concentración de poliaminas 

está mediada por poliamino oxidasas que pueden ser clasificadas dependiendo de 

si su cofactor es flavina adenina dinucleótido (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, 

oxígeno y agua. La mayoría de las APAO producen poliaminas más pequeñas, un 

aminoaldehído y H2O2. La acetilación de espermina y espermidina es catalizada 
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por la espermidina/espermina N1-acetiltransferasa (SSAT). Cuando SSAT se 

activa, produce la acetilación de poliaminas, reduciendo su carga positiva y 

evitando así su interacción 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 rápidamente (Figura 1.9). Espermina 

oxidasa (SMOX) convierte espermina en espermidina, generando como productos 

el aldehído reactivo 3-aminopropanal y H2O2 (Seiler 2011). 

En la reacción de degradación de putrescina, ésta puede ser oxidada por 

diamino oxidasa (DAO), produciendo alfa-amino-butaraldehído. Este aldehído 

luego puede ser oxidado a ácido gamma-aminobutírico (GABA). La enzima DAO 

es una amino oxidasa que contiene cobre y actúa principalmente sobre diaminas. 

Su acción sobre Put como precursora de las poliaminas superiores Spd y Spm, 

parece cumplir un papel importante en el control homeostático de los niveles 

intracelulares de aminas biogénicas. Su actividad se encuentra elevada en tejidos 

que se encuentran en rápida proliferación, como placenta, tejidos fetales y órganos 

que sufren procesos hiperplásicos, hipertróficos o neoplásicos (Agostinelli et al. 

2004). 

La actividad catabólica de APAO y de SMOX genera altas cantidades de 

peróxido de hidrógeno, favoreciendo así la apoptosis (Guasco Herrera et al. 2014). 

Asimismo, los aldehídos reactivos también se encuentran implicados en la muerte 

celular en distintos tipos celulares (Agostinelli et al. 2004). 
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Figura 1.9: Degradación e interconversión de poliaminas. Se muestra la 
conversión de espermina a espermidina por medio de espermina oxidasa (SMOX), 
y la conversión de espermina en espermidina, y de espermidina en putrescina, por 
acción sucesiva de espermidina/espermina N1-acetiltransferasa (SSAT) y N1-
acetilpoliamino oxidasa (APAO). La acción de SMOX y APAO genera como 
producto H2O2 y aldehídos reactivos. Además, se muestras la oxidación de 
putrescina a alfa-amino-butaraldehído por acción de diamino oxidasa (DAO). 

 
 
 

1.3.6 Regulación metabólica de los niveles de poliaminas 

Los niveles intracelulares de poliaminas están finamente regulados, 

principalmente, por cambios en las enzimas claves de su metabolismo. Las 

enzimas involucradas están controladas mediante un mecanismo altamente 

especializado a nivel de la transcripción, traducción y degradación proteica, 

involucrando una retroalimentación controlada por la concentración de poliaminas. 

Estas características se encuentran muy conservadas entre todos los organismos 

vivos, sugiriendo que la regulación del nivel de poliaminas es crítica para las 

células. 

El factor limitante en la síntesis de poliaminas, la enzima ODC, es degradada 

muy rápidamente cuando el nivel de poliaminas se incrementa. Esta degradación 

es independiente de ubiquitinación, ya que se debe a la acción de una enzima 



Introducción 
 

18 
 

 

denominada antizima (AZ). La AZ se activa al incrementarse los niveles de las 

poliaminas. La forma activa de ODC es en su forma de dímero, pero la asociación 

entre las dos subunidades es bastante débil, por lo que los dímeros se mantienen 

en equilibrio con monómeros inactivos. Por lo tanto, AZ se une al monómero de 

ODC, inactivando la proteína y marcándola para ser degradada por el proteosoma 

26S. Por otra parte, AZ es regulada por una segunda proteína, denominada 

inhibidor de antizima (AZIn). El AZIn tiene una estructura similar a ODC, pero se 

une con más fuerza a AZ que ODC, inactivando así a AZ y evitando la 

degradación de ODC (Pegg 2006) (Figura 1.10). 

 
 
 
 

 

Figura 1.10: Regulación de ODC (ornitina decarboxilasa). Vía de regulación 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 degradación por los 
proteosomas, y por otro se une al AZIn, lo que evita la degradación de ODC. 

 
 
 

 
Además de la regulación de ODC, la cantidad de la proteína AdoMetDC 

también es importante para mantener los niveles de poliaminas en las células. Su 

regulación ocurre a diferentes niveles, incluyendo la transcripción, traducción y 

recambio proteico. Sin embargo, el mecanismo mejor conocido es el de la 

regulación a nivel traduccional. Se ha visto que, en células humanas, hay un 

pequeño marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) en el 5´UTR del 

ARNm (ARN mensajero) que codifica para un péptido denominado MAGDIS. Este 
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es una pro-enzima que sufre una reacción espontánea de procesamiento, 

generando el grupo prostético piruvoil sobre el extremo amino de las subunidades 

α de AdoMetDC, y también codifica una pequeña subunidad β para la enzima. Este 

procesamiento y la actividad de la enzima final son activadas por Put (Figura 1.8). 

Sin embargo, la protonación incorrecta del grupo piruvoil durante la reacción 

enzimática lleva a la transaminación y conversión en alanina, inactivando 

permanentemente la enzima (Pegg 2009). 

La enzima SSAT también es un factor importante en la vía de interconversión 

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 análogos, como N1, N12-bis(etil)espermina y N1, N12-bis(etil)norspermina. 

Mientras que APAO es una enzima estable y normalmente su actividad excede la 

de la acetilasa, SSAT tiene un recambio rápido y una vida media muy corta, por lo 

que puede responder rápidamente a los cambios en la síntesis o degradación de 

la enzima (Wang and Casero 2006). La regulación de SSAT ocurre a múltiples 

niveles, incluyendo el nivel transcripcional, el procesamiento del ARNm, a nivel 

traduccional y de estabilización 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 transcripción y, además, permite la 

interacción del factor de transcripción NRF2 (Pegg 2008). El empalme alternativo 

es un segundo paso regulatorio en el control de la producción del ARNm de SSAT. 

El pre-ARNm puede sufrir splicing alternativo, generando una variante truncada 

que produce una enzima inactiva (Hyvönen et al. 2006). 

 
1.3.7 Poliaminas y proliferación celular 

La importancia de las poliaminas en el crecimiento y la proliferación celular 

ha sido estudiada y demostrada por décadas. Se ha visto que tanto espermina 

como espermidina promueven el crecimiento, mientras que la disminución en la 

concentración de poliaminas intracelulares disminuye el crecimiento en diversos 

organismos. En eucariotas, las poliaminas juegan un papel importante en la 

progresión del ciclo celular, donde las concentraciones y actividades de ODC y 

AdoMetDC varían 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, proteínas 

quinasas activadas por mitógenos) y el oncogén Ras es la vía de señalización 

mejor definida, involucrada en la proliferación celular. Muchos estudios sugieren 

que las poliaminas están involucradas en la expresión y activación de las MAPKs, 

estimulando la amplificación de protooncogenes. Las señales son transducidas 

desde la membrana celular hacia el núcleo mediante activación de quinasas, 

incluyendo tirosina-quinasas, activando a Ras, MEK y ERK (extracellular signal- 

regulated kinase, quinasa regulada por señales extracelulares), llevando a la 

expresión de protooncogenes y factores de transcripción. Por un lado, se ha 

demostrado que espermidina estimula la fosforilación de tirosina-quinasas como 

ERK1/2 y también activa al oncogén nuclear c-Myc, que puede ser considerado un 

factor de transcripción. Por otro lado, putrescina estimula la fosforilación de 

residuos de tirosinas mediante tirosina-quinasas y la expresión de los 

protooncogenes nucleares c-FOS y c-JUN (Figura 1.11). Estos últimos son genes 

asociados al crecimiento, que se activan durante procesos de proliferación celular. 

Se ha observado que, a continuación de la estimulación por mitógenos, hay una 

activación simultánea de la biosíntesis de poliaminas y la transcripción del 

protooncogén c-FOS. De la misma forma, cuando hay un crecimiento tumoral 

maligno, se incrementa la síntesis de poliaminas, la desregulación de ODC y la 

amplificación de los protooncogenes (Bachrach et al. 2001; Pegg 2009). 
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Figura 1.11: Efecto de las poliaminas en la transducción de señales. La vía 
de las MAPK (proteínas quinasas activadas por mitógenos) es estimulada por 
espermidina y putrescina. Espermidina, formada a partir de putrescina, estimula la 
fosforilación de ERK 1/2 y activa al gen Myc, que funciona como factor de 
transcripción. Por otro lado, putrescina, generada mediante la actividad de ODC, 
estimula la activación de tirosinas quinasas y de los genes FOS y JUN, quienes 
están involucrados en procesos de proliferación 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 oxígeno (EROs), el nivel de pH, la 

presión osmótica y la temperatura. Las especies reactivas de oxígeno se generan 

como productos normales del proceso metabólico, pero no siempre son 

inofensivos. Comprenden un grupo diverso de especies químicas que incluyen al 

H2O2, el anión superóxido (O2
.-

) y el radical hidroxilo (
.
OH), entre otros. Están 

involucrados fisiológicamente en diversas funciones celulares, pero el desbalance 

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

reacciones de oxidación y peroxidación de macromoléculas. Los radicales libres  
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generados pueden provocar daño en las membranas biológicas o pueden oxidar 

proteínas, polisacáridos e incluso el ADN. Además, pueden activar señales 

moleculares que conducen tanto a la apoptosis como a la proliferación celular y 

dar lugar a lesiones pre-neoplásicas (Panemangalore and Bebe 2000). Además, la 

exposición de los organismos a diversos factores ambientales puede generar una 

alteración en el estado redox del organismo, al generar un incremento en la 

producción de EROs (Halliwell 2011). Se ha visto que la exposición de organismos 

acuáticos a plaguicidas OF puede conducir a una situación de estrés oxidativo y/o 

a la alteración 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 

situación de estrés oxidativo (Davies 1995). El sistema de defensa antioxidante 

comprende tanto enzimas como antioxidantes químicos de bajo peso molecular. 

La expresión de las enzimas antioxidantes es modulada, en algunos casos, por los 

propios xenobióticos a los cuales el organismo ha sido expuesto (Janssens et al. 

2002). Dentro de los componentes enzimáticos del sistema antioxidante se 

encuentran las enzimas glutatión S-transferasa (E.C. 2.5.1.18; GST) glutatión 

reductasa (E.C., 1.6.4.2, GR), glutatión peroxidasa Se-dependiente (E.C. 1.11.1.9, 

GPOX), catalasa (E.C. 1.11.1.6, CAT) y superóxido dismutasa (E.C. 1.15.1.1, 

SOD). Dentro de los antioxidantes químicos se encuentran compuestos tales como 

el alfa-tocoferol (vitamina E), el ácido ascórbico (vitamina C), los tioles proteicos (-

SH) y el glutatión reducido (GSH) (Voronkova et al. 2018). 

GSH actúa como una sustancia nucleofílica capaz de eliminar numerosos 

compuestos y sus metabolitos al convertir sus centros electrofílicos en enlaces 

tioéter. Participa también como cofactor en las reacciones catalizadas por las 

enzimas GST y GPOX. Además, GSH protege a las células de la 

desnaturalización de proteínas ocasionada por la oxidación de sus grupos tiol 

durante situaciones de estrés (Noctor 2002).  

Las enzimas GST, por su parte, catalizan el ataque nucleofílico de GSH 

sobre compuestos no polares que contienen un átomo de carbono, de nitrógeno o 

de azufre electrofílico. Diferentes isoenzimas de GST metabolizan agentes 

quimioterapéuticos, insecticidas, herbicidas, carcinógenos y subproductos del  
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estrés oxidativo con propiedades mutagénicas y citotóxicas. Además, algunas de 

estas isoenzimas actúan junto con GPOX para eliminar electrófilos secundarios, 

generados por escisión de los hidroperóxidos generados a causa de la 

peroxidación de ácidos grasos (Hayes y Mc Lellan, 1999).  

La actividad enzimática de GR es la encargada de regular la homeostasis 

celular de GSH y mantener los niveles adecuados que aseguran la protección de 

las células frente a situaciones de estrés. Esta enzima recicla al glutatión oxidado 

que se produce en reacciones redox por la acción de GPOX, a GSH, utilizando 

NADPH como co-sustrato reductor. La enzima SOD destruye el anión superóxido 

al dismutarlo en peróxido de hidrógeno y oxígeno, y, el peróxido generado puede a 

su vez ser eliminado por acción de CAT o GPOX. La enzima CAT es una enzima 

ubicua que cataliza la descomposición del peróxido de hidrógeno produciendo 

agua y oxígeno. Junto con la GPOX, constituye la defensa antioxidante celular 

clave contra los peróxidos (Birben et al. 2012; Halliwell 2011). 

A nivel transcripcional, las enzimas antioxidantes están reguladas por la vía 

denominada Keap1-NRF2. NRF2 (NF-E2-Related Factor 2, factor 2 relacionado al 

factor nuclear eritroide 2) es un factor de transcripción y Keap1 es su represor 

específico. En condiciones normales dentro de la célula, NRF2 se une a Keap1 en 

el citosol, promoviendo su ubiquitinación para ser degradado por los proteosomas. 

Ambas proteínas median la respuesta celular a xenobióticos electrofílicos y 

oxidantes. Específicamente, NRF2 se une al elemento de respuesta antioxidante 

(ERA) para activar la transcripción de los genes que él regula. De esta forma, 

juega un rol importante en la coordinación de la adaptación celular a compuestos 

que puedan causar un daño por estrés. La exposición a compuestos oxidantes 

resulta en la oxidación específica de un residuo de cisteína en Keap1, causando 

su dimerización. Esto evita su unión a NRF2, evitando así la ubiquitinación y 

posterior degradación. De esta forma, las concentraciones celulares de NRF2 se 

incrementan, trasladándose al núcleo y uniéndose a ERA en la región reguladora 

de genes blanco (Lushchak 2011). 

 

 
1.3.7.2 Relación entre poliaminas y estrés oxidativo 

Se ha observado que las concentraciones intracelulares de las poliaminas 

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

concentraciones exógenas pueden influenciar la sensibilidad de la célula al estrés.  
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En diversos estudios se pudo observar que las poliaminas están asociadas con la 

respuesta y protección a diferentes tipos de estrés (Fujisawa and Kadoma 2005; 

Rhee et al. 2007; Rider et al. 2007). Por ejemplo, se ha observado la acumulación 

de putrescina durante el estrés osmótico en cultivos celulares hepáticos 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 unión al ADN, 

las poliaminas lo protegen de los daños estructurales y funcionales que pueda 

sufrir, ya que bloquean la unión de éste con los radicales libres (Rider et al. 2007). 

No sólo cumplen una función protectora uniéndose a la molécula de ADN, sino que 

actúan estimulando la expresión de genes que actúan frente al estrés. Ejemplo de 

ello son los trabajos realizados en levaduras, E. coli y Arabidopsis thaliana (Krüger 

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 

estimulación de la expresión los genes oxyR, Kate y katG, que actúan en la 

protección frente al estrés oxidativo (Tkachenko et al. 2001). Si bien todas las 

poliaminas tienen un potencial de protección en situaciones de estrés celular, es 

Spm la que ha demostrado un rol más eficiente como recolector de EROs. Tanto 

Spm como Spd protegen a las células del H2O2, por un mecanismo aparentemente 

diferente de aquel realizado por GSH (Rider et al. 2007). A concentraciones 

fisiológicas, Spm y Spd son potentes recolectores de -OH, uniéndose también al 

O2
.-, protegiendo así a la célula durante la inflamación, peroxidación lipídica y 

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

 
 

1.4 Organismos modelo vs organismos no-modelo 

Un modelo animal en experimentación es aquel que utiliza animales no 

humanos, seleccionados en función de sus características específicas, para ser 

utilizados en investigación o docencia. Gracias al empleo de modelos animales, se 

han comprendido mejor los principios básicos de la genética, bioquímica, fisiología 

y comportamiento. En el diseño experimental, las claves son la elección de la 

especie animal que más se adapte al estudio y la viabilidad de la extrapolación 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 años se ha acumulado 

gran cantidad de datos sobre los organismos modelo, pudiendo ser utilizados para 

obtener información acerca de otras especies más difíciles de estudiar. Existen así 

organismos modelo genéticos, experimentales y genómicos. Ejemplos de ello son 

Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, 

Xenopus laevis, Danio rerio y Fugu rubripes. Uno de los organismos más utilizados 

como modelo experimental es la rana de uñas africana X. laevis, ya que presenta 

enormes ventajas entre las que se incluyen un buen conocimiento de su fisiología, 

tolerancia a grandes variaciones en el ambiente y fácil mantenimiento en 

cautividad (Pérez et al. 2009). Debido a la conveniencia y utilidad de estos 

organismos, muchos científicos se abocaron a estudiarlos. De esta forma, se 

desarrollaron herramientas y recursos específicamente 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 fáciles de mantener en 

condiciones de laboratorio, o, simplemente, porque no están 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 biología comparativa, los organismos no-modelo son de gran interés 

debido a su diversidad biológica. Sin embargo, trabajar con estas especies genera 

un gran esfuerzo de adaptaciones y desarrollo de metodologías apropiadas para 

estudiarlas. Como resultado, se han generado grandes avances en la práctica y la 

teoría, que no se podrían haber obtenido usando únicamente especies modelo 

(Armengaud et al. 2014). Uno de estos grandes avances es el uso de la 

secuenciación de nueva generación (NGS, Next-generation sequencing), también 

denominada Secuenciación Paralela Masiva. Debido a la gran revolución en la era 

“ómica”, se pueden estudiar una gran variedad de especies, tanto a nivel 

genómico como transcriptómico (Huang et al. 2016). La tecnología de NGS lee 

todo el genoma/transcriptoma de forma aleatoria, acompañado de la rotura de éste 

en pequeñas piezas y luego ligándolas a determinados adaptadores, para realizar 

una lectura al azar del ADN/ARN sintetizado. El estudio del transcriptoma 

mediante NGS se denomina RNA-Seq (Secuenciación del ARN). 
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1.4.1 RNA-seq en organismos no-modelo 

La secuenciación del ARN ha revolucionado el estudio del transcriptoma. Es 

una herramienta altamente sensible y precisa para medir la expresión a través del 

transcriptoma, posibilitando a los investigadores detectar cambios que 

previamente habrían pasado desapercibidos. Permite la detección de 

características conocidas y nuevas en un simple ensayo, logrando la detección de 

isoformas, genes fusionados, variantes de nucleótido simple (SNP) y otras 

características sin la limitación del conocimiento previo. 

La tecnología 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 así 

secuenciado, de manera altamente eficiente, para obtener secuencias cortas. Las 

lecturas son típicamente de una longitud de entre 30 y 400 pares de bases, y 

cualquier tecnología de secuenciación de alto rendimiento puede ser utilizada. 

Algunas de ellas son: Ilumina IG18-21, Applied Biosystems SOLID y Roche 454 

Life Science (Wang et al. 2009). 

La secuenciación del transcriptoma permite obtener la expresión génica para 

un tipo celular, bajo un estímulo determinado, en un momento de tiempo dado. 

Permite, además, cuantificar los niveles de abundancia o cambios relativos para 

cada transcripto durante un estadio del desarrollo determinado o bajo un 

tratamiento específico (Han et al. 2015). 

En el caso de los organismos considerados no-modelo, la tecnología de 

RNA-Seq permite obtener información genómica mediante un proceso 

relativamente accesible desde el punto de vista económico, y considerando la 

relación costo-beneficio. Por lo tanto, no solamente se puede acceder a las 

secuencias de los genes de interés, sino que también se puede obtener 

información sobre sus niveles de expresión, sin tener un conocimiento previo. Esto 

se debe a que la secuenciación 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 secuenciación 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 

país (Kwet et al. 2004) y en la región 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 fácilmente dado 

que los machos son de menor tamaño, presentan una coloración verde- azulada a 

la altura del saco vocal, una formación particular en el pulgar de coloración negra o 

parda llamado “callo nupcial”, que favorece el abrazo durante el acto sexual, y 

porque además 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 (Pisanó y Rengel, 1982). La hembra 

realiza la deposición de los huevos (ovocitos) en el agua mientras que el macho 

los fertiliza abrazado a la hembra mientras nadan, por lo que tanto la fecundación  
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como el desarrollo embrionario son externos. En cada ovoposición 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 fertilización y el desarrollo embrionarios externos facilitan su 

seguimiento y evaluación. Además, estas características determinan que los 

embriones sean blancos accesibles para sustancias contaminantes.  

La reproducción fisiológica de la especie se lleva a cabo una sola vez al año, 

en primavera. En la región del Alto Valle, el apareamiento ocurre durante los 

meses de septiembre, octubre y noviembre en lugares de remanso de las costas 

de los ríos y en canales de riego, coincidiendo con el período de mayor aplicación 

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 podrían estar expuestos, al menos transitoriamente, a 

concentraciones elevadas de estos tóxicos. Esta situación constituye un peligro 

potencial para la especie, que justifica la inclusión de la misma en protocolos de 

evaluación de riesgo. El desarrollo embrionario de los anfibios representa el 

arquetipo del desarrollo de los vertebrados. El gran tamaño de los ovocitos de 

sapos y ranas (1-2 mm), la fecundación y el desarrollo embrionario externos que 

facilitan el estudio experimental en cualquier estadio, el gran número de individuos 

obtenidos simultáneamente en cada ovulación, 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 observación, la posibilidad de su remoción química o quirúrgica y la 

factibilidad de realizar microcirugías y microinyecciones en los embriones, 

transforman al desarrollo embrionario de sapos y ranas en un sistema 

experimental único para estudios embriológicos básicos y toxicológicos (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 fertilización del ovocito, que 

conlleva la rotación del embrión y deja el polo animal hacia arriba. En el segundo 

estadio se produce la expulsión del segundo glóbulo polar y aparece la media luna 

gris en el córtex ovular. La media luna gris es poco visible en R. arenarum debido 

a la coloración oscura propia de los embriones y es la zona donde aparecerá 

posteriormente el labio dorsal del blastoporo durante la gastrulación. Los estadios 

3 a 9 corresponden a la fase de segmentación hasta la formación de la blástula 

tardía, con blastómeros cada vez más pequeños y predominio del polo animal 

sobre el vegetal. En el estadio 10 se inicia la gastrulación y es evidente el labio 

dorsal del blastoporo; la gastrulación se completa con la invaginación gradual del 

tapón vitelino en los dos estadios siguientes. La fase de neurulación abarca los 

estadios 13 a 16 y comienza con la aparición de la placa neural en la región dorsal 

del embrión. Luego se observa la elongación antero-posterior del embrión y la 

formación del surco neural. Además, el embrión posee un movimiento dentro de la 

membrana vitelina (rotación, estadio 15), presentando un acercamiento paulatino 

de los pliegues neurales hasta que se contactan. Finalmente, se completa el cierre 

del tubo neural y el embrión 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 días 

post-fertilización) (Figura 1.13, B). Dichos embriones poseen 4 mm de longitud y 

es fácil separarlos de su envoltura gelatinosa en el laboratorio. El cuerpo es 

ovalado y en la porción más caudal se encuentra un esbozo de la futura aleta 

caudal. La glándula adhesiva comienza a ser visible en este estadio. Los 

embriones utilizan secreciones pegajosas provenientes de esta glándula transitoria 

con fines de estabilización, ya que aún no han desarrollado el disco oral ni la aleta 

caudal que les permitirán una mayor locomoción y adhesión cuando sean 

nadadores activos. El estadio 18 es reconocido por los movimientos musculares 

espasmódicos de los embriones que les permiten eclosionar desde sus envolturas 

gelatinosas. Además, su aleta caudal se encuentra bien definida y los botones 

branquiales muestran un aspecto acanalado. El estadio 19 se reconoce por la 

aparición del latido cardíaco, mientras que en el estadio 20 es posible visualizar la 

corriente sanguínea en los filamentos branquiales. Los estadios siguientes 

abarcan la transición 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 días post- 

fertilización) (Figura 1.13, C). Esta característica 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 

circulación sanguínea en ella. Los estadios 23 a 25 marcan el desarrollo de los 

opérculos y la desaparición de las branquias externas. En el estadio 24 se ha 

cerrado el opérculo del lado derecho. El estadio 25, denominado opérculo 

completo (OC; 10 días post-fertilización) (Figura 1.13, D), se caracteriza por la 

completa reabsorción de las branquias externas. Los embriones control en OC 

tienen una longitud de 10 mm y la porción anterior del embrión es redondeada y se 

encuentra bien diferenciada respecto de la porción posterior constituida por la 

aleta caudal. 

 

 
 

 

Figura 1.13: Estadios de R. arenarum. Fotografía 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). 

 
 
 
 
 
 
 
 



Introducción 
 

31 
 

 

1.4.3 Biomarcadores en Rhinella arenarum 
 

1.4.3.1 Biomarcadores 

Los biomarcadores se definen como indicadores en sistemas biológicos o 

muestras, con cambios medibles a nivel molecular, bioquímico, celular, fisiológico, 

patológico o a nivel de comportamiento en la respuesta a un xenobiótico. El grupo  

de los Institutos Nacionales de Salud (NIH, National Institutes of Health) ha 

definido a los biomarcadores como “una característica que objetivamente medida y 

evaluada funciona como un indicador de los procesos biológicos normales o de la 

respuesta farmacológica a un agente terapéutico”. En el ámbito de la toxicología, 

se los puede clasificar como marcadores de exposición, de efecto y de 

susceptibilidad. De acuerdo con Gupta (2014), los biomarcadores deben ser 

específicos, acertados, sensibles, válidos, biológica o clínicamente relevantes y 

fáciles y rápidos de medir, para poder ser utilizados como herramientas útiles y 

predictivas para testear la toxicidad y estimar el nivel de exposición 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 biológico que arroja información 

sobre la exposición de un organismo a un xenobiótico, el efecto de la exposición 

de dicho organismo o la susceptibilidad del mismo a ese xenobiótico. 

1) Biomarcadores de exposición: sirven para determinar cuánto estuvo 

expuesto el organismo a un xenobiótico determinado, debido a que la presencia 

del xenobiótico o sus metabolitos se encuentran en muestras biológicas del 

individuo monitoreado. 

2) Biomarcadores de efecto: se utilizan para determinar el efecto o la 

respuesta de la exposición de un organismo a un xenobiótico determinado. 

3) Biomarcadores de susceptibilidad: desarrollados para predecir la 

susceptibilidad o resistencia de un organismo a los efectos deletéreos de un 

xenobiótico específico. 

Por otra parte, el desarrollo de biomarcadores específicos para diferentes 

tóxicos se ve actualmente reforzado a partir de la integración y generación de 

distintos datos “ómicos”. Por ello, las tecnologías de secuenciación masiva 

aplicadas a organismos no-modelo como R. arenarum, son herramientas útiles 

para obtener un panorama más completo y así entender los mecanismos de 

acción de un tóxico determinado (Ceschin 2017). 
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1.4.3.2 Estudios de biomarcadores desarrollados en Rhinella arenarum 

Las características 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 acuático. 

Además, el pasaje continuo de agua a través de sus branquias durante estadios 

embrionarios y larvales, y su especial sensibilidad a los productos químicos 

durante esta etapa de vida acuática, hace que los anfibios sean buenos 

indicadores de las condiciones generales del entorno. Debido a que la mayoría de 

las especies de anfibios son susceptibles a xenobióticos durante la fertilización y el 

desarrollo temprano, los biomarcadores de exposición, efecto y susceptibilidad son 

apropiados para conectar la presencia de contaminantes en el medio ambiente 

con su acción en un organismo. Por ello, los biomarcadores ayudan a evaluar el 

estado de salud de las poblaciones de anfibios, actuando como puntos finales de 

intoxicación subletales (Venturino et al. 2003). 

En estudios realizados con plaguicidas organofosforados y carbamatos en 

embriones de R. arenarum, se pudieron observar cambios morfológicos, como la 

reducción del tamaño corporal, el plegado de la aleta caudal, la flexión de la 

notocorda y una pigmentación anormal (Rosenbaum et al. 1988; Ferrari et al. 

2007; Lascano et al. 2009, 2011; Sotomayor et al. 2012, 2015; Liendro et al. 2015). 

Además, se ha observado que los insecticidas malatión, 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 

reproducción 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 más pequeñas, con una mayor frecuencia de embriones 

anormales y mayor mortalidad. Los autores confirman así 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 

que en larvas expuestas a concentraciones subletales de CLP podría verse 

afectada su aptitud y supervivencia. Si bien se analizaron concentraciones no 

letales, se produjeron efectos tóxicos debido a cambios en la temperatura,  
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pudiendo en última instancia reducir la supervivencia larval y disminuir la población 

(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 gástrula, 

expuestos a diferentes concentraciones de CLP, se ha encontrado que existe una 

respuesta temprana al estrés oxidativo, que podría estar ligada a la vía de 

activación de MEK y de regulación 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 regularía la expresión de enzimas detoxificantes como 

GST. Esta regulación se daría a través de la expresión y cambio de localización 

subcelular, de las proteínas de la ruta MAPK, MEK y ERK, desde etapas 

embrionarias hasta el desarrollo larvario avanzado, aumentando también la 

expresión de factores de transcripción, 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 disminución de los niveles de poliaminas en etapas embrionarias y 

un aumento en la concentración de putrescina al final del desarrollo embrionario 

como una respuesta de recuperación (Venturino et al. 2001). También se ha 

observado un aumento de putrescina, mediante inducción 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, lo que sugiere 

una disminución de la actividad de ODC por acción del plaguicida (Sotomayor et 

al. 2012). Por lo tanto, las poliaminas podrían ser biomarcadores útiles de efecto 

de plaguicidas y respuestas de recuperación durante el desarrollo de los anfibios, 

dependiendo de la fase y el nivel de exposición. 

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 producción de frutas. Se reportó una 

inhibición de las enzimas acetilcolinesterasa y carboxilesterasas luego de una 

semana de exposición 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 HIPÓTESIS 

La exposición de embriones de Rhinella arenarum a insecticidas 

organofosforados conduce a la expresión diferencial de genes relacionados con la 

respuesta frente al estrés. Estos genes involucrarían distintos tipos de respuestas, 

como los mecanismos de respuesta antioxidante y la modulación de la vía de 

poliaminas, al igual que la regulación corriente arriba (“upstream”) de factores de 

transcripción. Esto permite su utilización como biomarcadores moleculares 

tempranos de exposición al tóxico. 

 

 
2.2 Objetivos 

 

2.2.1 Objetivo general 
 

Identificar y desarrollar biomarcadores moleculares en Rhinella arenarum que se 

relacionen en forma temprana con efectos tóxicos por exposición a plaguicidas 

organofosforados. 

 

2.2.2 Objetivos específicos 

1. Estudiar los efectos de plaguicidas organofosforados sobre la expresión de 

transcriptos que codifican a factores de transcripción, efectores de vías de 

fosforilación, estrés oxidativo y enzimas de la vía de poliaminas en embriones 

de R. arenarum. Para ello se requiere:  

a. Desarrollar los cebadores necesarios para analizar la expresión genética 

en R. arenarum por técnicas como RT-PCR y qRT-PCR. 

b. Optimizar las técnicas de amplificación genética y de detección. 

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

la síntesis y degradación de poliaminas y su relación con el estrés oxidativo. 

3. Identificar blancos moleculares como potenciales biomarcadores de respuesta 

temprana frente a la exposición a plaguicidas organofosforados. 
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3.1 Materiales 
 

3.1.1 Material biológico 

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), ubicados a 80 y 120 Km, 

respectivamente, de distancia de la ciudad de Neuquén (Figura 3.1). Dichas zonas 

fueron seleccionadas porque constituyen áreas de referencia libres de aplicación 

de plaguicidas. Los animales fueron mantenidos en cautiverio a la intemperie, 

durante 24-48 h, en un pequeño 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 recolección de especímenes 
adultos de R. arenarum. Las flechas rojas indican los sitios de recolección (Lago 
Mari Menuco: -38.611016S, -68.468470O; Lago Barreales: -38.509980S, - 
64.960498O) de los ejemplares utilizados en la tesis. 
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3.1.2 Material químico 

Los plaguicidas organofosforados utilizados, metilazinfos y clorpirifós (MAZ y 

CLP; 99% pureza) fueron comprados a Chem Service (West Chester, PA, USA). El 

cloruro de dansilo 1,7-diamino heptano, espermina, putrescina, N1- 

acetilespermina, luminol, HRP y la albúmina 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 ácidos nucleicos, el kit PURO ADN 

CLEAN UP y el kit Puro Gel Extraction fueron comprados a Productos Bio-lógicos 

(PB-L, Quilmes, Buenos Aires, Argentina). El Quick-Zol fue comprado a Kalium 

Technologies (Bernal, Buenos Aires, Argentina). El clorpirifós radioactivo C14 fue 

provisto por la International Atomic Energy Agency (IAEA), Viena. Los cebadores, 

oligo-dt fueron encargados a Macrogen (Geumcheon-gu, Seoul, República de 

Korea) y Tecnolab (Buenos Aires, Argentina). El kit de qPCR (iQtm SYBR® 

GREEN SUPERMIX) fue comprado a Bio-Rad (California, USA). El Kit de 

retrotranscripción Revert Aid® (Retrotranscriptasa, buffer de reacción 5X), RNA 

Later®, DNAsa kit (DNAsa, Solución stop y Buffer de reacción) fueron comprados 

a Thermo Fisher Scientific. Todos los demás reactivos utilizados fueron de grado 

analítico. 

 
 
 

3.2 Métodos 
 

3.2.1 Fertilización in vitro de embriones de Rhinella arenarum 

Se realizaron tres experimentos a partir de ovulaciones independientes para 

cada parámetro a analizar, utilizando parejas distintas de sapos adultos. Las 

hembras fueron aclimatadas durante 24 h a 20-23°C. Su ovulación se indujo por 

inyección intraperitoneal de 2500 UI de gonadotrofina coriónica humana. Alrededor 

de 12-17 h después de la inyección se produjo la ovulación de las hembras, con la 

ayuda de masajes abdominales para estimular la liberación de los ovocitos. La 

fertilización in vitro de los ovocitos fue realizada pincelando a los mismos con un 

macerado de testículos de macho (Figura 3.2) (Ferrari et al. 2008). 
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Figura 3.2: Ovulación de R. arenarum. Se observa un ejemplar de hembra 
adulta en proceso de ovulación, la flecha señala 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 Preparación y control de soluciones estándar de metilazinfos y 

clorpirifós 

Se prepararon soluciones estándar de MAZ de 18 g L-1 y de CLP de 1 g L-1. 

Los insecticidas fueron pesados y disueltos en un volumen apropiado de acetona 

calidad pro-análisis de residuos de plaguicidas. Las concentraciones de las 

soluciones estándar fueron controladas por cromatografía gaseosa acoplada a un 

detector nitrógeno-fósforo (GC-NPD). 

 

 
3.2.3 Exposición a plaguicidas organofosforados 

Se llevaron a cabo dos tipos de exposiciones: por un lado, se realizaron 

exposiciones crónicas para estudios bioquímicos y moleculares; y por otro, se 

realizaron exposiciones agudas para estudios moleculares y de toxicocinética. 
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3.2.3.1 Exposiciones crónicas con embriones: 

Los embriones obtenidos fueron expuestos desde fertilización 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 relación de 1 

embrión/mL de medio de Ringer de anfibios. Para ello se utilizó un esquema 

semiestático, de acuerdo con la metodología habitual del laboratorio para estudios 

toxicológicos con embriones, con renovación 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 

0,5 mg L-1 y 2 mg L-1 (siendo 40 y 10 veces más bajas, respectivamente, que la 

LC50-96 h para embriones); y una concentración letal de 9 mg L-1 (2 veces más 

baja que la LC50-96 h para embriones) (Anguiano et al, 2002; Ferrari et al, 2004). 

Además, se realizaron exposiciones a dos concentraciones subletales de 0,5 mg 

L-1 y 1 mg L-1 de clorpirifós (siendo 40 y 20 veces más bajas que la LC50-96 h) 

(Sotomayor et al, 2012). En cada ensayo se colocaron además bandejas con 

embriones no expuestos como controles, con una concentración final de 0,3% de 

acetona. Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado en cada 

experimento. Las soluciones de trabajo se prepararon diluyendo la solución 

estándar concentrada del principio activo preparada en acetona y controlada por 

GC-NPD, en un volumen apropiado de solución Ringer de anfibios (0,65 g L-1 

NaCl; 0,01 g L-1 KCl; 0,02 g L-1 CaCl2) (Figura 3.3). Tanto el material de 

laboratorio utilizado durante los experimentos como el medio líquido que contenía 

el plaguicida fueron adecuadamente descontaminados por hidrólisis básica con 

una solución 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 qPCR se 

realizaron exposiciones a concentraciones subletales de CLP y MAZ (0,5 mg L-1 y 

1 mg L-1), mientras que para los estudios de RNA-Seq se realizaron exposiciones 

a 0,5 mg L-1 de MAZ y 0,1 mg L-1 CLP. En ambos casos se utilizaron larvas a 10 

días de alcanzado el estadio de OC. Las exposiciones se realizaron nuevamente  
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en bandejas de vidrio manteniendo la relación 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. Además, se mantuvo una población 

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 crónicas se evaluó el desarrollo embrionario 

en todos los tratamientos y los estadios fueron asignados de acuerdo con Del 

Conte y Sirlin (1952). Se monitoreó la mortalidad y los individuos muertos fueron 

removidos. El criterio de mortalidad utilizado fue la ausencia de latido cardíaco y/o 

de circulación sanguínea en branquias y aleta caudal en embriones tardíos que ya 

hubieran superado el estadio de latido cardíaco. En embriones en estadios 

previos, se consideraron muertos aquellos individuos que se detuvieron en su 

desarrollo y no progresaron al estadio embrionario siguiente. Además, se 

monitorearon las alteraciones morfológicas utilizando una lupa estereoscópica con 

aumentos del 4X al 40X, realizando un registro fotográfico 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 comprendió 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 bioquímicos, mientras que para los análisis 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 

solución Ringer fría, 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 solución buffer fueron guardadas las muestras y cómo se retomó 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 parámetros analizados en la tesis: A) Brote caudal; B) Boca 
abierta; C) Opérculo completo. 

 
 
 
 
 

 
3.2.5 Estudios bioquímicos 

 

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 midió la actividad de APAO, DAO y SMOX, enzimas 

de degradación oxidativa de poliaminas, de acuerdo con la técnica de Goodwin et 

al. (2011), con modificaciones. Dicha técnica se basa en el acoplamiento de la 

producción de H2O2 por SMOX, APAO o DAO con la generación de 

quimioluminiscencia como consecuencia de la oxidación del luminol, catalizada 

por la peroxidasa del rábano (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 enzimática. Como buffer 

de reacción se utilizó Tris-HCl 100 mM, pH 8. Además, se utilizaron luminol 0,25 

mM, peroxidasa de rábano (HRP, 0,5 U) y el sustrato correspondiente para medir 

cada una de las actividades enzimáticas. Para medir la actividad de SMOX se 

utilizó espermina 1,5 mM; para APAO se utilizó 1,5 mM de N1-acetilespermina; y 

para DAO se usó 1,5 mM de putrescina. La cuantificación de la luminiscencia en 

tiempo real y determinación de la actividad se llevó a cabo con un 

espectrofotómetro de fluorescencia (λEx= 0; λEm= 500).  

 

 
3.2.5.2 Niveles de poliaminas libres y conjugadas 

Se utilizó la técnica de Schenkel et al. (1996) para determinar los niveles 

endógenos 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 

agregó a cada tubo ácido perclórico 1 N en cantidad suficiente para alcanzar una 

concentración final de 0,2 N y se mezcló por agitación. Las muestras se colocaron 

durante 60 min en baño de hielo y fueron centrifugadas a 3000 x g durante 10 

minutos, sin necesidad de refrigeración. El sobrenadante, conteniendo poliaminas 

libres, fue derivatizado con 20 mg mL -1 de cloruro de dansilo. A fin de determinar 

la concentración de poliaminas libres, los derivados secos se volvieron a disolver 

en 200 μl de acetonitrilo antes de ser inyectados en un HPLC en fase reversa 

utilizando acetonitrilo puro como solvente para la separación de las poliaminas 

dansiladas. Las poliaminas libres fueron cuantificadas por fluorometría con una λ 

de excitación de 342 nm y una λ de emisión de 512 nm (Cochón 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 ácido perclórico fueron 

mezclados con HCl 12 N (1:1), seguido de incubación a 70°C durante 24 h para 

lograr la hidrolisis ácida. Las muestras se dejaron secar hasta evaporación 

completa. El residuo remanente fue disuelto en HClO4 al 5% y se realizó la 

derivatización con cloruro de dansilo como se describió anteriormente. Se utilizó 

una columna LUNA® de fase reversa, de 250 mm x 4 mm, 5 µm de tamaño de 

partícula (Phenomenex, CA, USA). Se utilizó 1,7-diamina heptano como estándar  
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interno de calibración de las muestras.  

 
 

3.2.6 Estudios moleculares 
 

3.2.6.1 Uso de los datos obtenidos por secuenciación masiva del 

transcriptoma de Rhinella arenarum 

Las larvas utilizadas en la exposición aguda, mencionada en la sección 

3.2.3.2, fueron utilizadas para realizar un experimento de secuenciación 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 utilización y procesamiento. A 

partir de este estudio se obtuvieron las secuencias de referencia de la totalidad del 

ARNm 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 Depuración de secuencias anotadas en el transcriptoma mediante 

herramientas bioinformáticas 

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 más 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 bioinformáticas, 

disponibles online en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

http://rhinella.uncoma.edu.ar/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Metodología de trabajo 

45 

        

 

 

Tabla 3.1: Número de transcriptos obtenidos mediante RNA-seq para cada 
gen de interés. 

NOMBRE DEL 

GEN 

N° de Transcriptos 

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 traducción en aminoácidos. 

Es muy útil para encontrar secuencias nuevas para potenciales segmentos 

codificadores de proteínas, verificando la proteína predicha mediante el uso de 

SMART BLAST y BLASTP. Se tomaron en este caso los valores por defecto, 

donde la herramienta considera únicamente los sitios “ATG” como puntos de inicio 

del codón y el largo mínimo de los ORF de 75 nt (nucleótidos). 

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:  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE= 

BlastDocs 

 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): se encarga de encontrar 

regiones de similitud entre secuencias biológicas. El programa puede comparar 

tanto nucleótidos (blastn), como proteínas (blastp), como así también traducir las 

secuencias nucleotídicas a proteína (blastx) para luego buscar secuencias con 

similitud. Las comparaciones se realizan contra diferentes bases de datos y se 

calcula la significancia estadística. 

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

 
 

3.2.6.3 Diseño de cebadores específicos 

Una vez depuradas las secuencias, se diseñaron cebadores para amplificar 

las regiones de interés y secuenciarlas a fin de obtener una corroboración 

fehaciente de las mismas. Se obtuvieron resultados positivos en algunos 

constructos. Por esta razón, a la hora de diseñar los cebadores para las 

secuencias seleccionadas, se tuvieron en cuenta tanto los resultados de la 

herramienta Primer3 como del PrimerBLAST. Se diseñaron 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). 

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

 

 
 
 
 

3.2.6.4 Extracción de ARN total 

Por un lado, se utilizó ARN de hígado de especímenes adultos de R. 

arenarum y de larvas control en estadio n° 25, con el objetivo de evaluar la 

utilidad de los cebadores diseñados para corroborar las secuencias obtenidas a 

partir del transcriptoma. Por un lado, para verificar la utilidad de los cebadores 

específicos diseñados para el análisis de la expresión mediante qPCR (ver sección 

3.2.7.9), el ARN se extrajo a partir de larvas en estadío n° 25 expuestas a OF y 

larvas control. Para las muestras de hígado se procedió a colocar 800 µL de 

Quick-Zol® por cada 100 mg de tejido y se guardaron a -20°C hasta su utilización; 

mientras que a las muestras de larvas en estadio n° 25 se adicionaron 150 µL de 

RNA Later® por cada 5 larvas y se guardaron a -20°C hasta su utilización. En 

todos los casos se procedió con el mismo protocolo de purificación. En un primer 

paso se procedió a extraer todo el Quick-Zol® o RNA Later®. Luego, las muestras 

fueron homogeneizadas de forma manual, con homogeneizador de teflón y 

nitrógeno líquido, manteniéndolas en baño de nitrógeno. Luego se agregaron 2 mL 

de buffer de lisis (CTAB 2%, PVP 2%, Tris-HCl 100 mM pH 8, EDTA 25 mM pH 8, 

NaCl 2 M, Espermidina 0,5 g L-1, beta-mercaptoetanol 2%) precalentado a 70°C en 

baño termo-estabilizado, en cada muestra homogenizada. Se tomaron 700 µl y se 

colocaron en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Se incubaron a 70°C durante 10 min 

en baño termo-estabilizado, vortexeando cada 2-3 min.  Luego se agregaron 600 

µL 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 µL de 

etanol absoluto. Luego se agitaron las muestras en vortex durante 10 segundos y 

se procedió a pasar cada mezcla por una columna de purificación ADN (Puro ADN 

CLEAN UP). Las muestras fueron nuevamente centrifugadas a 20000 x g durante 

1 min a temperatura ambiente. Se descartó el líquido y se realizaron 2 lavados con 

500 µL de etanol 80%, mediante utilización de la columna y centrifugación durante 

2 minutos a 20000 x g, a temperatura ambiente. Al finalizar el segundo lavado se 

descartó el líquido obtenido y se dejó secar la columna a temperatura ambiente 

durante 1 min, para luego eluir cada muestra en 30 µL de agua libre de RNAsas. 

Para determinar la pureza del ARN extraído se realizó una dilución de 5 µL 

de ARN en 995 µL de agua, para leer las absorbancias a 260 nm (ARN) y a 280 

nm (proteínas y ADN). Aquellas muestras cuya relación 260/280 fue >1,70 fueron 

utilizadas para las siguientes etapas. La concentración de ARN en cada muestra 

se calculó con la siguiente formula: 

 
[ARN] (µg µL -1) = (Abs 260 x 33 x factor de dilución) /1000 

 
 

Los ARN purificados y disueltos en agua libre de RNAsas fueron 

conservados a -20°C hasta su utilización. 

 

 
3.2.6.5 Verificación de la integridad del ARN purificado 

Para verificar la integridad del ARN extraído se sembraron 2 µL de cada 

muestra en un gel de agarosa al 1%, preparada con buffer TAE 1X (partiendo del 

buffer TAE 50X: Tris HCl 13,3 mM pH 7,7, 6,67 mM ácido acético glacial y 0,33 

mM EDTA). Para la siembra se utilizaron 2 µL de cada muestra, diluidas en 2 µL 

de GelRed® y 4 µL de buffer de siembra comercial al 10X. Se realizó 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 

visualización se llevó a cabo en un transiluminador UV (MaestroGen® Slider 

Imager). El ARN se consideró íntegro al visualizarse las bandas correspondientes 

a los ARN ribosomales 18S y 28S. 
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3.2.6.6 Retrotranscripción a ADNc (ADN copia) 

Luego de la obtención del ARN de muestras de hígado de especímenes 

adultos y de larvas en estadio n° 25 no expuestas, se procedió a la obtención del 

ADN copia. Se utilizaron 5 µL (5 µg) de cada muestra, a las cuales se agregaron 2 

µL de cebadores oligo-dT (18) a una concentración 10 µM y 7,5 µL de agua libre 

de RNAsas. Se colocó 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 µL 

de dNTPs 2 mM, 4 µL 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 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

A continuación, se procedió a la preparación de la mezcla de reacción de 

PCR para amplificar los genes de interés, utilizando tubos de 0,2 mL autoclavados 

dos veces. La mezcla de reacción estuvo compuesta por: 2 µL de Buffer 10X (Kit 

Taq Polimerasa, PBL), 2 µL de MgCl 50 mM, 2 µL de dNTPs 2 mM, 0,6 µL de 

cada cebador 10 µM, 1 U de enzima polimerasa Taq (Kit Taq Polimerasa PBL) y 

agua libre de RNAsas hasta completar un volumen de 18 µL. De cada muestra de 

ADNc, se tomaron 2 µL y se colocaron en los tubos conteniendo 18 µL de la 

mezcla de reacción de PCR (Tabla 3.3). Se utilizó un ciclado estándar para cada 

par de cebadores, utilizando la temperatura de hibridación adecuada en cada 

caso. 
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Tabla 3.3: Mezcla de reacción de PCR. 
 

Componentes Para cada muestra 

Agua 11,2 µL 

Buffer 10 X 2 µL 

MgCl2 50 mM 2 µL 

dNTPs 25 mM 2 µL 

Cebador sentido 

(Forward) 10 µM 
0,3 µL 

Cebador antisentido 

(Reverse) 10 µM 
0,3 µL 

TAQ Polimerasa 0,2 µL 

ADNc 2 µL 

VOLUMEN TOTAL 20 µL 

 
 
 
 

3.2.6.8 Verificación del transcriptoma mediante secuenciación 

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 concentración fue mayor o igual a 5 

ng/µL fueron cortados del gel y purificados mediante el Kit PURO GEL 

EXTRACTION según indicaciones del fabricante. Finalmente, las muestras 

purificadas se enviaron a Macrogen para ser secuenciadas, junto con 20 µL de 

cada cebador (20 ng µL -1) correspondiente. 

 

3.2.6.9 Cuantificación de los niveles de expresión de los genes de interés por 

RT-qPCR 
 

3.2.6.9.1 Diseño de cebadores específicos 

Las secuencias positivas obtenidas en la sección anterior se utilizaron para el 

diseño de cebadores específicos para la técnica de qPCR (Tabla 3.4). Como gen 

endógeno se eligió Beta Actina (B-ACT), cuyos cebadores fueron obtenidos a 

partir de la bibliografía (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 diseñaron los 

cebadores específicos para qPCR sobre dicha secuencia. 

 

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

 
FOS F ACCACCTACACCACCTCGTTTGTC 

FOS R ACTGCTCGTTGCTGCTGCTTC 

APAO F CTGGAAACTGCTCACCATCTTCAC 

APAO R AAGGGCTACCAAGCTCTACTAGAC 

ODC F TCCGTAGACACCATCGTTGAC 

ODC R TGTTGCTTCAGCCTTCAC 

B_ACT F GCTGTGCTGTCCCTGTATG 

B_ACT R CAAGTCCAGACGCAGGATG 

DAO F CTGCTGCTCCATCACTTG 

DAO R CTCTGCCAGGGTCGTAATAG 

SMOX F TCCTTCCTTCCTGGAGAAC 

SMOX R GAGGCTGAAACTGGCTATG 

SRM F AAGACTCTGTTCCCTGTGGTAG 

SRM R 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 

5 y 8 µg de ARN purificado para realizar el tratamiento con DNAsas. En cada 

muestra se colocó 1,2 µL de DNAsa y 1,2 µl de Buffer (DNAsa kit), seguido de 

incubación en termociclador Eppendorf durante 60 min a 37°C. Una vez finalizada 

la incubación, se adicionó 1,2 µL de solución stop y se llevó 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 específicos para qPCR 

Para cada experimento se utilizó ADNc obtenido con el protocolo 

mencionado anteriormente. La mezcla de reacción se preparó con las siguientes 

concentraciones finales de los reactivos en 20 µL de reacción: iQtm SYBR® 

GREEN SUPERMIX (BIORAD) 1x, par de cebadores 0,3 µM, ADNc 5 µL de cada 

dilución correspondiente y H2O hasta volumen final. El ciclado incluyó una 

desnaturalización inicial a 95°C de 10 min, 40 ciclos con una desnaturalización a 

95°C de 40 segundos, hibridación o annealing a 58°C de 40 segundos y la 

extensión a 60°C de 40 segundos. Por último, se realizó una curva de disociación 

o melting agregando un paso de 15 segundos de desnaturalización a 95°C, 1 

minuto de hibridación o annealing a 58°C y luego se llevó nuevamente a 95°C con 

incrementos escalonados de temperatura de 0,3°C y medida de señal en cada 

uno. El equipo utilizado fue el MasterCycler® Realplex (Eppendorf). Cada punto de 

la curva se midió por triplicado. La ecuación de la recta, la eficiencia de los 

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

 

 
3.3 Análisis de datos 

Se realizaron tres experimentos independientes de exposición 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 parámetro. Se calculó la Media ± Error 

Estándar de la Media (ESM) para cada estadio embrionario y para cada actividad 

enzimática (n=6). Las diferencias entre tratamientos fueron analizadas por ANOVA 

factorial y/o de una vía para cada parámetro medido en los diferentes estadios 

embrionarios. Se utilizó el Test de Fisher de Menor Diferencia Significativa (LSD; 

least significant difference) como análisis post hoc a fin de evaluar las diferencias 

estadísticas 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 parámetros bioquímicos en la 

variabilidad de respuesta frente a los tratamientos con MAZ y CLP, y las posibles 

correlaciones entre ellos, fueron evaluadas por Análisis 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 investigación (Ferrari et al. 2009; Lascano et 

al. 2011; Liendro et al. 2015; Sotomayor et al. 2015). 

Para el análisis de los niveles de expresión 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 metodología 

de trabajo desde la inducción de la ovulación hasta la toma de muestras.  

 

 

 

Figura 3.5: Metodologia de trabajo. En el esquema se puede ver de color azul la 
metodología empleada para las exposiciones crónicas de embriones, las 
concentraciones ensayadas y los estadios embrionarios utilizados. Mientras que 
en color  naranja se observa la metodología utilizada para las exposiciones agudas 
con larvas (estadio de OC a 10 días).  
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3.4 Estudio complementario: estimación de la toxicocinética de CLP 

Con el fin de evaluar cuánto se absorbe y metaboliza del CLP en las 

exposiciones semiestáticas, se realizaron ensayos para determinar la 

toxicocinética de CLP, como información 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 14C, en los carbonos 2 y 6 (25000 dpm mL -1). Se utilizaron larvas a 10 días 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 relación 1 

larva/10mL, conteniendo además el CLP marcado radiactivamente con 14C. 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 

líquido de centelleo para luego ser procesadas y medidas mediante centelleo 

líquido. 

A partir de los datos obtenidos en el medio (w) y en las larvas (l), se 

procedieron a realizar ajustes de diferentes modelos de absorción-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 parámetros cinéticos:  

Para el medio 

Tw= MW0*(exp(-k1*t)+PwEq*(1-exp(-k2*t))  

                  Para la larva 

 Tl =MW0*(1-exp(-k1*t)+PwEq*(exp(-k2*t)-1)  

Dónde:  

“w" representa el compartimiento agua;  

“l” es el compartimento larva;  

“T” es la variable dependiente medida que representa el total de compuestos 

radiactivos (principio activo más 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 condición inicial para CLP; 

“Eq” es la condición de equilibrio final entre compartimentos para los 

productos; 

 

De ello resultan los siguientes parámetros a ajustar: 

“MW0” 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 remoción de CLP del 

compartimiento agua u absorción por las larvas; 

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

metabolización de CLP en las larvas y su excreción al medio. 

 

Los valores obtenidos de cada parámetro para el medio fueron: 

MW0= 25407± 818 dpm 

PwEq = 19679 ± 1128 dpm 

k1 = 0,311± 0,053 h-1 

k2 = 0,0757 ± 0,0145 h-1 

 

Mientras que para la larva fueron: 

MW0= 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 MW0 y 

PwEq, que el equilibrio medio estimado de productos en las larvas es de 6000 

dpm. Además, sabiendo que el tiempo medio t½ = ln2 / k, el tiempo medio de 

absorción calculado para CLP a partir de las k1 es de alrededor de 2 h, mientras 

que el tiempo medio de metabolización aparente oscila entre las 5 y las 9 horas 

(Figura 3.4).  

Estos resultados estarían indicando que, de acuerdo al tiempo medio 

ajustado y al cabo de 24 h, sólo una diezmilésima parte de la concentración  
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original de CLP permanece en el medio, o sea que el CLP sería 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 cuantificación por centelleo líquido, por 

no disponer de suficiente CLP radiactivo. Este experimento permitiría corroborar 

los parámetros estimados, y a su vez determinar si en 24 h se produce algún 

grado de bioacumulación de CLP en tejidos grasos de las larvas.  

 

 

              
 

Figura 3.6: Contenido de CLP y metabolitos marcados en el medio y en 
larvas de R. arenarum, expuestas a CLP-¹⁴C. 
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4.1 Efectos toxicológicos y teratogénicos de MAZ y CLP 

De acuerdo con lo previsto en los diseños experimentales empleados para 

estudiar efectos subletales de ambos insecticidas organofosforados, no se 

observó mortalidad a ninguna de las concentraciones utilizadas.  

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los índices 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 MAZ y 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 

enzimática de DAO, desde BC hasta BA, seguido de una disminución en OC, 

observándose los valores de 1,10±0,07; 2,23±0,16 y 1,40±0,12 nmol min-1 mg 

proteína⁻1 en BC, BA y OC. La actividad específica de DAO se vio afectada frente 

a la exposición con MAZ. Se observó un aumento significativo en la actividad 

enzimática en el estadio de BC en todos los tratamientos a los cuales fueron 

expuestos los embriones (Figura 4.1), con un máximo de un 62% de aumento para 

la concentración más 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 estándar 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 N1-acetilpoliamina oxidasa (APAO) 

Se pudo ver en los embriones control un incremento de la actividad desde 

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

2,19±0,08 y 1,10±0,14 nmol min-1 mg proteína⁻¹, respectivamente.  

La exposición a MAZ no alteró significativamente la actividad de APAO 

durante el desarrollo embrionario, a ninguna de las concentraciones testeadas 

(Figura 4.2).  

 
 
 

 

 

 

 



Resultados 
 

60  

 

 

 

                              

A

B

C

B
C

B
A

O
C

0

1

2

3

4 0 mg L-1 MAZ

0,5 mg L-1 MAZ

2 mg L-1  MAZ

9 mg L-1 MAZ

Estadios embrionarios

A
P

A
O

(n
m

o
l 
m

in
-1


g
 p

ro
te

in
a

-1
)

 

Figure 4.2: Efecto de MAZ en la actividad de APAO en embriones de R. 
arenarum. Los datos representan la media ± error estándar 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 y test de 
Fisher LSD. 

 
 
 
 

4.2.1.1.3 Espermina oxidasa (SMOX) 

Los embriones control mostraron un patrón similar a las demás enzimas, 

observándose un incremento de la actividad desde BC hasta BA y luego una 

disminución en OC. Para estos embriones los valores fueron 1,46±0,04; 6,02±0,14 

y 3,53±0,25 nmol min-1 mg proteína⁻¹, respectivamente.  

Los embriones expuestos a 0,5 mg L-1 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 estándar 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 (DAO) 

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 

exposición a CLP indujo una disminución significativa de la actividad de DAO en 

embriones expuestos a 0,5 mg L-1 (31%; p<0,05) (Figura 4.4), mientras que en los 

embriones expuestos a 1 mg L-1 de CLP se observó una tendencia hacia la 

disminución 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 estándar 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 N1-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-1 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 estándar 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, BA y OC.  

La exposición a CLP no causó 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 L-1 CLP (p<0,05), se observó una disminución 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 estándar 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 y test de 
Fisher LSD. 

 
 
 

4.3 Niveles de poliaminas libres y conjugadas 
 

4.3.1 Concentración de poliaminas libres en embriones control de R. 

arenarum 

La concentración de Putrescina (Put) entre los embriones control de R. 

arenarum fue similar en los estadios de BC y BA, y se observó una disminución 

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 μg proteína-1 en los estadios de BC, BA y OC, 

respectivamente. Put fue la poliamina detectada en mayor concentración. 

La concentración de Spd no mostró variación a lo largo del desarrollo 

embrionario en los embriones control (valor de la media de 7,60±0,18 nmol μg 

proteína-1). 

 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 μg proteína-1, respectivamente) para luego 

disminuir en el estadio de OC (0,25±0,02 nmol μg proteína-1). 
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4.3.2 Concentración de poliaminas libres en embriones expuestos a MAZ 
 

4.3.2.1 Putrescina (Put) 

Los embriones en estadio de BA expuestos a 2 mg L-1 de MAZ mostraron un 

aumento del 46% en la concentración de Put (p <0,05), con respecto al control. 

Asimismo, se observó un aumento del 53% en la concentración de Put (p < 0,05) 

en embriones en OC expuestos a 9 mg L-1 de MAZ (Figura 4.7). 
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Figura 4.7: Efecto de MAZ en la concentración de Put en embriones de R. 
arenarum. Los datos representan la media ± error estándar 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. 
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4.3.2.2 Espermidina (Spd) 

Espermidina fue la única poliamina cuya concentración no se vio 

significativamente afectada por la exposición a MAZ (Figura 4.8). 

 
 

                

           

B
C

B
A

O
C

0

5

10

15

0 mg L-1 MAZ

0,5 mg L-1 MAZ

2 mg L-1  MAZ

9 mg L-1 MAZ

Estadios embrionarios

S
p

d

(n
m

o
l


g
 p

ro
te

in
a

-1
)

 
Figura 4.8: Efecto de MAZ en la concentración de Spd en embriones de R. 
arenarum. Los datos representan la media ± error estándar de 3 experimentos 
independientes con tratamientos por duplicado (n = 6). No se observaron 
diferencias estadísticamente significativas 

 

 

 

4.3.2.3 Espermina (Spm) 

La concentración de espermina libre se vio aumentada en un 48% en los 

embriones expuestos a 2 mg L-1 en estadio de BA (p < 0,05) (Figura 4.9). No 

observándose efectos significativos antes en BV, o posteriormente en OC.  
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Figura 4.9: Efecto de MAZ en la concentración de Spm en embriones de R. 
arenarum. Los datos representan la media ± error estándar 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 Concentración 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 observó una tendencia al aumento en los 

embriones expuestos a 0,5 mg L-1 de CLP, en comparación al control, en la 

mayoría de los casos, y en otros para 1 mg L-1 CLP. 
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Tabla 4.1: Contenido de poliaminas libres (nmol μg proteína-1) en embriones 
de Rhinella arenarum expuestos a CLP. Los valores están expresados como la 
media ± error estándar. No se observan diferencias significativas. 

 
  PUTRESCINA  

 BC BA OC 

0 mg L-1 CLP 23,77±2,87 21,66±3,52 10,42±1,36 

0.5 mg L-1 CLP 26,73±0,99 25,85±3,19 13,20±0,40 

1 mg L-1 CLP 27,22±0,83 23,52±2,79 8,59±0,35 

  ESPERMIDINA  

 BC BA OC 

0 mg L-1 CLP 6,71±0,90 8,13±0,69 6,96±1,23 

0.5 mg L-1 CLP 7,42±0,20 9,08±0,45 8,78±0,84 

1 mg L-1 CLP 7,55±0,24 8,87±1,12 5,63±0,16 

  ESPERMINA  

 BC BA OC 

0 mg L-1 CLP 0,31±0,05 0,35±0,03 0,36±0,06 

0.5 mg L-1 CLP 0,43±0,16 0,36±0,04 0,42±0,08 

1 mg L-1 CLP 0,31±0,04 0,41±0,05 0,32±0,03 

 
 
 

 
4.3.4 Poliaminas conjugadas 

La concentración de poliaminas conjugadas estuvo por debajo de los niveles 

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

 
 
 

 
4.4 Análisis de componentes principales (ACP) 

Se llevó a cabo teniendo en cuentas datos previos publicados por el grupo de 

trabajo, con el fin de analizar la relación existente entre el metabolismo oxidativo 

de poliaminas, enzimas blanco de la acción de plaguicidas organofosforados y las 

enzimas de estrés oxidativo. Este análisis involucró datos obtenidos para 

acetilcolinesterasa (AChE) como marcador de exposición a plaguicidas 

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

reducido (GSH) en embriones y larvas expuestas a 
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MAZ y CLP (Ferrari et al., 2009; Lascano et al., 2011; Liendro et al, 2015; 

Sotomayor et al., 2015). El análisis en general sobre las respuestas de las 

enzimas metabolizantes de poliaminas y los niveles presentados en el estudio, 

junto con el metabolismo oxidativo, indicó una separación bien definida de las 

etapas embrionarias de R. arenarum en la primera componente C1, como se 

muestra en el plano de proyección (Figura 4.10). 

 
 

 

Figura 4.10: Análisis de componentes principales realizado en embriones de 
R. arenarum en los estadios de BC y OC. Dónde: AChE es acetilcolinesterasa; 
OC es opérculo completo; CLP es clorpirifós; APAO es N1-acetilpoliamino oxidasa; 
BC es brote caudal; MAZ es metilazinfos; GSH es glutatión reducido; GST es 
glutatión s-transferasa, SMOX es espermina oxidasa y CAT es catalasa. 
 

 
 
 

Los embriones en BC fueron posicionados por sus elevados niveles de Put y 

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 segregación 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 análisis  
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de componentes principales para los estadios de BC y OC por separado (Figuras 

4.11 y 4.12). 

En el estadio de BC, el primer componente C1 explica el 54,6% de la 

respuesta. Las variables que más contribuyeron fueron espermina, DAO, CAT y 

GST en una dirección y APAO y SMOX en la dirección 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). 

 

 

Figura 4.11: Análisis 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, parámetros de estrés 
oxidativo y actividad de acetilcolinesterasa (AChE). Donde: CLP es clorpirifós; 
APAO es N1-acetilpoliamino oxidasa; BC es brote caudal; MAZ es metilazinfos; Put 
es putrescina; Spd es espermidina; Spm es espermina; DAO es diamino oxidasa; 
GSH es glutatión reducido; GST es glutatión 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, 

mostrándose 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 

exposición a MAZ se asoció 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 correlación para embriones de R. arenarum en estadio 
de BC. Se muestra la matriz de correlación entre los niveles de poliaminas, 
enzimas de degradación oxidativa de poliaminas, parámetros 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).  

 
Parámetros Put Spd Spm DAO APAO SMOX ChE CAT GST GSH 

Put 1           

Spd 0,99       1         

Spm 0,90 0,94       1        

DAO 0,95 0,98 0,99        1       

APAO 0,18 0,058 -0,27 -0,15         1      

SMOX -0,24 -0,36 -0,64 -0,54 0,91         1     

ChE 0,56 0,46 0,14 0,26 0,91 0,67         1    

CAT 0,035 0,15 0,47 0,36 -0,98 -0,98 -0,81        1   

GST 0,54 0,64 0,86 0,79 -0,73 -0,94 -0,39 0,86        1  

GSH 0,64 0,55 0,24 0,36 0,87 0,59 0,99 -0,74 -0,29 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 dirección 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: Análisis 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, parámetros de estrés 
oxidativo y actividad de acetilcolinesterasa (ChE). Dónde: DAO es diamino 
oxidasa; Spm es espermina; GSH es glutatión reducido; CAT es catalasa; Put es 
putrescina, Spd es espermidina; GST es glutatión s-transferasa y CLP es 
clorpirifós; APAO es N1-acetilpoliamino oxidasa; OC es opérculo completo; y MAZ 
es metilazinfos. 

 
 

La actividad de AChE y los parámetros antioxidantes se correlacionaron 

negativamente con los niveles de poliaminas y el metabolismo oxidativo de 

poliaminas (Tabla 4.3). La única excepción fue SMOX, que mostró una correlación 

positiva con CAT y GSH, y una correlación negativa con APAO y DAO. De 

acuerdo a la proyección de los tratamientos en el plano, la exposición 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 disminución de DAO. 



Resultados 
 

73  

 

Tabla 4.3: Matriz de correlación para embriones de R. arenarum en estadio de 
OC. Se observa la correlación entre los niveles de poliaminas, enzimas de 
degradación oxidativa de poliaminas, parámetros 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). 

 
 
 

Parámetros Put Spd Spm DAO APAO SMOX ChE CAT GST GSH 

Put 1          

Spd 0,98       1         

Spm 0,82 0,91       1        

DAO 0,23 0,41 0,75       1       

APAO 0,69 0,81 0,98 0,86        1      

SMOX 0,20 0,01 -0,4 -0,9 -0,56      1     

ChE -0,87 -0,94 -0,99 -0,68 -0,96 0,31      1    

CAT -0,67 -0,79 -0,97 -0,88 -0,99 0,59 0,95       1   

GST -0,99 -0,98 -0,83 -0,26 -0,71 -0,17 0,88 0,69      1  

GSH -0,78 -0,88 -0,99 -0,79 -0,99 0,45 0,99 0,99 0,8 1 

 
 
 
 
 

4.5 Estudios moleculares 
 

4.5.1 Verificación de la integridad del ARN purificado 

Mediante la técnica de extracción mencionada 3.2.7.4, se logró obtener ARN 

a partir de hígado de machos adultos, de embriones y de larvas de R. arenarum 

(Figuras 4.13 y 4.14). Este ARN fue cuantificado mediante espectrofotometría, 

corroborando absorbancias a 260 y 280 nm. 

 

                                                            

Figura 4.13: ARN purificado a partir de hígado de adultos de R. arenarum. Se 
observa una fotografía representativa de un gel de agarosa 2% obtenido mediante 
electroforesis. Se observan muestras de ARN purificado (calles 3-7) de hígado de 
especímenes adultos de R. arenarum. El marcador de peso molecular se observa 
en la calle 1. En el recuadro de la izquierda se marca el tamaño de la banda más 
brillante (500 pb).
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Figura 4.14: ARN purificado a partir de embriones y larvas de R. arenarum Se 
observa una fotografía 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 Diseño de cebadores para secuenciación y verificación de la PCR 
 

4.5.2.1 Depuración de secuencias anotadas en el transcriptoma, para el 

diseño de cebadores específicos 

Al realizar la búsqueda de los marcos abiertos de lectura para cada uno de 

los transcriptos, se obtuvieron fragmentos de diferentes tamaños en cada uno de 

los transcriptos anotados. Por esta razón, se seleccionaron para analizar 

únicamente aquellos cuya longitud fuera mayor a 100 nt. Cada uno de los ORFs 

arrojados por ORF FINDER fue corroborado primero por SMART BLAST y luego 

por blastx y blastp. En la mayoría de los casos no se obtuvieron resultados 

significativos, por lo cual se consideraron aquellos fragmentos más grandes y que 

dieran resultados significativos con las tres herramientas de BLAST. Es decir, se 

seleccionaron los fragmentos que correspondían a los genes/proteínas 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 gen y los transcriptos confirmados por las herramientas de Blast. 
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Tabla 4.4 Total de transcriptos confirmados. Se detalla el número de 
transcriptos anotados para cada gen y el número de transcriptos confirmados 
mediante Blast. 

 

 

N° 
N° de 

GEN confirmado 
Transcriptos 

por Blast 

  

CAT 23 6 

ODC 6 1 

SOD 43 6 

GR 8 3 

GST-Pi 6 2 

NRF2 2 2 

c-JUN 4 3 

JNK 2 1 

c-FOS 12 3 

APAO 2 2 

DAO 3 1 

AMD1(SAMDC) 2 1 

SMOX 2 1 

TOTAL 115 32 
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Las secuencias que cumplieron con dichas condiciones fueron utilizadas para 

el diseño de cebadores, mediante Primer3 y PrimerBlast. Se diseñaron cebadores 

para los genes: c-fos, c-jun, nrf2 (factores de transcripción), jnk (cascadas de 

fosforilación), gr, cat, sod (enzimas antioxidantes), gst (enzima detoxificante) y 

odc, samdc, apao, dao y smox (vía de poliaminas). Se eligieron los cebadores con 

las mejores características y que se ubicaron dentro de los marcos abiertos de 

lectura seleccionados. De esta forma, se pudieron diseñar 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 

amplificación, aunque su longitud excediera la del ORF seleccionado. 
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Figura 4.15: Diseño de cebadores para SAMDC y GST-pi. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST 
(A), ORF FINDER (B) y la ubicación del cebador elegido (C) (PrimerBLAST). 
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Figura 4.16: Diseño de cebadores para SOD y JUN. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), 
ORF FINDER (B) y la ubicación del cebador elegido (C) (PrimerBLAST). 
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Figura 4.17: Diseño de cebadores para SMOX y DAO. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF FINDER (B) y 
la ubicación del cebador elegido (C) (PrimerBLAST). 

A 

B 

SMOX 

C 

A 

B 

C 

DAO 



Resultados 
 

80  

 

 

 

Figura 4.18: Diseño de cebadores para SRM y ODC. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF 
FINDER (B) y la ubicación del cebador elegido (C) (PrimerBLAST). 
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Figura 4.19: Diseño de cebadores para CAT y FOS. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF 
FINDER (B) y la ubicación del cebador elegido (C) (PrimerBLAST). 
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Figura 4.20: Diseño de cebadores para GR y NRF2. Se observan los resultados arrojados por SMART BLAST (A), ORF 
FINDER (B) y la ubicación 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 

decidió continuar con el diseño del par de cebadores para testear las secuencias. 

 
 

 

Figura 4.21: Diseño de cebadores para JNK. Se observan los resultados 
arrojados por SMART BLAST (A), ORF FINDER (B) y la ubicación del cebador 
elegido (C) (PrimerBLAST). 

 
 
 

4.5.2.2 Verificación de los cebadores diseñados mediante PCR a punto final 

La puesta a punto de la técnica de PCR para cada par de cebadores se logró 

en una reacción de volumen final de 20 µL, con una concentración de 6 mM de 

MgCl2, 50 µM de dNTPs, 5 pmol de cada cebador y 0,5 U de la enzima Taq 

Polimerasa (PB-L). Para la puesta a punto se utilizó ARN de hígado 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 visualización en 

transiluminador UV. En cada caso, se utilizaron muestras de ADNc obtenidas 

mediante purificación de ARN de hígado de ejemplares adultos de R. arenarum, 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4.23: Amplificación de los transcriptos de JUN, APAO, B-ACT y CAT. 
Calle 1: control negativo; calle2: fragmento de 200pb correspondiente a la 
amplificación del transcripto de c-JUN; calle 3: fragmento de 700 pb 
correspondiente a la amplificación 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 amplificación del transcripto de CAT; calle7: 
Marcador de Peso Molecular. 
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Figura 4.24: Amplificación de los transcriptos de NRF2 y SOD. Calle 1: control 
negativo; calles 2 y 3: fragmentos de 600pb correspondientes a la amplificación del 
transcripto de NRF2; calles 4 y 5: fragmentos de 500 pb correspondientes a la 
amplificación del transcripto de SOD; calle 6: Marcador de Peso Molecular de 100 
pb. 

 
 
 
 
 

 

Figura 4.25: Amplificación 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 amplificación del transcripto de GST-pi; calles 5: fragmentos de 
aproximadamente 700 pb correspondiente a la amplificación del transcripto de c- 
JUN; calle 6: fragmento de aproximadamente 700 pb, correspondiente a la 
amplificación del transcripto de DAO. 
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Figura 4.26: Amplificación de los transcriptos de SAMDC y JUN. Calle 1: 
fragmento de 500 pb, correspondiente a la amplificación del transcripto de 
SAMDC; calle 2: muestra sin amplificar; calle 3: fragmento de aproximadamente 
700 pb, correspondiente a la amplificación del transcripto de c-JUN; calle 4: 
Marcador de peso molecular. 

 
 
 

4.5.2.3 Verificación de los productos de PCR mediante secuenciación 

Debido a que no se pudieron amplificar todos los genes de interés a partir de 

los cebadores diseñados, 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 diseñar 

el par de cebadores, y un alineamiento en BLAST. El alineamiento entre los 

transcriptos y cada una de las secuencias obtenidas mediante secuenciación se 

realizó con una versión 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 información inicial proviene del 

transcriptoma ensamblado de novo y no de un genoma de referencia. En el caso 

de B-ACT solamente se realizó 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 región 

amplificada se correspondía tanto con el transcripto inicial (Figura 4.27), como con 

el gen de interés en las bases de datos. Además, se pudo comprobar que la 
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región en donde coinciden ambas secuencias (aquella obtenida por secuenciación 

y aquella obtenida desde el transcriptoma) se corresponde con los ORFs 

seleccionados, para los tres genes. 

 
 

 

Figura 4.27: APAO, c-FOS y ODC. Se observan los resultados del alineamiento 
entre la región secuenciada y el transcripto originalmente utilizado. Los números 
en azul marcan la región 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. 

 
 

 

Figura 4.28: CAT. Se observan los resultados obtenidos del alineamiento entre la 
secuencia del transcripto de CAT utilizado para el diseño de cebadores y la 
secuencia obtenida mediante secuenciación. 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. 

 
 

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 diseñaron cebadores para c-JUN, DAO, GST-pi y 

SAMDC. Para las secuencias de c-JUN y DAO se pudo comprobar que la región 

amplificada se corresponde con la región 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 pequeños fragmentos (Figura 4.31). Al realizar el 

alineamiento en BLAST, no se encuentran resultados estadísticamente 

significativos. 

 
 

 

Figura 4.30: DAO y c-JUN. Se observan los resultados del alineamiento entre la 
región secuenciada y el transcripto originalmente utilizado. Los números en azul 
marcan la región con identidad del 100%. 
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Figura 4.31: SAMDC, GST-pi. Se observan los alineamientos entre ambas 
secuencias, donde solamente coinciden en fragmentos poco conservados 

 
 
 
 

4.5.3 Verificación del tratamiento con DNAsas 

En el caso de las muestras utilizadas para qPCR, se realizó en primera 

instancia una verificación del tratamiento con DNAsas. Este proceso de 

verificación se llevó 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 fotografía representativa del proceso. 

 
 

 

Figura 4.32: Verificación 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, 9 y 
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 más brillante 
indica el peso de 500 pb. 
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4.5.4 Validación de cebadores para PCR en Tiempo Real (qPCR), rango 

dinámico y eficiencia de los mismos 

Con el fin de validar los cebadores diseñados para qPCR, se realizaron 

curvas de estandarización partiendo de una dilución inicial 1/5, la cual representa 

la mínima concentración que evita la inhibición de la Taq polimerasa presente en 

la mix (Kit iQtm SYBR® GREEN SUPERMIX). Se realizaron diversas qPCR 

utilizando los juegos de cebadores indicados en la Tabla 3.2. El ADNc se diluyó 

1/5 para generar el ADNc molde para el primer punto de la curva. A partir de este 

se generaron los moldes de los demás puntos de la curva. Cada punto de la curva 

se midió por triplicado para disminuir el error y aumentar la precisión. No se pudo 

calcular el rango dinámico 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 estandarización 

y debido a que las amplificaciones comenzaron en puntos muy tardíos, no se logró 

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-amplificación con 5, 10 y 20 ciclos, mediante PCR 

punto final. Por otro lado, se adicionó DMSO al 5% final al ADNc (Simonović 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 erráticas, curvas de disociación o melting ineficientes y una 

eficiencia y R2 por fuera de los límites permitidos (Figura 4.34). 
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Figura 4.33: Curvas de estandarización de qPCR. Se observan las curvas 
obtenidas para APAO (A1) y ODC (B1) con sus respectivas curvas de disociación 
o melting (A2 y B2, respectivamente). 

 
 
 
 
 
 

Figura 4.34: Pruebas para aumentar la eficiencia de los cebadores. Se 
observan las curvas obtenidas para APAO (A1) y ODC (B1) con pre- 
amplificaciones de 5, 10 y 20 ciclos, con sus respectivas curvas de disociación (A2 
y B2, respectivamente). En C1 se observa la amplificación de APAO con adición 
de DMSO al 5% final y su respectiva curva de disociación en C2. 
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En el caso de los cebadores para SAMDC, B-ACT y SOD se pudieron 

realizar curvas de estandarización y cálculo de los RD (Rangos dinámicos) 

(Figuras 4.35-4.37). 

 
 

Figura 4.35: Curva de estandarización de B-ACT. Se observa la curva obtenida 
para los cebadores de B-ACT y su curva de disociación respectiva, obtenidas 
mediante amplificación de muestras de ADNc de larvas control. 
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Figura 4.36: Curva de estandarización de SOD. Se observa la curva de 
estandarización obtenida para los cebadores de SOD y su curva de disociación 
correspondiente. 
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Figura 4.37: Curva de estandarización de SAMDC. Se observa la curva de 
estandarización obtenida para los cebadores de SAMDC, con su curva de 
disociación correspondiente. 

 
 

Con el fin de realizar una cuantificación relativa sobre la expresión de los 

genes de SOD y SAMDC, utilizando como genes de referencia B-ACT y L8, se 

utilizó el ensayo de exposición aguda mencionado en la sección 3.2.3.2, con 

muestras de larvas en estadio n°25, expuestas a concentraciones subletales de 

CLP (0,5 mg L-1 y 1 mg L-1) y larvas control. El gen L8 (proteína ribosomal L-8) fue 

seleccionado en base a los genes de referencia más utilizados en X. laevis 

(Šindelka 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 biológicas. 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 razón, se muestran únicamente los resultados obtenidos del 

primer lote. Esta selección fue realizada en base a los cambios observables para 

los 4 transcriptos, que presentan un comportamiento más homogéneo en las 

muestras del lote 1. Sería necesario realizar más experimentos para aumentar el  
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número de réplicas y así poder determinar con mayor certeza la expresión de los 

genes mencionados (Figura 4.38). 

Por otra parte, se pudo observar que B-ACT no posee una expresión estable 

para ser utilizada como gen de referencia, por lo cual son necesarios futuros 

análisis para determinar cuáles deberían ser los genes de referencia a utilizar en 

R. arenarum. En el caso de L8 se pudo observar una mayor estabilidad en su 

expresión, por lo cual se utilizó 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 expresión en las muestras expuestas a 0,5 mg L-1 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-1 se puede ver una 

tendencia al aumento continuo en la expresión de B-ACT y SAMDC, a lo largo del 

tiempo de exposición, mientras que SOD tiende a permanecer sin cambios en las 

muestras expuestas a lo largo de la exposición aguda. 
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Figura 4.38: qPCR de B-ACT, SOD y SAMDC. Se observan los valores 
calculados de ∆∆Ct 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 0,5 y 1 mg L-1. 
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4.5.5 Análisis de la expresión mediante RNA-Seq 

Mediante la secuenciación masiva del transcriptoma de R. arenarum se pudo 

obtener una cuantificación relativa de los genes de interés para este trabajo de 

tesis, lo que permitió evaluar su expresión 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 

estadístico para el análisis de la expresión 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 (glutatión sintetasa), GST-
pi, B-ACT, ODC, L8, c-JUN, c-FOS, APAO, SRM, EF1G-A y NRF2. 

SAMDC Trinity_Id Control MAZ 6 h MAZ 24 h CLP 6 h CLP 24 h 
 DN1908_c0_g1 158,519 146,4455 134,68 129,626 133,0825 
 DN11186_c0_g1 3,156 5,5475 2,487 5,9185 1,8595 
 DN118331_c0_g1 0,556 0 0 0,3275 0,443 
 DN88351_c0_g1 0,451 0,4875 0 0 0,5035 

SOD       

 DN7703_c0_g1 716,2695 729,7995 642,971 533,5285 654,351 
 DN101092_c0_g1 1,527 0 0 0 0,3375 
 DN75929_c0_g1 0 0,3095 0 0,357 1,264 
 DN10074_c0_g1 57,968 49,3565 56,193 43,389 77,6005 
 DN10074_c0_g1_i7      

 DN26189_c0_g1 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_g1 0,5825 0 0 0,365 0,3285 
 DN27063_c0_g1_i2 0,538 0,7615 0,4805 0,464 0,5865 
 DN96242_c0_g1 0 0 0 0,5145 0,1615 
 DN89452_c0_g1 0,669 0 0,159 0,1545 0 
 DN92940_c0_g1 0,5865 0,3145 0 0 0 

DAO 
(AOC1) 

      

 DN628_c0_g1_i1 60,289 46,798 46,526 31,064 46,7855 
 DN3765_c0_g1_i1 21,8265 16,6115 13,8095 12,203 16,7855 
 DN16691_c0_g1_i3 23,8135 16,983 15,0425 12,2705 14,537 
 DN9213_c0_g1_i4 17,1835 14,3435 11,8725 8,571 11,022 
 DN8997_c0_g1_i 10,303 7,859 9,58 5,9055 9,3815 
 DN9524_c0_g1 10,0145 5,5055 6,1605 3,4145 5,03 
 DN9075_c0_g1 2,606 1,863 3,2635 3,1815 4,7545 
 DN6078_c0_g1 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 5,1925 6,1165 5,073 6,7845 4,783 

SRM       

 DN6580_c0_g1 52,6395 49,4675 50,4525 45,2585 43,082 
 DN111437_c0_g1 0,8245 0,467 0 0 0,4795 
 DN101127_c0_g1 0,1795 0,569 0 0,215 0 
 DN50845_c0_g1 0,2305 0,32 0 0,3455 0,4685 
 DN68233_c0_g1 0,165 0,528 0 0,7975 0,3525 
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Tabla 4.5: Continuación.  

 
 
GSTpi 

      

 DN2602_c0_g1 423,076 463,872 531,549 481,634 483,4575 
 DN1275_c0_g1 335,122 305,736 203,59 219,498 232,9575 

GSH       

 DN1892_c0_g1 21,0185 16,575 17,8585 16,748 15,6475 
 DN109410_c0_g1 0,281 0,3045 0,612 0,352 0,313 

GSS       

 DN37853_c0_g1 5,941 6,853 5,0605 4,9335 4,894 

JUN       

 DN5420_c0_g1 9,644 11,305 12,813 12,887 8,579 
 DN7542_c3_g1 0,414 0,3265 0,4145 0,34 0,26 
 DN1443_c0_g1 14,019 17,2215 19,557 20,8545 11,9195 
 DN70281_c0_g1 23,309 23,7045 21,7365 24,043 21,549 
 DN1815_c2_g1 0,435 0,4725 0,609 0,619 0,628 

NRF2       

 DN15220_c0_g1 136,796 128,1215 107,588 101,712 101,3735 

B-ACT       

 DN1137_c0_g1 341,014 326,236 393,843 379,594 383,546 

ODC       

 DN108946_c0_g1 0,669 0,533 0,2 0 0,54 
 DN74716_c0_g1 0,1165 0 0,1335 0,137 0,121 
 DN97217_c0_g1 0,5235 0,2385 0 0,088 0,156 
 DN1269_c0_g1 160,361 142,422 152,772 171,7005 148,586 
 DN26825_c0_g1 0 0,432 0 0,54 0,4745 
 DN53849_c0_g1 0,404 0,35 0 0,1555 0,0705 

L8       

 DN7564_c0_g1 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_g1 1,287 0,811 0,102 1,0075 0,6935 

EF1G-A       

 DN94221_c0_g1 3079,9865 3252,3885 2876,0835 2660,362 3099,4815 

FOS       

 DN39561_c0_g1 1,909 0,7485 2,725 2,8965 1,4015 
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Tomando como referencia datos bibliográficos (Radonić et al. 2004, Šindelka 

et al. 2006) se consideraron como posibles genes de referencia a aquellos 

detallados en la tabla 4.6. Para estos transcriptos se realizó un análisis con el fin 

de determinar en primera instancia su estabilidad, considerando los valores 

mínimos, máximos, el desvío estándar (DS) y la mediana. Sobre estos datos de 

TMM se realizó un test de medianas y Kruskal- Wallis, lo que permitió identificar 

aquellos transcriptos que no serían apropiados para ser utilizados como 

potenciales genes de referencia: G3P (gliceraldehído-3P- deshidrogenasa), las 

tubulinas TBA2, TBA3, TBA4 y actina ACT3. De esta forma se seleccionaron 5 de 

los que poseen menor variación 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. 

 

 
 

 
Además, se realizó un análisis 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 

expresión 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 transcripción (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, únicamente se observaron diferencias en GPX3 

y AChE. En ambos casos se observa un aumento de la expresión (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 exposición, con respecto a las 

muestras control. El test de medianas arrojó un p = 0,09, y la prueba K-W arrojó un 

p = 0,078. En el caso de AChE, se puede observar un aumento de expresión 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. 
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Figura 4.39: Niveles de expresión para AChE y GPX3. Se presentan los niveles 
expresados como valores relativos al control, para los transcriptos de ACHE y 
GPX3. Los niveles de expresión fueron evaluados en larvas control y larvas 
expuestas a MAZ y CLP, durante 6 y 24 h. 

 
 
 

 
El análisis de la expresión de los genes relacionados con el metabolismo de 

poliaminas demostró que el gen de AdoMetDC (SAMDC) es el que muestra mayor 

variación en su expresión en larvas expuestas a plaguicidas OF respecto de las 

larvas control (Figura 4.40). Si se compara la expresión 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 

expresión 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 expresión de las larvas expuestas por 24 h a MAZ disminuyeron respecto de 

las 6 h de exposición, pero continúan 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 expresión 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 expresión de ambos genes respecto del control. Al 

continuar la exposición a CLP hasta 24 h, la expresión de APAO retorna a valores 

cercanos al control mientras que la expresión de SAMDC continúa elevada. 

En el caso del transcripto correspondiente a SSAT2 (SAT2) se observa una 

disminución de la expresión 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 expresión entre sí a 6 y 24 h, pero con una 

disminución de la expresión 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 expresión en comparación con las muestras control. Una respuesta similar 

se observó en la expresión 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 expresión de dicho gen, mientras que la exposición a MAZ 

no alteró de manera significativa su expresión (Figura 4.40).  
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Figura 4.40: Niveles de expresión 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 expresión fueron evaluados en larvas control y larvas 
expuestas a MAZ y CLP, durante 6 y 24 h. 

 
 
 

 
En cuanto a ODC1-A, los niveles de expresión del transcripto fueron 

similares frente a la exposición con los dos plaguicidas: la expresión disminuyó a 

las 6 h y volvió 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 análisis de DAO, el tratamiento con 

MAZ generó una disminución en su expresión 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 observó una disminución de la expresión de DAO, con respecto al control. Sin 

embargo, en aquellas larvas expuestas durante 24 h a CLP se observa un 

incremento de la expresión, 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 expresión de larvas control 

(Figura 4.41). 
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Figura 4.41: Niveles de expresión 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 expresión fueron evaluados en larvas control y 
larvas expuestas a MAZ y CLP, durante 6 y 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 análisis de expresión de tubulinas, 

donde se puede observar que los transcriptos de TBA2, 3 y 4 son los que más 

variación presentan en su expresión en las larvas expuestas por 6 y 24 h a MAZ y 

CLP. 
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Figura 4.42: Niveles de expresión 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 expresión fueron evaluados en larvas control y larvas expuestas a 0,5 y 
0,1 mg L-1 MAZ y CLP, respectivamente, durante 6 y 24 h. 

 

 
En la Figura 4.43 se puede observar los valores relativos de expresión de los 

transcriptos de beta actina (B-ACT y ACT3), siendo ACT3 el transcripto que más 

variación presenta (p = 0,09, test de medianas). Los transcriptos de G3P, L8 y B-

ACT son los de expresión más estable dentro de este grupo. 
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Figura 4.43: Niveles de expresión 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 citoplasmática (ACT3), gliceraldehido-3P-
dehidrogenasa (G3P) y la proteína ribosomal 60S (L8). Los niveles de expresión 
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 elongación 1 (EF1) 

alfa, beta, delta y gamma (Figura 4.44), se puede observar que en general varían 

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

 
 

En el caso de los factores de transcripción (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 expresión 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 

expresión del factor de transcripción eIFA5 también fueron evaluados, debido a su 

relación 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 expresión para NRF2, c-FOS y eIFA5. 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 Alteración 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 (López-García et al. 2008; Fenelon and Murphy 2017). Estudios de Osborne 

et al. (1993) en el anfibio Xenopus laevis establecieron que una limitación inicial en 

la concentración se espermidina, con respecto a putrescina, es necesario para el 

desarrollo embrionario normal. La proporción 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 están más avanzados en su desarrollo, podemos apreciar una 

proporción baja en la relación 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 química de 

plaguicidas organofosforados y, por lo tanto, comparten el mecanismo de acción 

sobre el mismo blanco, AChE (Matsumura 1985). Sin embargo, impactan de forma 

diferente sobre el metabolismo de poliaminas. La exposición a MAZ no tuvo 

efectos sobre la actividad de APAO a lo largo del desarrollo embrionario, mientras 

que, frente a la exposición a CLP, fue la respuesta bioquímica más temprana 

observada en los embriones. Por otra parte, DAO aumentó de forma temprana en 

los embriones expuestos a MAZ, mientras que disminuyó en embriones de BA 

frente a la exposición 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 síntesis de 

poliaminas (Lascano et al. 2011b). Es interesante notar que SMOX despliega la 

actividad más elevada en general, entre las enzimas degradativas de poliaminas 

en R. arenarum, mientras que su substrato se encuentra en las concentraciones 

más bajas, tal vez reflejando su especificidad para mantener a Spm en niveles 

bajos. A pesar de que la actividad de SMOX aumentó significativamente en 

embriones del estadio de OC expuestos a 0,5 mg L-1 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 amortiguación en  
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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 mostró una tendencia a la disminución. Esto 

podría indicar un aumento general en la síntesis de poliaminas en dichos 

embriones, respaldado por una elevada actividad específica de ODC1 en 

embriones de BA cuando se comparan con los embriones en estadios de BC y OC 

(Lascano et al. 2011c). 

 

 
5.1.1 Relación entre poliaminas y estrés oxidativo 

La degradación oxidativa de las poliaminas a través de SMOX, APAO y DAO 

genera aldehídos reactivos y especies reactivas del oxígeno que podrían causar 

estrés oxidativo y daño macromolecular (Pegg 2013). Se sabe que el factor de 

transcripción NRF2 controla la expresión de los componentes claves en la defensa 

antioxidante y de las enzimas involucradas en la detoxificación de EROs, mediante 

su unión al elemento de respuesta antioxidante (ERA) encontrado en sus genes 

(Tonelli et al. 2018). Se reportó que el aldehído acroleína, producido como 

consecuencia de la oxidación de poliaminas y reactivo contra grupos sulfhidrilo, 

activa la vía NRF2-ERA y lleva a un aumento en la expresión de múltiples genes 

detoxificantes de la Fase 2 en la respuesta antioxidante (Kwak et al. 2003). 

También se ha reportado que el estrés oxidativo desencadena la transcripción de 

los genes ODC1 y SAT1, con acompañamiento del aumento de sus actividades 

(Smirnova et al. 2018). El aumento de la actividad de ODC1 podría 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 

concentración (Sotomayor et al. 2012), mientras que la exposición a MAZ resulta 

en un aumento de la actividad de ODC1 a lo largo del desarrollo (Lascano et al. 

2011b). Además, se pudo determinar que la exposición 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 análisis 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 situación 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 anión superóxido generado durante el estrés oxidativo, lo que lleva a la 

inhibición enzimática (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 pronóstico es peor, 

ya que se observan niveles bajos de las enzimas antioxidantes y detoxificantes en 

asociación con el aumento de las actividades de APAO y DAO. Esto sugiere una 

situación de estrés oxidativo y una tendencia hacia niveles más altos de 

poliaminas, indicando una alteración del estado proliferativo. 

 

 
5.1.2 DAO y APAO como biomarcadores de exposición a plaguicidas OF en 

R. arenarum 

Las concentraciones de CLP y MAZ utilizados en esta tesis son 

concentraciones subletales, por lo que no se observó una mortalidad significativa 

debido a la exposición a plaguicidas. Las respuestas bioquímicas tempranas, que 

ocurren antes de cualquier indicación visible de toxicidad, pueden ser 

herramientas válidas en la determinación de riesgos ambientales para sustancias 

tóxicas. El incremento temprano de las actividades de DAO y APAO observadas 

en embriones de BC en este trabajo, sugiere que podrían ser útiles como 

biomarcadores frente a la exposición de MAZ y CLP, respectivamente. La utilidad 

de DAO y APAO como biomarcadores podría estar reforzada por el hecho de que 

los embriones de R. arenarum en estadios tempranos no mostraron inhibición 

significativa de la actividad de AChE (Lascano et al. 2011; Sotomayor et al. 2015). 

Esto podría atribuirse a un rol morfogénico donde la estructura de AChE es una 

propiedad crítica, pero no su actividad (Brimijoin and Koenigsberger 1999). 

Se ha sugerido que DAO juega un papel protector frente a acumulaciones  
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patológicas de diaminas durante la proliferación de tejidos de vertebrados 

(Nikolaus Seiler, 2011) y que además tiene un rol directivo en el control 

homeostático de los niveles de aminas biogénicas intracelulares (Agostinelli et al. 

2010). Además, se ha observado el efecto protector de DAO en convulsiones de 

embriones de X. laevis a través de la conversión de Put a ácido gamma- 

aminobutírico (Bell et al. 2011). Considerando estos efectos, podríamos suponer 

que el incremento de la actividad de DAO observada en estadios tempranos de los 

embriones de R. arenarum expuestos a MAZ podría servir como protección frente 

a los plaguicidas neurotóxicos, metabolizando rápidamente los niveles elevados de 

Put para mantener la proporción Spd/Put, necesaria para el desarrollo embrionario 

normal. Esta hipótesis está 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 exposición a CLP indujo un aumento temprano de la 

actividad de APAO, lo que está en concordancia con la necesidad de mantener 

una proporción baja de Spd/Put para permitir el desarrollo normal. APAO 

probablemente tenga un rol protector en la exposición 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 biología 

molecular y/o genética en organismos modelos, el trabajo de investigación se ve 

facilitado por contar con sus genomas secuenciados, parcial o completamente. 

Dentro del orden Anura, se encuentran parte de las secuencias genómicas 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 información es escasa y se vuelve laborioso poder 

obtener resultados eficientes. Para estudiar la expresión de los diferentes genes 

abordados en esta tesis (sección 3.2.7), en primera instancia, se necesitaron 

cebadores adecuados que puedan ser utilizados en la amplificación. Al no contar 

con el genoma de R. arenarum, se diseñaron 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 podría 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 revolución dentro de las tecnologías de secuenciación ha permitido 

avanzar en el estudio de diversos organismos tanto a nivel genómico como 

transcriptómico (Huang et al. 2016). Una de las aplicaciones más innovadoras de 

RNA-seq es poder obtener información acerca de secuencias funcionales y 

codificantes, para organismos que previamente contaban con limitada o escasa 

información genómica (Wang et al. 2009; Francis. et al. 2013; Huang et al. 2016). 

Una de las áreas que ha logrado emerger, gracias al avance de la bioinformática, 

es la disciplina denominada Ecotoxicogenómica (Gomase and Tagore 2008; North 

and Vulpe 2010). Esta disciplina combina los conocimientos en ecología, 

toxicología y genómica, para comprender los efectos celulares y moleculares de 

un compuesto químico (Ceschin 2017). Para avanzar en estudios de 

ecotoxicogenómica, se necesita contar con información precisa sobre la expresión 

génica bajo la influencia de un tóxico. La importancia de contar con secuencias 

precisas (ya sea del genoma o transcriptoma) pudo observarse durante el 

desarrollo de esta tesis. Gracias a la información obtenida mediante el proyecto de 

RNA-seq de Rhinella arenarum (Ceschin et al. 2019), se pudieron obtener las 

secuencias específicas y diseñar 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 diseñados, 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 ocurrió con las secuencias de CAT, 

NRF2, SOD, SAMDC, GST-pi (en ambas instancias de secuenciación) y c-JUN (en 

la primera etapa de secuenciación). Estos resultados negativos podrían deberse, 

por un lado, a una necesidad de mayor depuración del transcriptoma ensamblado, 

que fue realizada después del diseño de los cebadores antes mencionados.  

https://amphibiaweb.org/
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Debido a que la mayoría de las herramientas informáticas y estadísticas están 

diseñadas para trabajar con genomas de referencia, se vuelve mucho más 

laborioso obtener un transcriptoma ensamblado en organismos autóctonos (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, sólo se pudieron obtener 

coincidencias en 32. El claro ejemplo de esto es la secuencia de c-JUN. En la 

primera etapa de secuenciación se obtuvo una secuencia que no coincidía con 

aquella utilizada para el diseño de los cebadores. Además, tampoco alineaba con 

c-JUN en blastp, blasn y blastx. Luego de realizar un segundo control de calidad 

del transcriptoma, se diseñaron nuevos cebadores para c-JUN basados en otro 

transcripto, obteniendo así una secuencia que corresponde tanto al transcripto 

utilizado inicialmente como a c-JUN de diversas especies, según blastp, blastn y 

blastx. 

Estas fallas en la anotación 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 expresión, como pudimos 

comprobar. Huang et al. (2016) realizaron una comparación de 4 métodos 

diferentes de ensamblado: ensamblaje de novo con Trinity; re-ensamblaje 

utilizando como referencia datos proteómicos y genómicos; utilización de TransPS 

con información proteómica; y ensamblado mediante Cufflinks. Estos autores 

encontraron que Trinity posee más “contigs” redundantes, debiéndose a que los 

datos obtenidos de ARNm provenían de un pool de varios individuos. Además, se 

observó que el ensamblado mediante Trinity es más errático en aquellos genes 

con niveles de expresión muy bajos (McGettigan 2013). Tal es el caso de la 

mayoría de los genes seleccionados para el desarrollo de esta tesis. También se 

ha visto que los “contigs” muy redundantes podrían ser el resultado de re-arreglos, 

variantes alélicas, isoformas, parálogos recientemente duplicados o la formación 

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

modelo 
 

5.2.1.1 RT-qPCR con genes de baja expresión 

Para explorar el rol de numerosos ligandos, receptores y vías de señalización 

que convergen en la regulación transcripcional, y para comprender el detalle de los 

mecanismos de eventos complejos a nivel tisular o celular, es necesario 

profundizar en estudios de genómica funcional. Para ello se deben utilizar técnicas 

que permitan el análisis a nivel transcriptómico, a fin de describir cambios de la 

expresión génica entre tejidos o tratamientos (Bustin and Nolan 2004). Una de las 

técnicas más utilizadas para lograr este objetivo, es la transcripción reversa (RT) 

seguida de la cuantificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

cuantitativa (qPCR). Si bien la RT-qPCR ha sido durante muchos años la técnica 

más sensible para la detección de blancos en el ARNm, ha introducido ciertos 

problemas que deben ser apreciados a la hora de utilizarla como técnica rutinaria 

en la cuantificación de la expresión génica (Bustin et al. 2009). En esta tesis se 

realizaron varios intentos por estandarizar los cebadores de c-FOS, ODC, SMOX, 

SRM y DAO, diseñados específicamente para ver sus niveles de expresión por 

RT-qPCR. Sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos al respecto. Esto se 

debió a que todos los cebadores comenzaban su amplificación en los Ct >27. 

Teniendo en cuenta estos valores de Ct, se tomó la decisión de no continuar con 

la cuantificación de estos transcriptos, al considerarse que los mismos poseen 

niveles de transcripción muy bajos en las muestras de larvas de R. arenarum. Este 

criterio también fue utilizado por Radonić 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 (gliceraldehído-3P-deshidrogenasa), presentaron valores de 

Ct >30. 

Por otra parte, se pudieron corroborar los bajos niveles de expresión a partir 

de los datos de la secuenciación 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 metodología los 

ARNm de ODC, DAO, SMOX, c-FOS y APAO, fueron los niveles de TMM de B-

ACT. La amplificación de B-ACT se obtuvo con valores de Ct normales para qPCR 

(Ct entre 19-26) y presentó valores de TMM en el rango de 300-400, por lo cual 

fue un indicativo de cuáles serían los genes potenciales a estudiarse por RT- 
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qPCR. Si bien se realizaron diversas pruebas con aditivos para mejorar las 

amplificaciones por qPCR (Simonović et al. 2012), no se obtuvieron resultados 

favorables en ninguno de los casos. Al contrario, se obtuvieron curvas de 

disociación o melting con productos inespecíficos y curvas de estandarización con 

poca eficiencia (Figuras 4.33-4.34). 

Los datos obtenidos para R. arenarum fueron comparados con las especies 

más cercanas filogenéticamente y cuyos genomas están secuenciados, X. laevis y 

X. tropicalis. De esta forma, se ha encontrado en la base de datos de Xenopus 

(XenBase) que los valores de expresión a nivel transcriptómico se asemejan a los 

valores de los genes con bajo nivel de transcripción, 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 millón ) en Xenopus laevis y 
Rhinella arenarum. Comparación entre los valores de algunos transcriptos, 
entre ambas especies (Bowea et al, 2009). 

 

GEN 
TPM 

X. laevis 

TPM 

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 únicamente hasta el estadio 40. En comparación con los estadios 

del desarrollo de R. arenarum, el estadio 40 sería, relativamente, el más 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 podría 

decir que hay una similitud en la expresión de DAO, c-FOS, SMOX y APAO, 

teniendo un nivel de transcripción bajo en las dos especies. Por estas razones, no  
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serían buenos candidatos para su análisis mediante RT-qPCR, sin la utilización de 

un kit comercial específico para transcriptos con bajos niveles de expresión. 

La capacidad de detectar y medir cantidades mínimas de ácidos nucleicos, 

hace de la qPCR una de las técnicas más confiables para la cuantificación a nivel 

molecular. A nivel conceptual es una técnica sencilla, rápida, sensible y específica, 

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 preparación y 

purificación del ADN/ARN, llevando a resultados muy variables; mala elección de 

los cebadores utilizados para la retrotranscripción y PCR, llevando a ensayos 

menos robustos e ineficientes; y el inapropiado análisis estadístico, llevando a la 

interpretación errónea 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 podrían afectar a la utilización 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; 

Ståhlberg 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 relación 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 algún nivel de degradación es factor suficiente para generar 

variabilidad dentro del ensayo, especialmente en aquellos blancos con bajos 

niveles de transcripción (Bustin et al. 2009). En el caso de las muestras utilizadas 

en esta tesis para evaluar los niveles de expresión de SOD, SAMDC, y los genes 

de referencia B-ACT y RL8 mediante qPCR, se obtuvieron grandes diferencias 

entre las 2 réplicas biológicas utilizadas. Un factor indicativo de dicha variabilidad 

es la calidad del ARN purificado. Si bien el protocolo de purificación utilizado fue el 

mismo para ambas réplicas, la calidad del ARN no fue la misma. Asimismo, el 

origen de dichas muestras podría contribuir a la variabilidad obtenida entre 

replicas. En comparación, las muestras obtenidas para la primera réplica mediante 

ovulación inducida en el laboratorio fueron más 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 existió un cierto nivel de 

degradación 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, BA y OC 

no pudieron ser utilizados para analizar la expresión 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 

qPCR, 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 análisis de la transcripción génica es poder 

determinar de forma precisa la amplificación del ácido nucleico presente en la 

reacción. Un enfoque comúnmente utilizado en la amplificación 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, o sea, que se exprese de manera constitutiva.  

Además, su expresión debe ser estable, es decir, que debe mantenerse con muy 

poca variación entre las diferentes muestras, y su abundancia debe tener una 

correlación directa con la cantidad de ARNm de la muestra (Radonić et al. 2004; 

Bas et al. 2004; Verbrugghe et al. 2019). Además, los genes de referencia 

deberían expresarse en niveles semejantes a aquellos seleccionados como blanco 

(Bustin et al. 2009; Bustin 2017). 

Por más 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 mayoría de estos genes tienen un nivel elevado de 

expresión, resultando en una discrepancia entre la abundancia del transcripto del 

gen blanco con respecto al gen de referencia. Por otra parte, su expresión puede 

variar dependiendo de la condición a la cual están 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). 
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A través de los años, se han investigado muchos genes de referencia en 

diversos tejidos y condiciones. Por lo general, los más utilizados han sido G3P, B- 

ACT, 18S, 28S, HPRT (hipoxantina-guanina fosforiltransferasa), PPIA (peptidil 

prolil isomerasa A), G6PDH (glucosa 6-fosfato deshidrogenasa), TBP (proteína de 

unión a la caja TATA), B2M (beta microglobulina), α-Tub (Tubulina alfa), PBGD 

(porfobilinógeno deaminasa) y L13 (proteína ribosómica L13) (Radonić et al. 

2004). 

Sin embargo, se han encontrado variaciones en cuanto a la expresión de los 

genes de referencia antes nombrados, dependiendo del estudio realizado. En 

ensayos realizados en linfocitos humanos se observó que la expresión de B-ACT 

varía significativamente entre los estadios de activación, llevando a resultados 

inconsistentes dentro del estudio (Bas et al. 2004). También se ha visto que la 

expresión de B-ACT está influenciada en pacientes con trasplante renal, en 

células de corazón en ovejas, en tejidos tumorales de ovarios y en tejido bronquial 

de individuos asmáticos, invalidando el uso de este gen como gen de referencia 

para qPCR (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) (Šindelka et al. 2006). En dicho estudio, además, 

realizaron las mediciones de cada gen en diferentes estadios del desarrollo 

embrionario. De esta forma pudieron determinar que ODC1 parece ser el gen más 

estable en los estadios iniciales (desde el estadio 1 al 10.5) y finales (desde el 

estadio 18 al 41, según Niewkoop y Faber 1994); L8 y GAPDH serían estables 

para ser utilizados en los estadios 1 al 19 y H4 mostraría las menores 

fluctuaciones a lo largo de todo el desarrollo embrionario. En otro estudio en 

Xenopus laevis, se realizó un screening de 6 genes de referencia (eEF1A1, RPL8, 

SUB1 L, CLTA, H4 y ODC1). Los investigadores pudieron identificar que eEF1A1 y 

SUB1 L eran los genes cuya expresión se mantenía más estable, lo que permitiría 

su utilización 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 podrían 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 años con respecto a  
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los genes que inicialmente se consideraban housekeeping, actualmente se sugiere 

realizar un estudio exhaustivo de cuáles serían los genes de referencia más útiles 

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 información más completa. Sin embargo, en el caso de un organismo no 

modelo como R. arenarum, la búsqueda 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 comúnmente, como es el caso de B-ACT, mientras que ODC y L8 fueron 

seleccionados posteriormente de acuerdo a los datos aportados por Šindelka et al. 

(2006). En el caso de B-ACT se observó una tendencia hacia el aumento de sus 

niveles de expresión en las larvas expuestas a 0,5 mg L-1 de MAZ durante 6 h, 

mientras que, en las larvas expuestas por 24 h a la misma concentración, se 

observó una caída abrupta de su expresión. Esto sugiere que la expresión de B- 

ACT podría estar siendo influenciada por la exposición a MAZ y, por lo tanto, no 

podría 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 transcripción en R. arenarum. En el caso de L8, fue posible obtener 

una amplificación con valores de Ct normales (18-26) y que, además, mostró una 

variación de expresión mínima entre las muestras tratadas y las muestras control. 

Por lo tanto, sería 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 expresión de los potenciales genes de referencia, siempre en 

comparación a aquellos utilizados en X. laevis. De este análisis se puede concluir 

que los transcriptos que menos variación 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 Elongación-1: 

EF1A0 y EF1D. El transcripto de Actina (ACT3) y los transcriptos de Tubulina alfa 

1.1, 2, 3 y 4, varían 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 análisis a modo de screening, como paso previo al 

desarrollo de estudios a través de qPCR. Además, podemos decir que la 

información genómica o transcriptómica es una herramienta esencial al momento 

de desarrollar ensayos de biología molecular en organismos no-modelo. 

Confirmamos así, que los datos de RNA-Seq tienen el potencial de identificar 

aquellos genes con menor variación en su expresión, aunque no sea un método 

universalmente aceptado para seleccionar genes de referencia (Stanton et al. 

2017, Zhuang et al, 2015, Yang et al, 2014).  

 
 

5.3 Minería de datos para comparar niveles de expresión a nivel 

transcriptómico en R. arenarum 
 

5.3.1 Niveles de las enzimas blanco de OF y enzimas antioxidantes 

Si bien no existen muchos estudios a nivel transcriptómico sobre los niveles 

de las enzimas antioxidantes y las enzimas blanco de plaguicidas 

organofosforados, existen reportes sobre la actividad enzimática 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 h a 2 mg L -1 de MAZ, 

hay una inducción en la actividad de GST y una inhibición en la actividad de CbE. 

También se ha visto una disminución significativa de la actividad de CbE en larvas 

expuestas a 1 y 2 mg L -1 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-1 MAZ y 0,1 mg L-1 CLP no se encontraron 

diferencias significativas en las actividades de CAT y GST (Ceschin 2017). Estos 

últimos coinciden con los resultados hallados en esta tesis, donde no se han 

encontrado diferencias significativas en los niveles de expresión de las enzimas 

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

En cuanto al nivel de transcripción del gen que codifica la enzima blanco de 

acción de los plaguicidas OF, AChE, se observó un aumento en su expresión en 

muestras expuestas a MAZ y CLP durante 6h. Estos datos podrían 

corresponderse con estudios realizados anteriormente, en los que se pudo 

observar que, en animales expuestos a una situación 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 inducción sobre la actividad de AChE, generada por la exposición a  
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organofosforados. Esto sugiere que los plaguicidas organofosforados inducen la 

síntesis de la enzima y su sobreexpresión (Rosenbaum et al. 2012, Liendro et al, 

2015). 

Por otra parte, la sobreexpresión de AChE puede deberse al aumento de la 

expresión de c-FOS, tal como se ha comprobado en esta tesis. El factor de 

transcripción c-FOS posee sitios de unión 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 podría 

activar vías regulatorias que generen cambios en la expresión de las proteínas que 

median la neurotransmisión 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 sobreexpresión del ARNm de SAMDC 

mediante inyección en embriones de Xenopus, se ha podido observar que hay una 

disociación celular desde el estadio de blástula hasta el estadio de gástrula, con 

interrupción del desarrollo embrionario normal (Shibata et al. 1998). En otro caso, 

donde realizaron la inyección 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 disociación celular y 

arresto del desarrollo normal en el estadio de gástrula, mientras que aquellos 

inyectados en el estadio de 8 células no alteraron su desarrollo, convirtiéndose en 

ranas normales a simple vista. Sin embargo, se observó que las células 

descendientes de aquellas inyectadas sufrían apoptosis (Kai et al. 2003). No 

obstante, la sobreexpresión de SAMDC no generó un aumento de la concentración 

de espermidina. Estos hallazgos sugieren que el programa materno de apoptosis 

heredado en Xenopus se activa por la sobreexpresión de SAMDC y podría servir 

para eliminar los daños celulares siendo así 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 expresión de SAMDC se ve aumentada en las 

larvas expuestas a MAZ y CLP, tanto a 6 h como a 24 h. Estos datos podrían 

corresponderse con aquellos hallados en Xenopus, ya que el aumento de su 

transcripción podría deberse a la necesidad de activar el mecanismo de apoptosis 

para eliminar los daños celulares causados, ya sea por la exposición a plaguicidas 

o por otros mecanismos. Por otro lado, el aumento de la transcripción de SAMDC  
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también podría deberse a la necesidad de sintetizar una mayor cantidad de 

espermidina. Espermidina actúa como donante del grupo aminobutil para las 

modificaciones post-traduccionales del residuo de lisina, en el factor de 

transcripción eIF5A. Esta modificación resulta esencial para la actividad del factor 

de transcripción, cuya función es contribuir a la transcripción, el transporte núcleo-

citoplasma, la renovación de ARNm y la apoptosis (Nishimura et al. 2009). Los 

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

la necesidad de sintetizar espermidina, se ve reforzada por los niveles de 

transcripción del factor eIF5A 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 desregulación de 

ODC y SSAT. Las células de hepatoma humano fueron químicamente inducidas 

para aumentar la producción de EROs y los niveles de las tres poliaminas. En 

estas células hay una sobreexpresión de ODC y SSAT, reguladas 

transcripcionalmente. Esta regulación está dada por NRF2, debido a que tanto 

ODC como SSAT poseen una secuencia de reconocimiento para varios factores 

de transcripción, incluido NRF2 (Ceci et al. 2017). Los hallazgos al respecto en 

esta tesis indican que los niveles transcripcionales de ODC están aumentados en 

las muestras expuestas a MAZ a las 24 h y a CLP a 6 y 24 h. Esto podría deberse 

a la inducción de estrés oxidativo, causado por la exposición 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 encontraría en cantidades elevadas dentro del 

núcleo únicamente en aquellas células que sean capaces de expresar grandes 

cantidades de SSAT (Hyvönen et al. 2006), lo cual explicaría los bajos niveles de 

transcripción encontrados en las larvas utilizadas en la tesis, tanto en NRF2 como 

en SSAT. 

La disminución de SSAT podría estar relacionada al aumento en la expresión 

de SMOX hallado en esta tesis. SMOX es la enzima encargada de oxidar 

espermina a espermidina. Estos hallazgos coinciden con aquellos realizados en  
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células humanas de hepatocarcinoma expuestas a etanol y acetaldehído, en las 

que se vio el aumento de la expresión de SMOX y la disminución de SSAT, 

sugiriendo que su regulación ocurre a nivel post-transcripcional (Uemura et al. 

2013). Al verse aumentada la expresión de SMOX se podría deducir, además, que 

la cantidad de espermina disponible para ser acetilada por SSAT se encuentra 

disminuida. Por otra parte, esto también coincidiría con los niveles elevados se 

SAMDC, enzima necesaria para generar espermidina y espermina. Estos 

hallazgos sugieren que, debido a las funciones fisiológicas de espermidina, sería 

necesario un aumento de su concentración bajo estas condiciones en el estadio de 

larvas. Por ello, las enzimas encargadas de generarla, ya sea por síntesis o por 

degradación de otros sustratos, ven aumentados sus niveles de expresión. 

Los niveles de expresión 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 podría deberse a la 

necesidad de generar espermidina como protección frente a la exposición a 

plaguicidas. La disminución de putrescina y espermina se observó 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 último se utilizaron larvas a 

10 días de alcanzado el OC. Por lo tanto, podríamos decir que hay una 

correspondencia entre los niveles de expresión encontrados a nivel 

transcriptómico y los niveles hallados con respecto al contenido de poliaminas. Por 

otra parte, espermidina no mostró variación a lo largo del desarrollo embrionario, 

siendo este un hallazgo similar al de Kai et al. (2003) con la sobreexpresión de 

SAMDC. Estos hallazgos están relacionados con la fina regulación que posee el 

metabolismo de poliaminas, tanto a nivel transcripcional como a nivel enzimático. 

Por lo tanto, hemos podido observar, mediante minería de datos a nivel 

transcriptómico, que la exposición a MAZ y CLP genera alteraciones en el 

metabolismo de poliaminas, en ciertos factores de transcripción y en enzimas 

blanco, como AChE. Los resultados obtenidos permiten afirmar que RNA-Seq es 

una herramienta valiosa que permite seleccionar aquellas vías metabólicas que 

estén siendo afectadas en un organismo no-modelo, como Rhinella arenarum, 

para llevar adelante estudios de toxicología 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 expresión a nivel transcriptómico 

y los cambios a nivel enzimático. Los cambios a nivel transcriptómico se vieron en 

larvas expuestas a MAZ y CLP durante 6 y 24 h. Mientras que los cambios 

observados a nivel enzimático fueron estudiados en embriones expuestos 

crónicamente. A nivel transcriptómico se puede ver que la exposición a OF induce 

la expresión de ODC, SMOX, SAMDC y eEIF5A, mientras que en SSAT y DAO 

generan la disminución de su expresión. La inducción de ODC, SMOX y SAMDC 

podría deberse a la necesidad de sintetizar espermidina, la cual induce la 

expresión del factor de transcripción eEIF5A. Por otra parte, la vía de degradación 

de las poliaminas genera EROs, al igual que la exposición por OF. Estas especies 

reactivas de oxígeno inducen, a su vez, la expresión de c-FOS, el cual también 

produciría un aumento de la expresión de AChE. 
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Figura 5.1: Efectos de MAZ y CLP a nivel bioquímico y molecular, sobre el metabolismo de poliaminas, factores de transcripción y la 

enzima blanco, AChE. 
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A partir de los resultados obtenidos y su análisis, podemos llegar a las 

siguientes conclusiones: 

 

✔ La exposición a plaguicidas organofosforados genera 

alteraciones en el metabolismo de las poliaminas, en 

embriones y larvas de R. arenarum, tanto a nivel de la 

actividad enzimática como a nivel de la expresión de 

transcriptos. 

 
✔ Estas alteraciones en el metabolismo de poliaminas 

por exposición 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 

degradación que genera estrés oxidativo. 

✔ Ambos plaguicidas generan efectos diferenciales pese 

a tener el mismo mecanismo de acción como familia: DAO 

sería un biomarcador útil frente a la exposición a MAZ, 

mientras que APAO lo sería frente a la exposición a CLP, 

debido a sus respuestas tempranas en embriones de R. 

arenarum. 

✔ La exposición de 24 h a concentraciones subletales de 

MAZ y CLP provoca cambios a nivel transcripcional en los 

factores de transcripción c-Fos y Nrf-2, que regulan a su vez 

la transcripción de ciertos genes asociados al metabolismo de 

las poliaminas y el blanco de acción tóxica AChE. 
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✔ Se pudieron determinar los potenciales genes de 

referencia para futuros estudios en el análisis de la expresión 

en R. arenarum: TBA1, TBB1, TBB2, TBB4B, ACTB, G3P, 

RL8 (L8), EF1A0 y EF1D. 

 
✔ La información obtenida por RNA-Seq resulta ser una 

herramienta extremadamente útil a la hora de realizar un 

screening sobre los niveles de expresión y así definir genes 

de interés y genes de referencia. 

✔ A partir de los resultados obtenidos mediante 

secuenciación masiva del ARNm de R. arenarum se pueden 

realizar estudios más profundos para confirmar mediante 

qPCR los niveles de expresión vistos en esta tesis. 
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Secuencias obtenidas mediante secuenciación de productos de PCR  

 

BETA ACTINA 

>180517-R01_E06_B-ACT_B-ACT_F.ab1 94 

GGGGGGGCGGGGCGGTGCCATGTACACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGCATCACACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTTGCCCCAG

AGGACA 

>180517-R01_G06_B-ACT_B-ACT_R.ab1 104 

GGGGAAGCGAATAGGCTTGGCAGAGTTCTCTTGATGTCACGCACGATTTCTCTTTCGGCTGTGGTGGTGAAGCTGTAGCCTCTCTCAG

TCAAGATCTTCATGAG 

 

FOS 

>180514-028_E14_FOS_FOS_F.ab1 406  

TAAAATTGGTTTTTTAAGGCATCTTTCCGGTCGGCATCTCCAGTCTTCCTTCCCGGAGAAGGAGAGCTCCCAGCTGCAGATATCACTAG

ACCTCAAATCCGAGCCCCTGGACGACTTCCTCTTCAGCTCTCCGGCTGCCGGACCCTGTGACGCCGCCCGCTCCGTGCCAAACGTGG

ATCTGTCCAGCACCCTGTACTCGTCTGACTGGGAGCCCCTGTACAGCACCCTGTCGGCAGAAGTGGAGCCCCTGTGCACGCCCGTGG

TTACCTGCACGCCAACATGTACCACCTACACCACCTCGTTTGTCTTCACCTACCCTGAGTCCAACTCTTTTCCTAACTGCGGAGCCGCC

CATCGCCGAGGAAGCAGCAGCAACGAGCAGTCGTCGGACTCC CTCAACTCTCCC 

>180514-028_G14_FOS_FOS_R.ab1 442  

AGAGAGAAGCAATTAAAATTGTCAGTAAGGTGGGAGAGTTGAGGGAGTCCGACTACTGCTCGTTGCTGCTGCTTCCTCGGCGATGGGC

GGCTCCGCAGTTAGGAAAAGAGTTGGACTCATGGTATGTGAATACTAACTATGTGGTGTATGTGGTACATGTTGGCGTGCAGGTAACCA

CGGGCGTGCACTGGGGCTCCACTTCTGCCGACAGGGTGCTGTACAGGGGCTCCCAGTCAGACGAGTACAGGGTGCTGGACAGATCC

ACGTCTGGCACGGAGCGGGCGGCGTCACATGGTCCGGCAGCCGGAGAGCTGAAGAGGAAGTCGTCCAGGGGCTCGGATTTGAGGTC

TAGTGCTATCTGCAGCTGGGAGCTCTCTTTCTCCGGGACGGAATTCTGGGAGATGCCTACGGGAAAGAGGGGCTCAGACGAAACCTC

ATGAGC 
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NRF2 

>180514-028_K12_NRF2_NRF2_R.ab1 401 

TGGTTGTTTTTTTTTTAATCTTCCCAACCCATGTGAACATACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGG

ATCATGCGCCCGCCTAGGAACTTCAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTACTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGAT

CTCTTGGTTCTGGCATCCATGAAGAACGCAACGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCTGAATTCAGTGATTCATTGAATCTTTGAACGC

TTATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGACCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAAGGCGTGGTGTTAGGGATCGG

CCAAAACCCGCGTGGGACGGCCAGTCCCTAAATCTTTGTCGTG 

 

ODC 

>180514-028_M10_OSD_OSD_F.ab1336 

ACCGCTTCGTCATCACATGTTGGCCCCAATGCTGCTTGAGTAGTATTTTTCATCCAATTTAGGCTTCTTCTGGAGCACAGGCTTGACATG

AGCATGGTCATACAAAATGCAATTGAAGGATCCGTAGACACCATCGTTGACATAATACATGAGCGTTTTGGGACATGAAGTATCATCTTC

ATCATCGGATCCAGACTGTTCAGTCAACATGACCTTCTTTGCAATGATATTGACTGCGAGGGTGAAGGCTGAAGCAACATAGTATCTTC

CAGGTTCTGCAATAATTTGCACGCCGGAGTCAACTGGAAAGTAAACGGCGAAAGGCAAAGACATATG 

>180514-028_O10_OSD_OSD_R.ab1363  

AAGGGAAGCTGGCGGACTGGAGATACTATGTTGCTTCAGCCTTCACCCTCGCAGTCAATATCATTGCAAAGAAGGTCATGTTGACTGAA

CAGTCTGGATCCGATGATGAAGATGATACTTCATGTCCCAAAACGCTCATGTATTATGTCAACGATGGTGTCTACGGATCCTTCAATTGC

ATTTTGTATGACCATGCTCATGTCAAGCCTGTGCTCCAGAAGAAGCCTAAATTGGATGAAAAATACTACTCAAGCAGCATTTGGGGGCC

AACTTGTGATGGACTGGATCGTATAGTTGAGCGTTTCGACCTACCAGAAAATGGGTGAATATATGTTTCATTGATT 

CTTTTCCTCCTTAAATTCT 
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APAO 

>180517-R01_M06_PAO_PAO_F. ab1815  

TGGGAAGTTCAATTGTCCATTGGTATAAGACCCTCGTATGTAGGGGTTACTATGCCATGTGGAGCGCAGCACCCCTCGCAGTTCTGTCA

CTGGCCAACTTGTAAATTGCTTCAATAATCTGACACATACTTCTCCCACTTCACTTTCAGGGAGGGTCTCCATGTGCTCCGCAGCCAATC

CAGTGATCCAACCACAGAGGGTGCTTCTATGCATTGGAACGCAGTCAAAACCTCCAATCTTCTTGAACCACTCTGAACGCCACGTTTGT

TGCCTGCACCCATCAGAATAGCCCTTCAGGCTCTCTGGGCCTTGTTCCCATACCAGCTGTATTCCGGCACAATCATCCGGCCAAAAGG

GCTTTGAAAACTCTAAGAAGATCTTGGCCACTGTGCCAAACCCCAATCGCTGGATGGCCTCCATCTTTCCCTTTGGCAGGGGAGGGTC

AAAAAGAGTAGACGCTCGTTCCTTCATGCACCCAAGAGACACAGTGACAATGACATGATCTGCTGGAAACTGCTCACCGTCTTCACAAA

CCACATTGACCGGATGTTTTGATACCTTCGAAGGTGATGAAGATCCGTCCCACTGGACGCATCGAACAGGCTTACGGCAGCGAAGGGA

ATTAGGCGGCAGCTGGTCTATGAAGACGTCTAGTAGAGCTTGGTAGCCCTTACTGCCCAAGGAGTTAAAAAAGGGTCCCTCGAGAGCA

GTGTATAAGCCAAGCTGACTCAACGAGAACTCATACATGGAGTTACAAGCCTCGTCCACGAAATTTGTCTTTTTTTTAAGAATCTATAATA

T TTATAAAATTTTAT 

>180517-R01_O06_PAO_PAO_R.ab1 842 

TGGGCAGTAACTCTTGTTGAGTAGCTTGGCTTATACACTGCTCTCGAGGGACCCTTTTTTAACTCCTTGGGCAGTAAGGGCTACCAAGC

TCTACTAGACGTCTTCATAGACCAGCTGCCGCCTAATTCCCTTCGCTGCCGTAAGCCTGTTCGATGCGTCCAGTGGGACGGATCTTCAT

CACCTTCGAAGGTATCAAAACATCCGGTCAATGTGGTTTGTGAAGACGGTGAGCAGTTTCCAGCAGATCATGTCATTGTCACTGTGTCT

CTTGGGTGCATGAAGGAACGAGCGTCTACTCTTTTTGACCCTCCCCTGCCAAAGGGAAAGATGGAGGCCATCCAGCGATTGGGGTTTG

GCACAGTGGCCAAGATCTTCTTAGAGTTTTCAAAGCCCTTTTGGCCGGATGATTGTGCCGGAATACAGCTGGTATGGGAACAAGGCCC

AGAGAGCCTGAAGGGCTATTCTGATGGGTGCAGGCAACAAACGTGGCGTTCAGAGTGGTTCAAGAAGATTGGAGGTTTTGACTGCGTT

CCAATGCATAGAAGCACCCTCTGTGGTTGGATCACTGGATTGGCTGCGGAGCACATGGAGACCCTCCCTGAAAGTGAAGTGGGAGAA

GTATGTGTCAGATTATTGAAGCAATTTACAAGTTGGCCAGTGACAGAACTGCGAGGGGTGCTGCGCTCCACATGGCATAGTAACCCCT

ACATACGAGGGTCTTATACCAATGTGCCTTTGGGGGTGGATGCAGTGAAAGAGCAAATGGACCCTAACCTTTTTACCTTTTATTATACTC

TCTC TATATCTCACCCTCCCCCACCCACCTCCCGCTTCCTCTCCTA 
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SOD 

>180517-R01_I06_SOD_SOD_F.ab1 266 

CAAAAAGGAAGGGGGGGGTTGAGTAAATGTTTTTGGTGGAGAGTTACACCGGGTATGGGGGGGGATAACGTCCCGACTCTAGGTTTTT

TTGTGAACACGATGGGTATCGGAAAGCCTTCCGAGATGCGGTGTGAGACACGAATTTGTGGCTTGGATGGATTGAATGGGGGGGTAG

GGGGGGACACACCGAGGTCGTTGTGTGACAGGGGGAGGGAATCGGCC 

CGGGCTTTTTCCATCCCACTGGCCGCACGGGGGAATCGTGGAGT 

>180517-R01_K06_SOD_SOD_R.ab1 309 

CGGAAGGATGAAAGAATTTGGTATGGAGACAGAGCAGAGGTGAAACAACCGGCCGGGCTGAAAATATCACCATCTAAAGTCATAAGGG

GTTGGAAGGAGGACCTGGGGTCCCGGAGAAGACTCCCAGAAGTCTAGGTAAGCCAAGAATTACCAGGATTTGGAACAATTAAAGGGAT

AGGTGGCAGGGGAGACATCAAGGGTCTCGGTGCCGTGAGTATAAGGGAGACAGCGATGGCTATTTCCGCTTCACTGGCTCTGAGAGG

GAATGCAGGGCCCTTTCTTTTAAACCGCTTATGAAATGATTGAAGT 

 

 

SAMDC 

>191021-056_G01_SAMDC_Fw-SAM.ab1 633 

TGGAGAAAAAATGAATGGAAAGGACCTTGTTTCTACTGTCCTTCATCTTGATGATTCTCTCGGTGGCAGCACAGTTATCTCTAACCTGAG

ACCGCTCATATTACTTAAATATCTGACCCGGATTGAGTTAATACCGCCTGCCCCCGAGAACGAGAAGGAAATTTTCACTTGACCTTGTG

GTAACACAGCAGCGAATGTGCAAATTTGCTATACCTGGGTTTGCAGTTGACCAATGGGGCAATGAATTCCTTAATCGACAGTGGGCCAC

CTGGTTGGGGAGGAAAACATGGACCAGACTCCTACAAAATGACCCTAGATCAATTATGGACTTTGCAGAGGCCTGGTGAAATATCCCT

GCTCCCCTATAACGCCTTAGCCTTGTAAGCAATTGGTCGAAAAGAACTGTTATGTGGGTTACCCCCTGTACTTTCGGAGCCTGTGAATA

AGCACTGACCAACTAAAGCCAGCAACCCTACCGTACTTAATAATCACCGGGAAACGGATTTACGGGACAGCCAGCGGTCACACAAACG

CGGACAGACGATGTTAAGTACCTATTCAACTTTTGAAGCTGCATTCCTCACTCTCGATTAGAGTGTTTTGTAATTTTTTTCATTTCTCTGT

CTGCGTGAC 
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c-JUN 

>191021-056_A01_JUN_Fw-JUN.ab1 1044  

AAAATGTACCCATCCAGTTCTCTGCCCTAAAATGTCACGGACGAGCAGGAGGGCTTTGCGGAGGGATTTGTCCGGGCGTTGCAAGAAC

TTCATAAC 

 

CAGAACAACTTGCCCAATGTCCCCTCTGCCCCCCAGCCGCCCACCTGCACCGGACTGACCTCCGGCGTCTCCTCCATAGCAGGGAAC

AGTGGATA 

CAATAACCCCTTGCACAACGAGCCGCCCGTCTATGCCAACCTGAACAACTTCAACCCGACCACCATCAGCACCACCCCTGCCTTCAAC

AGCAACGCCATGGGCTTCGCCTCTCAGCATCACACCAGCCCCCCCATCCCCGTTCAGCACCCCCGGCTCCAGGCTCTGAAAGAAGAG

CCCCAGACGGTGCCCGAGATGCCCGGCGAGACGCCTCCCCTCTCCCCCATCGACATGGAGTCTCAGGAGAGGATAAAAGCCGAGCG

GAAGCGTATGAGGAACCGGATCGCCGCCTCCAAGTGCAGGAAGAGGAAGCTGGAACGCATCGCCCGGCTGGAAGACAAAGTGAAAA

ACTTAAAGTCGCAGAACTCTGAACTGGCGTCAAATGACCCAACTCTCACTCTGCACCCTGCCTTCTCCCTGGTGCCTTATTGTGGTTAA

TGGCGTGGACATTTTCTCGAAGCGAGCAATGGCATAGCTTACGCATGACCCAATGGCCAACCTACCCCATAATGAACGACCCTGATCTT

CCGATTTGGGAATGAGACGGCTTCTTTCCCGCGTTCCACCCCAAAAATTATCGACTAACTTAGGCACCATAACCTTTACGGAACGACTA

AGCTTAAGCGACGCATTGAATACTGCGCAAGTAAAATCTCTGCTTGCTGTGGCCTCCAAAGAGGCAAATGATAATCGAACCAGCAAAGG

TATAGCGTCTGAATCATGTATTACAAAATCCTTACCATACTAACTTAAAATCTGTACACCTCGGACCCAA 

GGAGGATTGTATATCCCCTATGGAGCCCCTTCTTTACTGGGAGTATACCGAAATCGATCTCCTACCCTCCACTTTTGCAT 
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GGGGGTATCTCTTCATTCAGCTCCCTGGTCAGCCATGAGCATTCGCATGGCTTCACAGCGACCTGACAAGGAAATCAAACAGAGAAAT

AAAACCTCGAACCCCTGCAGCTCCTGACCACAATGCAGTTTTCCCCCCCCAAACGTTACAAAAATGAAAAACCAGTCGTCTTCTATTATT

GACTCTTCCTTACAGCAGCTTGGTATTCTGACCAGGGCTAAACTGCAGT ACCAGAAACTGCTACTCGTGGTTGGGAATGCCCTGG 
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GGGGACCTGGAAAAGGAACTGGGTATAACGGCCAATACTTTGATAGCGTCAAGGAGCTAGTCCATAAGTATGAGAAGAATGAACTCAC

CAAGCTACAGCTATCAGATGACAGTGACGATCCTTATTCCACCTTCATGCCCCGTGGAGAATTTAAGACAAAAACAGATATTTATGGTCC

AAAAATATGTGAACCACAAGGAAAACGTTACCAAGTTCTGGGCAACTATGTTGAGTACACCGGCTGGAGCTTTGCTTACCGGGTCCGTC

CATCGGCTGGCCTCCAGATATTTGATATCCAGTATAATAATGAGAGGATAGCCTATGAGGTGAGCATACAGGAGGCCATAGCCTTCTAT

AGCGGGGCCTCGCCCGCTGATATGCAAACACAGTACATTGACTCTGGTTGGGGGATGGGGACAGAACATTATGAGCTGGCAAAAGGA

ATCGACTGCCCTGAGGGGGCCACCTACCAGGATCTCTACAGTTATTACGACACGGACAAACCATTGCGATATAAGAATGCATTGTGTAT

CTTTGAGCAGCCCAAAAAAAATTATTTTTGTTTCCATTATATGGCTCA 

 

ATGTGAGTTCGAAACTGCGCATAGGCATGTGAATTCCGGGGTTAGATGGAAGGTCACTTTATCAAGAAAGCCATTTTTCAGGCTTCCCC

CGGTTATC 

TTTAATTTTTTGGTTTCCTTTAGGGTTTACCCCCAAATGGAGGATTTGGATAAACTTTAACCAACGGGATTCAGGAAAAAACGGATGGGA

AAGGGGCGGATTGCCAAACCAGGGCCTTATATTAACGCCTTCCCCCCCTACTGTCGCAAAGACCCCTAAAAAAAATATTTAATCTGTTT

CCAATTGCTTTTTCGGGCTCGCCCCCTTTCTATTTTTCCTTCATTCGGAAATACCCTGGGCCGTTTTAACGCCTTAAAGTCCTTTCAGAG

ATGAAATTTGGAAATGAAGTTTCCACATCCAAAAGGCATAAAGGAACTTTTTTATTTGCGCTTTTCACCTTTGGTAAGTTCCAGTTCCCAA

AAAATTTGTAATGTTTCATAAATTTAACCACAGAAAATGTTTTGCTCCTGACATCTTCAATTTTCTAATATTATTCCCCCTTCCTAAATCTG

GTATGATTCTTAACCTTCCCCCCCCCTCAGGGAGGAGTTTTATTATTTCCCCCTTTAGGGGGTGCTTTTATTCTTGTTCCAAAAGGGAAT

AATGGCCCCCTCAAGGGCTCTCCCCCTCAACCCCGGGATGGGGTTAAACAT
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