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EDITORIAL

LOS MECANISMOS DE LA
ACCION TOXICA: BASE
RACIONAL PARA LA
EVALUACION DEL RIESGO
POR EXPOSICION A LAS
SUSTANCIAS QUIMICAS

[ Gerardo D. Castro'?

1. Centro de Investigaciones Toxicoldgicas (CEITOX-
UNIDEF). CITEDEF. Juan B. de La Salle 4397, Villa
Martelli. E-mail: gcastro@citedef.gob.ar

2. Instituto de Investigacion e Ingenieria Ambiental, Uni-
versidad Nacional de General San Martin. Av. 25 de Mayo
y Francia, San Martin. E-mail: gcastro@unsam.edu.ar

Quizés pueda situarse en la alquimia el comienzo (documentable) de la necesidad de entender la naturaleza
y la accion de las sustancias quimicas. Los alquimistas no sélo intentaban encontrar la piedra filosofal, también
querian comprender como se componian los elementos y sustancias que observaban en todas las formas y seres
de su entorno. Esto puede considerarse como un estado primordial de la ciencia, del deseo de entender como
funcionan las cosas en la Naturaleza.

Haciendo ahora foco “solamente” en la comprension de las “interacciones nocivas entre las sustancias qui-
micas y los seres vivos”, podremos dar cuenta que la Toxicologia como ciencia fue evolucionando desde lo me-
ramente descriptivo en sintomas y dosis hacia la profundizacién del conocimiento sobre que es lo que sucede
cuando una sustancia extraia a un organismo (un “xenobiético”) se introduce en él y de todos los caminos que
van llevando al efecto téxico. Esto, en pocas palabras descrito, es lo que constituye el mecanismo de la accién
toxica.

Mucha agua ha corrido bajo el puente de la investigacion en Toxicologia y es bastante también el cono-
cimiento acumulado sobre las interacciones entre los toxicos y los blancos celulares que son criticos para su
funcién y su viabilidad y, en Gltima instancia, criticos para el organismo entero. Atn asi, también es mucho lo
que no se sabe: sustancias nuevas, exposiciones nuevas, el problema de las mezclas de sustancias, los con-
dicionamientos que impone el entorno biolégico y, lo mas importante, la interaccion de todos estos factores
modulando el efecto toxico.



Las implicancias practicas de este conocimiento (o de la necesidad de obtenerlo) son enormes y alcanzan a
muchos campos de la vida humana: alimentacién, salud, trabajo, ambiente humano. La toxicologia regulatoria
(aquella que en cada ambito fija los limites de una exposicién segura mediante normas) se nutre de la informa-
cion generada desde la investigacion experimental y desde la epidemiologia. Estas dos a su vez requieren de la
comprension lo mas certera posible de que es lo que el téxico hace y como eso puede variar.

La relevancia de este conocimiento sobre una sustancia potencialmente téxica puede visualizarse en dmbi-
tos tan diversos como el folleto que acompafia a un medicamento, en las regulaciones sobre el uso de aditivos
alimentarios, en las tolerancias para contaminantes en atmosferas laborales, en los limites permitidos para resi-
duos de plaguicidas en distintas matrices o de contaminantes naturales en aguas, suelos...

En los articulos que componen este nimero de Ciencia e Investigaciéon hemos incluido el “andlisis de caso”
de una variedad de téxicos y de situaciones de exposicién que muestran claramente porqué es necesario saber
antes de opinar en Toxicologia: metales pesados, plaguicidas, farmacos o sustancias naturales, todos son mas o
menos toxicos sobre algin “blanco” del organismo en alguna circunstancia, y la relacién no es casual, es causal.
Hay razones por las cuales el dafio sucede de algiin modo determinado y en algin sitio y no en otro.

La ecuacion riesgo-beneficio para la exposicién humana a un téxico no es estatica, si no que variara en la
medida en que mayor sea la comprensién del caso. El estudio de los mecanismos de la accién téxica de las sus-
tancias constituye un campo apasionante para la investigacion mal Ilamada “basica” y es lo que hemos querido
transmitir aqui, con estos ejemplos.



EL CADMIO COMO
CITOTOXICOY
METALOHORMONA.,
EFECTOS SOBRE EL EJE
HIPOTALAMO-HIPOFISARIO

Palabras clave: cadmio, estrés oxidativo, proliferacién celular.
Key words: cadmium, oxidative stress, cell proliferation.

En las dltimas décadas, la contaminacion ambiental ha aumentado
considerablemente y junto con ella la preocupacién concerniente
a los efectos adversos de diferentes téxicos ambientales. Entre
ellos, el cadmio (Cd), un metal pesado ampliamente usado en
la industria y presente en altas concentraciones en el humo del
cigarrillo, ha sido objeto de numerosos estudios. Con una vida
media muy larga dentro del organismo y una notoria capacidad
de bioacumulacion, el Cd es en si una grave amenaza para la
salud. Como muchos téxicos, los efectos del Cd en el organismo

Beatriz H. Duvilanski*,
Jimena P. Cabilla

Instituto de Investigaciones Biomédicas (INBIO-
MED) UBA-CONICET, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires. Paraguay 2155 piso
10, C1121ABG, Buenos Aires, Argentina.

*neuroend@ffyb.uba.ar

dependen de la concentracion del metal, del tiempo de exposicion
al mismo y de la susceptibilidad diferencial de los tejidos a su accién. Generalmente el Cd a concentraciones micromolares
-tanto in vivo como in vitro- provoca en 6rganos endocrinos estrés oxidativo, muerte celular por apoptosis y desbalance
hormonal. A concentraciones nanomolares, el Cd es capaz de mimetizar los efectos del estrogeno -hormona clave en la
reproduccion con accioén en tejidos como titero y mama- con potenciales implicancias en la apariciéon y desarrollo de
patologias neopldsicas hormona-dependientes. Este manuscrito se enfoca en los resultados de las investigaciones de nuestro
laboratorio con respecto a los efectos tanto citotéxicos como proliferativos del Cd sobre el sistema hipotilamo-hipofisario y
se discute sobre posibles tratamientos para revertir sus efectos deletéreos.

In the last decades, environmental pollution has considerably increased and also the concern regarding the adverse effects
of many environmental toxicants. Among them, cadmium (Cd), a heavy metal widely used in industry and present in high
concentrations in cigarette smoke, has been the subject of numerous studies. Once in the organism it shields a very long half-
life and a remarkable ability to bioaccumulate, which makes of Cd a serious threat to health. As many toxics, Cd effects in the
body depend on the metal concentration, exposure time and differential susceptibility of tissues to its action. Generally, Cd
at micromolar concentrations in endocrine organs causes oxidative stress, cell death by apoptosis and hormonal imbalance
both, in vivo and in vitro. At nanomolar concentrations, Cd is able to mimic the effects of estrogen -reproductive hormone
with key actions in tissues such as uterus and breast- with potential implications for the onset and progression of hormone-
dependent neoplastic diseases.

This manuscript focuses on the results from our laboratory regarding to both, proliferative and cytotoxic effects of Cd on the
hypothalamus-pituitary system and discusses possible treatments to reverse its deleterious effects.

B INTRODUCCION tos a una variedad de metales a

través del alimento, del agua y del

"Alle Dinge sind ein Gift und nichts ist
ohne Gift

Allein die Dosis macht, dal3 ein Ding
kein Cift ist”

(Todas las cosas son veneno y nada es
sin veneno.

Sélo la dosis hace que una cosa no sea
un veneno).

Paracelso, 1493-1541

Los metales han sido utilizados
por el hombre desde la antigliedad.
El uso antropogénico de los mismos
ha Ilevado a su dispersion global y
a la contaminacién del medio am-
biente. Las plantas y los animales,
entre ellos el hombre, estan expues-

suelo. Ciertos metales al no ser bio-
degradables persisten en el medio
ambiente por periodos muy largos y
causando problemas ecotoxicoldgi-
COS muy serios.

Muchos de los elementos meta-
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licos, tales como el zinc, el cobre,
el calcio, el cromo trivalente, el co-
balto, el magnesio y el hierro, en
concentraciones traza son esencia-
les para la vida e intervienen en di-
versos ciclos bioquimicos ya sea por
si mismos o como constituyentes del
centro activo de numerosas enzi-
mas. Estos elementos traza estan in-
volucrados en una variedad de fun-
ciones celulares tales como el con-
trol de la trascripcion genética, la
conduccién del impulso nervioso, el
transporte de oxigeno; de esta forma
regulan eventos moleculares vitales
dentro de la célula, tales como la
expresion genética, el metabolismo,
la proliferacion y la muerte celular.
Sin embargo, en el medio ambiente
y debido al uso cada vez mas exten-
dido, se ha incrementado la presen-
cia de muchos otros elementos me-
talicos que no son esenciales para
la vida tales como mercurio (Hg),
cadmio (Cd), niquel (Ni), aluminio
(Al), plomo (Pb), cromo hexavalen-
te (CrVI), arsénico (As) y otros. Estos
elementos metalicos, sin efectos be-
néficos conocidos en humanos son,
por sus caracteristicas, capaces de
mimetizar a los metales esenciales
y de esta manera afectar, activando
o desactivando, los procesos mole-
culares regulados por ellos (Rana,
2008). A diferencia de los metales
traza esenciales que pueden ser t6-
xicos cuando son incorporados a la
célula en concentraciones elevadas,
los no esenciales son toxicos cual-
quiera sea su concentracion aunque
sus efectos sean diferentes depen-
diendo de ella.

Existen evidencias que indican
que el Hg, el Cd, el As, el Pb y el
CrVI son cancerigenos pero también
exhiben un amplio rango de efec-
tos toxicos sobre la mayorfa de los
sistemas del organismo, efectos que
dependen del grado y el tiempo de
exposicion ademas de la edad del
individuo expuesto (Agency for To-
xic Substances and Disease Registry,

2008; Sears y col., 2012).

En general, la exposicién prolon-
gada a estos elementos metalicos
lleva a una predisposicién a enfer-
medades renales, cardiovasculares,
inmunoldgicas, endocrinas, hepati-
cas, 6seas y neurolégicas. Los nifios
y los fetos son los que corren mas
riesgo ya que la exposiciéon tem-
prana predispone potencialmente a
dichas enfermedades en los jévenes
y, debido a la mayor susceptibili-
dad del sistema nervioso, a proble-
mas cognitivos y conductuales. La
exposicion en poblaciones adultas
aumenta la presencia de las enfer-
medades relacionadas con la ma-
yoria de los sistemas del organismo
y favorece un declive temprano de
la funcién cognitiva (Sears y col.,
2012).

La exposicion a los elementos
metdlicos puede tener un origen
natural o antropogénico. Algunas
poblaciones por sus caracteristicas
geoquimicas estan expuestas a ele-
vados niveles de elementos téxicos,
por ejemplo, se encuentran niveles
elevados de As y CrVI en regiones
de Asia como Bangladesh, de As en
la zona cordillerana de Argentina
y Chile y en diferentes regiones de
México y Estados Unidos de Amé-
rica (Bardullas y col., 2008). Por su
parte, el Cd y el Hg asi como tam-
bién el Pb y el CrVI son productos
cuyo origen es principalmente an-
tropogénico. Los desechos indus-
triales contaminan las aguas y los
suelos y como consecuencia los
vegetales, las carnes, los granos, los
alimentos marinos (mariscos, peces
y otros). (Copes y col., 2008; Perilli
y col., 2010)

El problema mas grave que ini-
cialmente enfocé la atencion de los
investigadores sobre estos metales y
metaloides pesados se basé en sus
efectos nocivos sobre la salud repro-
ductiva, lo cual llevé a que fueran

denominados “toxinas reproducti-
vas”. El deterioro de la salud repro-
ductiva es un problema mundial no
s6lo como consecuencia de la dis-
minucion en la fertilidad femenina
y masculina sino también por los
efectos deletéreos en la salud de las
generaciones futuras.

La envergadura de este problema
mundial pero también muy nacio-
nal, la importancia del eje hipota-
lamo-hipofisario en la reproduccién
y los conocimientos aln escasos
del efecto de estos elementos me-
talicos sobre el mismo, nos condu-
jo a investigar el efecto de algunos
metales y metaloides (Cd, Cr VI, As)
sobre dicho eje (Quinteros y col.,
2007; Nudler y col., 2009; Ronchet-
ti y col., 2012). En este trabajo nos
dedicaremos a mostrar los estudios
realizados particularmente con Cd.

® CADMIO

El Cd es un componente natural
de la corteza terrestre. Este metal
estd ampliamente disperso en todo
el ecosistema y se encuentra a me-
nudo combinado con otros elemen-
tos, como el zinc, el plomo y el co-
bre.

La presencia de Cd en el am-
biente tiene, en buena parte, un ori-
gen natural tal como el producido
como consecuencia de la actividad
volcanica. La erosion de las rocas y
los incendios forestales constituyen
otras formas naturales de liberacion
de este metal. Sin embargo, actual-
mente, gran parte del Cd liberado
al ambiente proviene de diferentes
actividades humanas (Thornton,
1992). El uso industrial del Cd se ha
expandido notablemente a partir de
la mitad del siglo pasado. El Cd es
utilizado en la elaboracién de algu-
nos plaguicidas y fertilizantes, en la
galvanoplastia, en la fabricacion de
pilas y baterias, en la estabilizacién
de algunos plésticos y en la indus-



El cadmio como citotéxico y metalohormona. Efectos sobre el eje hipotdlamo-hipofisario 7

tria minera (Goering y col., 1995;
Satarug y col., 2003). Otras fuentes
importantes de descarga de Cd al
ambiente son la quema de com-
bustibles fdsiles (como el carbén o
el petréleo) y la incineracién de los
residuos domésticos comunes.

La exposicion humana al Cd se
produce primariamente a través de
la inhalacién o ingestién siendo mu-
cho mayor el porcentaje absorbido
por la via inhalatoria. Esta via es
muy significativa en los soldadores
(Bernhoft, 2013). La inhalacién del
humo del tabaco es otra importante
fuente de intoxicacion por Cd (Ko-
ller, 1998). Se sabe que la planta de
tabaco acumula Cd del suelo y que
puede alcanzar concentraciones
muy elevadas (Scherer y Barkeme-
yer, 1983; Chaney y col., 1999). El
oxido de cadmio formado durante
la combustion del cigarrillo es alta-
mente absorbible por el organismo y
aproximadamente el 50% del metal
inhalado ingresa a circulacion. Se ha
detectado hasta 5 veces mas Cd en
los 6rganos de los fumadores que en
los de los no fumadores (Benedetti y
col., 1999; Satarug y col., 2003).

La capacidad de ciertas plantas
de acumular Cd del suelo y ser re-
lativamente resistentes a sus efectos
toxicos (De Figueiredo, 1965) esta
siendo aprovechada para la fitorre-
mediacion de suelos contamina-
dos (Liu y col., 2012; Shukla y col.,
2012).

La exposicion al Cd por inges-
tién sucede a través del agua y/o los
alimentos contaminados (carnes,
vegetales, peces, crustaceos, etc.).
Diferentes drogas y suplementos
dietarios también pueden ser una
fuente de contaminacién (Genuis y
col. 2012). La exposicién ocupacio-
nal incrementa aiin mas el grado de
intoxicacion pues se suman al con-
sumo de agua o alimentos contami-
nados, la inhalacion del humo o del

polvo en el lugar de trabajo (Miura,
2009).

Los efectos toxicos del Cd depen-
den de la via de acceso, la cantidad
y el grado de exposicion. El Cd se
elimina dificilmente, con lo cual se
va acumulando en los diferentes te-
jidos y alcanza una vida media ma-
yor a 20 afios en el organismo. La
exposicion prolongada al Cd ha sido
asociada a numerosos problemas de
salud en humanos que se manifies-
tan en el desarrollo y funcionalidad
de diversos érganos y sistemas, pro-
duciendo alteraciones neurolégicas,
Oseas, cardiovasculares, reproducti-
vas, endocrinas, inmunoldgicas, asi
como en el desarrollo de diferentes
tumores. Este metal ha sido clasifi-
cado como un carcinégeno humano
de tipo | por la Agencia Internacional
para la Investigacién sobre el Cancer
(IARC) y por el Programa Nacional
de Toxicologia (International Agency
for Research on Cancer, 1993; Huff
y col., 2007). La inhalaciéon de Cd
durante periodos largos es una de
las causas condicionantes para el
desarrollo de cancer de pulmén y de
mama (Waalkes y col., 1999; Wais-
berg y col., 2003; Mosavi-Jarrahi y
col., 2009; Beveridge y col., 2010),
hecho que ha sido observado en el
caso de muchos de los fumadores.

Clinicamente, el riién es el 6r-
gano humano que sufre el mayor
impacto téxico del metal. El Cd in-
duce estrés oxidativo y dafio mito-
condrial, lo cual lleva a la muerte
celular programada o apoptosis de
las células tubulares. El dafo renal
determina que se afecten las mdlti-
ples funciones de este 6rgano como
la filtracién y la reabsorcion, la sin-
tesis de vitamina D, etc. que pueden
[levar al Sindrome de Fanconi, a una
mayor susceptibilidad a la diabetes,
la osteomalacia y/o la osteoporosis
(Bernhoft, 2013). El ejemplo mds ex-
tremo de la intoxicacién prolongada
con Cd es la enfermedad de itai-itai

en Japén (Jarup y col, 1998; Ogawa
y col., 2004).

El Cd parece tener un papel de-
terminante como inductor de cancer
en tejidos hormona-dependientes
tales como mama, Gtero, ovario
y prostata (Garcia-Morales y col.,
1994; Antila y col., 1996; Martin y
col., 2003 Siewit y col., 2010), he-
chos observados principalmente en
animales experimentales o en célu-
las in vitro. Apoyando estos estudios,
hallazgos recientes en humanos han
mostrado una estrecha relacion en-
tre los niveles de Cd en sangre y
el cancer de mama (Nagata y col.,
2013; Lafuente, 2013), asi como
también con el cancer de pancreas
y la mortalidad cardiovascular (Luc-
kett y col., 2012) o con alteraciones
endocrinas (Ciarroca y col., 2013).
Sin embargo, hay que considerar
que el individuo no esta expuesto a
un solo metal en el ambiente sino a
una mezcla de ellos que potencian
entre si sus efectos nocivos favore-
ciendo el desarrollo de enfermeda-
des neoplasicas.

B EL CADMIO SOBRE EL EJE HI-
POTALAMO-HIPOFISARIO

El eje hipotalamo-hipofisario
controla la homeostasis del orga-
nismo. Regula funciones fisiol6gi-
cas bdsicas como el crecimiento, la
reproduccion y el metabolismo, asi
como también la adaptacién a cam-
bios del medio externo y al estrés.

El hipotalamo es una estructura
nerviosa situada en la base del encé-
falo. Es el sitio de la regulacion neu-
roendocrina, autonémica y homeos-
tatica ya que actlia como un centro
integrador que coordina mensajes
del entorno, ritmos, patrones de de-
sarrollo endégenos y senales corpo-
rales para evocar respuestas autoné-
micas y endocrinas.

La hipdfisis es la glandula en-
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docrina directriz. Se localiza en la
region ventral del cerebro, aunque
fuera de la barrera hematoencefali-
ca, en intima relacién con el hipo-
talamo a través de la eminencia me-
dia y el tallo pituitario (Page y col.,
1994). Estd compuesta por el tallo
pituitario, la hipdfisis anterior o ade-
nohipdfisis y la hipdfisis posterior o

neurohipdfisis.

La adenohipdfisis es la glandu-
la productora de cinco hormonas:
prolactina, hormona luteinizante
(LH), hormona foliculo estimulante
(FSH), hormona estimulante de ti-
roides (TSH) y adrenocorticotrofina
(ACTH), que regulan las respectivas

/
’ |
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! ,-—--.l ( liberador
! ( « )} — hipotalamico
|
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Hormona de la
glandula periférica

Figura 1. Caminos clasicos de control en el eje hipotalamo-hipdfisis-
glandula periférica. Las células de la adenohipdfisis responden a factores
estimuladores hipotaldmicos (+) secretando la hormona correspondiente
hacia la circulacién general. Esta hormona ejerce su efecto (+) en una
glandula periférica blanco y a su vez sobre el hipotdlamo generando un
circuito inhibitorio corto (-) de manera de regular su propia secrecion.
La glandula periférica responde secretando su propia hormona, que tiene
efecto sobre los tejidos receptores. Ademads, forma un circuito inhibitorio
largo (-) que al actuar a nivel del eje hipotalamo-hipofisario regula su pro-
pia secrecion.

glandulas periféricas y los tejidos
efectores.

A su vez, existe un retrocontrol
desde las diferentes glandulas peri-
féricas hacia el hipotdlamo y la hi-
pofisis (Figura 1).

B EL CADMIO Y LA SECRECION
HORMONAL

Diferentes estudios han demos-
trado que el Cd afecta la secrecion
de varias hormonas, tanto in vivo
como in vitro, asi como también
que existe una relaciéon neta entre
los niveles de Cd plasmatico y las
alteraciones en los niveles de dichas
hormonas en animales de experi-
mentacién y en humanos (lavicoli y
col., 2009; Lafuente, 2013).

Con respecto a los efectos del Cd
a nivel neuroendocrino y en especial
sobre la glandula adenohipofisaria,
las evidencias iniciales indicaban
que este metal modificaba la libera-
cién de neurotransmisores hipotala-
micos y la secrecion hormonal ade-
nohipofisaria (Lafuente, 2013). Sin
embargo, no se conocia si éste era
un efecto directo ni sus mecanismos
de accién. Iniciamos nuestro estu-
dio demostrando que el Cd se acu-
mula tanto en el hipotdlamo como
en la glandula hipofisaria asi como
también en el higado. La acumula-
cién de Cd es mayor en la glandu-
la hipofisaria que en el hipotalamo
(Poliandri y col., 2003). También se
ha observado que se acumula en las
gonadas (Lafuente, 2013).

Como mencionamos mds arriba
el Cd es un disruptor endocrino el
cual, dependiendo de la concentra-
cion, es capaz de inhibir o estimular
la secrecién hormonal adenohipofi-
saria.

El Cd es capaz de actuar a nivel
hipotalamo-hipofisario causando es-
trés oxidativo, impidiendo la funcién
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mitocondrial e induciendo apopto-
sis, in vivo e in vitro. Por otro lado,
este metal es capaz de mimetizar los
efectos de los estrogenos sin serlo,
al actuar como un metaloestrégeno.
Uno de los blancos preferenciales
del Cd a nivel adenohipofisario es la
secrecion de prolactina y las células
que la liberan, los lactotropos.

B EL CADMIO COMO INHIBI-
DOR DE LA SECRECION DE PRO-
LACTINA

Estudios in vitro y mecanismos de
accion.

El estudio del efecto de la exposi-
cién al Cd demostré que este metal
(en forma dependiente de la dosis
y el tiempo) afecta la viabilidad de
las células adenohipofisarias de las
ratas de la cepa Wistar en cultivos
primarios e inhibe la liberacién de
prolactina pero no de LH. En estas
condiciones, el Cd induce apopto-
sis especialmente de los lactotropos
(Poliandri y col., 2003). La inhibi-
cién de la liberacién de prolactina
causada por el metal se debe, en
buena parte, a la muerte de estas cé-
lulas, prueba de ello es que sustan-
cias capaces de prevenir la muerte
celular reducen simultdneamente
el efecto inhibitorio sobre la libera-
cién de la hormona (Poliandri y col.,
2003; Poliandri y col., 2004; Polian-
driy col., 2006).

El estudio de los mecanismos de
accion a través de los cuales el Cd
interfiere con el metabolismo celu-
lar y afecta la secrecién hormonal y
la viabilidad celular adenohipofisa-
ria nos permitié demostrar que este
metal posee un efecto nocivo sobre
las mitocondrias. El Cd altera la
permeabilidad de la membrana mi-
tocondrial externa y la cadena mi-
tocondrial de transporte de electro-
nes, lo cual lleva a un aumento en
la produccién de especies reactivas
del oxigeno (ERO). Este aumento en

la produccién de ERO es el respon-
sable del efecto deletéreo del metal
sobre las mitocondrias y, como con-
secuencia, sobre las células (Polian-
dri y col., 2006a). Prueba de ello es
que el tratamiento con distintos an-
tioxidantes reduce el efecto del Cd
no s6lo sobre las mitocondrias sino
que también previene la apoptosis
y la inhibicién de la liberaciéon de
prolactina (Poliandri y col., 2003;
Poliandri y col., 2006a).

Otro radical libre que también
interviene en los efectos del Cd es
el oxido nitrico (NO), elemento de
gran importancia para la homeos-
tasis celular y que regula la cadena
mitocondrial de transporte de elec-
trones (Poderoso y col., 1996). El Cd
estimula la produccién de NO en las
células adenohipofisarias. Este in-
cremento tiene un efecto citoprotec-
tor. EI NO reduce la produccién de
ERO aumentada por el Cd (Poliandri
y col. 2004) previniendo el estrés
oxidativo, el dafno a las mitocon-
drias y la activacién de las caspasas,
enzimas que intervienen especifica-
mente en el proceso de apoptosis
(Poliandri y col., 2003; Poliandri y
col., 2004).

El Cd también estimula la sintesis
de metalotioneinas (MT) en la ade-
nohipdfisis (Miler y col., 2010). Es-
tas proteinas pequenas ricas en cis-
teinas funcionan como el principal
secuestrador celular de los metales y
su sintesis se induce por la presencia
de los mismos (Coyle y col., 2002).
Se ha sugerido que las MT cumplen
un papel importante en la homeos-
tasis de los metales esenciales (Zn,
Cu, etc.) y que ademas desempenan
funciones de proteccién contra las
ERO (Kumari y col., 1998). El NO,
ejerce un efecto dual: aunque tiene
la capacidad de liberar Cd y Zn uni-
dos a las MT (Khatai y col., 2004),
favoreciendo asi el efecto téxico de
los metales, también actia como
protector al estimular la sintesis de

las MT. La citotoxicidad del Cd no
pudo ser evitada de manera comple-
ta en presencia de los inhibidores de
caspasas (Poliandri y col., 2003) ni
de ciclosporina A (CsA), una molé-
cula que previene la disrupcién de
la integridad mitocondrial (Polian-
dri y col., 2006a), lo cual sugiere la
existencia de alguna via alternativa
independiente de la via mitocon-
drial. Observamos que el Cd afecta
los niveles citosélicos de calcio y la
actividad de calpainas indicando la
existencia de otra via, posiblemente
la microsomal, por la cual el Cd ma-
nifiesta sus efectos deletéreos sobre
estas células (Poliandri, 2006¢).

Que el estrés oxidativo es el me-
canismo principal por el cual el Cd
induce su toxicidad fue comproba-
do mediante el tratamiento simul-
taneo con antioxidantes. Tres antio-
xidantes fueron usados, un analogo
hidrosoluble de la vitamina E, que
protege las membranas de la pero-
xidacion lipidica, la N-acetil cistei-
na, un precursor del glutatién que
interviene en la regulacion de las
ERO, o la melatonina, hormona se-
cretada por la glandula pineal que
tiene propiedades antioxidantes y
es secuestradora de ERO (Jou y col.,
2004). Los antioxidantes protegen
a las células adenohipofisarias del
efecto citotdxico del Cd y regulan la
secrecion de prolactina (Poliandri y
col., 2003).

De esta manera, podemos con-
cluir que el efecto citotéxico del Cd
a nivel de las células adenohipofisa-
rias parece seguir al menos dos vias
paralelas: una mitocondrial y otra
relacionada con los cambios en los
niveles citosélicos de calcio sugi-
riendo que también esté involucra-
do el reticulo endoplasmatico (estrés
microsomal). El efecto inhibidor del
Cd sobre la secrecién de prolactina
parece estar relacionado con la cito-
toxicidad preferencial de este metal
por los lactotropos dado que no se
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observé cambios en la hormona lu-
teinizante (LH), otra de las hormonas
adenohipofisarias predominantes en
la glandula.

Estudios in vivo.

Con el fin de corroborar si el tra-
tamiento in vivo con Cd reproducia
los efectos observados en el modelo
de células adenohipofisarias en cul-
tivo, ratas de la cepa Wistar fueron
expuestas a 5 ppm de Cd en el agua
de bebida de forma crénica duran-
te un mes (Poliandri y col., 2006b).
Esta concentracion corresponde a
la menor dosis que produjo cam-
bios en los niveles hormonales de
prolactina. En estas condiciones
observamos que, al igual que en las
células en cultivo, el Cd reduce la
liberacién de prolactina pero no la
de LH. Ademas el Cd disminuye los
niveles séricos de TSH.

El tratamiento con Cd causé es-
trés oxidativo en la adenohipdfisis,
aumentando los niveles de peroxi-
dacion lipidica y la expresion de la
enzima hemo oxigenasa-1 (HO-1)
(Poliandri y col., 2006b) y de MT
(Miler y col., 2010), ambos marca-
dores de estrés oxidativo. Ademas
el Cd provocé un incremento de la
expresion de las enzimas oxido nitri-
co sintasas (NOSs) 1y 2 (Poliandri y
col., 2006b). Estos resultados in vivo
serian los correlatos del aumento en
la produccién de ERO y NO obser-
vados in vitro.

En el hipotalamo, la exposicion
al Cd también causo estrés oxidati-
vo, medido como un incremento en
la expresion de HO-1 y MT-3 pero
no modificé la peroxidacién lipidica
(Poliandriy col., 2006b; Miler y col.,
2010). El hecho de que estos para-
metros no hayan sido afectados en el
higado (tejido usado como control)
indicé la existencia de una sensibi-
lidad diferencial del eje hipotalamo-
hipofisario a este metal (Poliandri y

col., 2006b).

Estos resultados, tanto in vivo
como in vitro muestran que el Cd
induce estrés oxidativo y que el in-
cremento en la produccién de ERO
seria el factor determinante del dafio
celular que lleva a la apoptosis. Es-
tudios posteriores han corrobora-
do estos resultados (Cuypers y col.,
2010; Kimy col., 2013).

En el estudio in vitro con las cé-
lulas adenohipofisarias en cultivo
mostramos que el tratamiento con
antioxidantes previene los efectos
del Cd sobre la viabilidad celular y
la secrecién de prolactina. De igual
manera, el tratamiento con melato-
nina in vivo reduce el estrés oxida-
tivo inducido por Cd en el hipota-
lamo y la adenohipdfisis (Poliandri
y col., 2006b), lo cual nos permite
concluir que el tratamiento con anti-
oxidantes tanto in vivo como in vitro
reduce el estrés oxidativo. Es intere-
sante notar también que es posible
revertir el estrés oxidativo inducido
por la exposicién prolongada al Cd
un tiempo después de que ésta fuera
suspendida (Miler y col., 2010).

Los efectos citotoxicos del cad-
mio sobre la adenohipdfisis, tanto in
vivo como in vitro, se resumen en la
figura 2.

B DISRUPTOR ENDOCRINO

Desde mediados del siglo pasa-
do, distintos informes indicaban que
las poblaciones animales manifes-
taban alteraciones en la capacidad
reproductiva, aumento de la mortali-
dad en los adultos y en su progenie,
deformaciones en los érganos repro-
ductivos, comportamientos sexuales
anormales y alteraciones del sistema
inmunoldgico. Algunos de estos pro-
blemas también fueron observaron
en los seres humanos. La Dra. Theo
Colborn (zodloga) encaja las piezas
de este rompecabezas y encuentra

el punto comdn de las maltiples ma-
nifestaciones observadas en las dife-
rentes especies y en distintas partes
del mundo: “todas las especies de
animales estudiadas sufrian altera-
ciones en el funcionamiento de su
sistema endocrino ocasionadas por
la exposicién a sustancias quimicas
de constitucion muy heterogénea a
los cuales denomino disruptores en-
docrinos” (Colborn y col., 1993).

Los disruptores endocrinos (DE)
son agentes quimicos naturales o
sintéticos que interfieren con la bio-
sintesis, el metabolismo o la accién
de las hormonas enddgenas, alte-
rando la homeostasis y por lo tanto,
provocando variaciones en la repro-
duccién y en el desarrollo del orga-
nismo y/o de su progenie (Diamanti-
Kandarakis y col., 2009). El grupo
de moléculas clasificadas como DE
es altamente heterogéneo e incluye
quimicos sintéticos utilizados como
solventes/lubricantes y plastificantes
industriales y sus productos deriva-
dos (bifenilos policlorados, bifenilos
policromados, dioxinas), pldsticos
(bisfenol A), plastificantes (ftalatos),
pesticidas (diclorodifeniltricloroeta-
no, DDT), fungicidas (vinclozolina)
y agentes farmacéuticos (dietiles-
tilbestrol). Pertenecen a este grupo
sustancias naturales como los fitoes-
trogenos (genisteina y cumestrol),
tan abundantes en alimentos como
la soja.

La mayoria de los estudios rea-
lizados sobre los DE revelan que
estas sustancias ejercen sus efectos
actuando como agonistas o anta-
gonistas de receptores hormonales
especificos (Waring y Harris, 2005).
Los DE son, por lo tanto, capaces de
imitar la actividad de las hormonas y
producir efectos equivalentes, pue-
den bloquear la actividad normal
de las hormonas al competir por los
receptores especificos o modificar la
concentracion fisiolégica de las mis-
mas al afectar los mecanismos de
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Figura 2. Efectos citotoxicos del cadmio sobre la hipofisis. El cadmio (Cd) se acumula significativamente en la
adenohipéfisis y, en concentraciones micromolares, ejerce efectos téxicos inhibiendo la liberacién de prolactina
(PRL) y tirotrofina (TSH). Los lactotropos son blanco preferencial de este metal. La citotoxicidad del Cd se debe
mayormente a la generacion de estrés oxidativo que dispara la apoptosis por la via mitocondrial. El Cd también
causa desbalances en la concentracién de calcio intracelular e incrementa la actividad de calpainas lo cual con-
duce a la apoptosis por la via de estrés microsomal. Ambas vias pueden ser prevenidas por el tratamiento con
antioxidantes. Por otra parte, el Cd induce la sintesis de 6xido nitrico (NO), el cual ejerce efectos citoprotectores
en las células disminuyendo la concentracién de especies reactivas del 6xigeno (ERO) y aumentando la sintesis

de metalotioneina-1 (MT-1)..

retrocontrol alterando asi su bio-dis-
ponibilidad (Waring y Harris, 2005).

Los “xenoestréogenos” son un
grupo particular de DE, capaces de
reproducir las acciones de los estré-
genos y/o interferir con su sefializa-
cién normal. Algunos metales, tales
como Cd, Hg, Pb, U (uranio), Ni y
As, también pueden actuar como DE
mimetizando las acciones de los es-
trogenos y se denominan “metaloes-
trogenos” (Garcia-Morales y col.,
1994; Stoica y col., 2000; Martin y

col., 2003; Diamanti-Kandarakis y
col., 2009; lavicoli y col., 2009).

B ESTROGENOS

Los estrégenos (E2) son una fami-
lia de hormonas esteroideas sinteti-
zadas principalmente por los ovarios
durante la edad reproductiva y en
menores cantidades por las glandu-
las adrenales y otros tejidos. Su fun-
cién mas importante es promover el
crecimiento y la diferenciacién de
los érganos sexuales y de otros te-

jidos relacionados con la reproduc-
cién. También tienen un papel muy
importante en el funcionamiento
del cerebro, en la remodelacién del
hueso y en la acumulacién de teji-
do adiposo. El 17p-estradiol (E2) es
el estrogeno natural mas potente y
ejerce sus efectos mediante la acti-
vacion de miltiples vias de sefali-
zacién tanto genémicas como no
gendémicas (Heldring y col., 2007;
Shanle y Xu, 2010; Shanle y Xu,
2011). Sus acciones estan mediadas
por dos receptores especificos (REa
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y REB), que pueden actuar como
factores de transcripcién nuclear
(Drummond y col. 1999; Rousseau
y col., 2002; Adamson y col., 2008).
Esta hormona, actia a nivel hipota-
lamo-adenohipofisario regulando la
secrecion de varias hormonas hipo-
fisarias (Figura 1). De las hormonas
adenohipofisarias, la prolactina es la
Unica que se libera espontaneamen-
te por lo cual requiere de factores
hipotaldmicos inhibidores que con-
trolen dicha secrecion. La dopamina
hipotaldamica es el principal factor
inhibidor de la secreci6n de esta
hormona. Sin embargo, su secrecién
también puede ser estimulada y el
E2 no solo es el principal regulador
de su secrecion (Rhode y Gorski,
1991) sino que ademas funciona
como un factor tréfico que induce la
proliferacion de los lactotropos (Lam
y col., 1990, Hashi y col., 1996) y
la trans-diferenciacién de somato-
lactotropos a lactotropos (Boockfor
y col., 1986; Kineman y col., 1992).

La prolactina es una hormona
vital implicada en una variedad de
funciones fisiol6gicas tales como el
desarrollo fetal, la reproduccién y
la respuesta inmune, de manera tal
que cualquier alteracién en su pro-
duccién y liberacion afecta diferen-
tes funciones del organismo (Bole-
Feysot y col., 1998).

B EFECTOS XENOESTROGENICOS
DEL Cd O CADMIO

Como comentamos mas arriba,
diversos estudios epidemiolégicos
indican un aumento en la inciden-
cia de enfermedades a nivel del sis-
tema reproductor, tanto en humanos
como en otros animales, asi como
también un incremento en la inci-
dencia de canceres hormona-de-
pendientes. Diversas investigaciones
sugieren que estas y otras patologias
relacionadas son consecuencia de
la exposicién a contaminantes am-
bientales. Entre ellos, los conocidos

como xenoestrégenos parecen jugar
un papel significativo en el desenca-
denamiento y desarrollo de dichas
enfermedades (Jones y King, 1995).

Las hormonas de la adenohipdfi-
sis regulan a las diferentes glandulas
periféricas. Los estrégenos, actuan-
do a nivel del eje hipotalamo-hipofi-
sario, regulan la secrecion de varias
de las hormonas adenohipofisarias
en especial la de prolactina. La in-
tegridad de la unidad de este eje es
un factor fundamental para el desa-
rrollo y funcionamiento normal del
sistema reproductivo y del individuo
como un todo. Sin embargo, aln
teniendo un papel cardinal sobre el
sistema reproductor, poco se cono-
cia sobre un posible efecto xenoes-
trogénico del Cd a este nivel.

Nuestro estudio nos permitio
demostrar que el Cd, en concentra-
ciones nanomolares, promueve la
proliferacién celular adenohipofi-
saria (Ronchetti y col., 2013). Me-
diante técnicas inmunocitoquimi-
cas determinamos que este efecto
se manifiesta principalmente en los
lactotropos. Los somatotropos y los
gonadotropos, células de la adeno-
hipdfisis que sintetizan la hormona
de crecimiento y las hormonas LH
y FSH, respectivamente, en cambio,
no modificaron su tasa de prolife-
racion por efecto del metal. Con-
firmando el efecto del Cd sobre la
proliferacion celular, este metal es-
timula la expresion de proteinas que
controlan el ciclo celular tales como
las ciclinas D1 y D3, que modulan
la progresion de la transicion G1/S
(Altucci y col., 1996; Dinda y col.,
1997), y c-fos, cuya expresién es ra-
pidamente inducida ante estimulos
mitogénicos (Angel y Karin, 1991;
Saulian y Karin, 2002). Un incre-
mento en la expresion de estas pro-
teinas es indicador de un estimulo
de la proliferacion celular.

La exposicién al Cd también es-

timulé la proliferacion de la linea
celular GH3, derivada de un tu-
mor sensible a E2 (Ronchetti y col.,
2013). Es decir que el Cd es capaz
de incrementar la proliferacion celu-
lar no sélo de las células adenohipo-
fisarias normales sino también de las
tumorales, a pesar de su alta tasa de
proliferacién intrinseca. En este sen-
tido, existen evidencias de que el Cd
es capaz de inducir un efecto similar
en diferentes lineas celulares tumo-
rales de mama humanas (Siewit y
col., 2010; Byrne y col., 2009), asi
como también de préstata humana
LNCaP (Martin y col., 2002).

El Cd estimula la secrecion de
prolactina. Este metal aumenta la
sintesis (expresion del ARN mensa-
jero) y la liberacion de prolactina en
las células adenohipofisarias en cul-
tivo (Ronchetti y col., 2013). Existen
muy pocos trabajos que hayan estu-
diado los efectos xenoestrogéncos
de los contaminantes ambientales
sobre la secrecién de esta hormona.
Wade y col. reportaron que el endo-
sulfano (pesticida érgano clorado)
no posee efectos sobre la liberacién
de prolactina in vivo (Wade y col.,
1997), mientras que Rousseau y col.
postularon que dicho xenoestroge-
no, al igual que el clordano (otro
pesticida 6rgano clorado), aumen-
tan la expresiéon de su ARN mensa-
jero en la linea celular GH3 (Rous-
seau y col.,, 2002). El BPA (com-
puesto utilizado en la fabricacion de
plasticos de policarbonato, resinas
y selladores dentales) presenta una
potente actividad xenoestrogénica y,
en forma similar al Cd2+, modula la
liberacién de prolactina tanto in vi-
tro como in vivo, ademas de inducir
la proliferacion celular de los lacto-
tropos (Steinmetz y col., 1997).

Los efectos de este metal -sobre
la proliferacién celular y sobre la se-
crecién de prolactina- se producen
por activaciéon del receptor de es-
trogenos alfa (REa) (Ronchetti y col.,
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2013). Este hecho fue confirmado
dado que los efectos del Cd no se
observan en presencia de un anties-
trégeno puro que se une al receptor
de estrégenos (ICI 182,780) (Wake-
ling y col., 1991). Resultados simila-
res fueron obtenidos en la linea ce-
lular MCF-7, derivada de un tumor
de mama (Bramayy col., 2007; Siewit
y col., 2010). Respecto a la prolac-
tina, Elango y col. demostraron que
el aumento en la expresidon de esta
hormona inducido por otro xenoes-
trégeno como el DDT es impedido
por la administracién conjunta con
el antiestrégeno ICI 182,780 en cul-
tivos primarios de adenohipdfisis de
trucha arco iris (Elango y col., 2006).

Otro de los efectos inducidos por
el Cd en las células adenohipofisa-
rias fue su capacidad de modificar la
expresion del REa (Ronchetti y col.,
2013). El E2 regula la expresion de
su propio receptor en diferentes te-
jidos. Nuestros resultados muestran
que el Cd es capaz de modular la
expresion del ARN mensajero del
REa en las células adenohipofisarias.
Los niveles de dicho ARN mensajero
muestran un aumento marcado du-
rante los primeros tiempos de expo-
sicion al metal (8 y 24 hs) (Ronchetti
y col., 2013). Martin y col. también
observaron un efecto del Cd sobre
la expresion del REa. Sin embargo, a
diferencia de nuestros resultados, es-
tos autores trabajando con las célu-
las MCF-7, derivada de un tumor de
mama, encuentran una disminucion
en la expresion del ARN mensajero
del REa al cabo de 24 hs de exposi-
cién al metal (Garcia Morales y col.,
1994; Martin y col., 2003). Aunque
los resultados no son totalmente
comparables dado que la concentra-
cién de Cd utilizada por dicho grupo
fue dos érdenes de magnitud mayor
a la empleada por nosotros, apoyan
el hecho de que el Cd2+ sea capaz
de afectar la expresion del REa.

El REa se expresa en diferentes

isoformas, la isoforma con un peso
molecular de 66 kDa y sus variantes
truncadas de 46 kDa y 36 kDa. La
adenohipdfisis expresa tanto la iso-
forma de 66 kDa del REa (REa66),
como las dos variantes truncadas
(REa46 y REa36). EI Cd modifica
los niveles proteicos de la isoforma
del REa66 y de su variante truncada
RE046, siendo estos cambios parale-
los a aquellos observados en la ex-
presion del mensajero. La expresion
de la variante REa36 fue comparati-
vamente baja y dificil de detectar en
las mismas condiciones de ensayo.

Existen evidencias bibliograficas
que muestran que el tratamiento con
E2 afecta la expresién del REa66 y
de sus variantes truncadas. Se ha
demostrado que el tratamiento con
estrégenos aumenta la expresion de

los ARN mensajeros de ambas va-
riantes truncadas en las hip&fisis de
ratas de la cepa Fischer 344, mien-
tras que en las ratas de la cepa Spra-
gue-Dawley se afecta una sola de las
variantes (Mitchner y. col., 1998).
Otros autores han observado que el
tratamiento con estrégenos induce
la expresion de la isoforma REa66 y
la variante REo46 en cultivos de ma-
créfagos humanos (Murphy y col.,
2009). Se ha propuesto que el REa46
es capaz formar un dimero con el
REw66, el cual seria menos activo
y por lo tanto funcionaria como un
dominante negativo regulando asf la
actividad del receptor (Mitchner .
col., 1998).

Estos resultados confirman que
el Cd es un disruptor endocrino con
una potente actividad xenoestrogé-
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Figura 3. Efectos xenoestrogénicos del cadmio sobre la adenohipéfisis.
El Cd a concentraciones nanomolares es capaz de unirse al receptor de
estrégenos a (REo) y estimular la expresién de diferentes genes blanco
activados por el E2 (via genémica), hecho impedido en presencia de un
antagonista del RE (ICI 182,780). El Cd aumenta la expresion del propio
REa tanto en su version completa (REa66) como en su version truncada
(REa46). El metal estimula preferencialmente la proliferacion de los lacto-
tropos incrementando la expresion de proteinas clave en la progresion del
ciclo celular, como c-fos y las ciclinas D1y D3. Al igual que el E2, el Cd
también estimula la sintesis y liberacion de la prolactina (PRL). Un efecto
similar se observa en Iinea tumoral de lactosomatotropos GH3.
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nica en las células adenohipofisarias
(Figura 3).

B RESUMEN FINAL

El Cd tiene un efecto directo so-
bre las células adenohipofisarias en
cultivo y dependiendo de su con-
centracién presenta un efecto cito-
toxico o un efecto xenoestrogénico.

El Cd, en concentraciones micro-
molares, afecta la viabilidad celular
y la secrecion de prolactina. Este
metal induce apoptosis en especial
de los lactotropos por, al menos, dos
vias independientes: la via mitocon-
drial con un aumento en la produc-
cién de ERO y la via citosélica a tra-
vés de un incremento en los niveles
citosolicos de calcio. Por otro lado,
demostramos que el Cd estimula la
sintesis de NO vy este radical libre
cumple un papel citoprotector. El
Cd especificamente causa una inhi-
biciéon de la liberacion de prolactina
pero no de LH.

La exposicién al Cd in vivo pro-
duce estrés oxidativo en el eje hi-
potélamo-hipofisario (peroxidacién
lipidica, expresiéon de hemooxige-
nasa-1, de metalotioneinas y NO
sintasas, confirmando los efectos
observados en el modelo de células
adenohipofisarias en cultivo.

Mediante el uso de antioxidantes
es posible prevenir muchos de los
efectos del Cd sobre las células en
cultivo. In vivo, utilizando melatoni-
na, también se redujo el estrés oxi-
dativo generado por el Cd pero no su
accién sobre las hormonas. Futuros
tratamientos con otros antioxidantes
o con melatonina -en dosis que no
afecten por si mismas la liberacion
hormonal- es posible que se puedan
mejorar también estos parametros.

El Cd como xenoestrégeno, ac-
tuando a través del REa es capaz
de inducir proliferacién celular en

cultivos celulares de adenohipéfisis
en especial de los lactotropos. Este
efecto se ve corroborado por un au-
mento en la expresién de las ciclinas
D1y D3, asi como también de c-fos,
indicadores de la estimulacién del
proceso de proliferacién.

Este metal estimula la sintesis y
liberacién de prolactina y modula la
expresion del REa y de sus variantes
truncadas imitando los efectos del
E2 sobre su receptor en las células
adenohipofisarias.

B CONCLUSION

Los humanos asi como el resto
de los animales estdn expuestos a
numerosos contaminantes quimi-
cos que les llegan a través del aire,
el agua y los alimentos. Muchos de
ellos son nocivos para la salud y
afectan la mayoria de los sistemas
del organismo, desde el sistema
nervioso al inmunolégico y el endo-
crino. Diferentes mecanismos dan
cuenta de sus efectos toxicos. Estos
contaminantes por si mismos son
capaces de inducir estrés oxidativo
y dano celular. Ademds, por su ca-
pacidad de interactuar con diferen-
tes receptores hormonales, actian
como disruptores endocrinos afec-
tando la homeostasis hormonal y
de los tejidos regulados por dichas
hormonas

Dentro de los muchos conta-
minantes ambientales, los metales
han incrementado notablemente su
presencia en el ambiente debido al
uso antropogénico de los mismos.
Evidencias bien sustentadas han de-
mostrado que el sistema reproducti-
vo es muy sensible a estos elemen-
tos metdlicos, tanto aquellos con
actividad de disruptores endocrinos
como los de actividad citotdxica. Es-
tos Gltimos, generalmente, inducen
estrés oxidativo que lleva a la muer-
te celular y/o a modificaciones en la
estructura del ADN o alteraciones

epigenéticas que causan cambios en
la expresién genética favoreciendo
la induccién de céncer.

Los disruptores endocrinos, por
su capacidad de activar algunos
tipos de receptores y sus vias celu-
lares de sefales, pueden actuar a
muy bajas concentraciones y alterar
la homeostasis hormonal. Teniendo
en cuenta el papel critico que jue-
gan las hormonas en el organismo,
los disruptores endocrinos, al igual
que ellas, pueden controlar todos
los mecanismos fisiol6gicos de un
individuo. Ademas, y debido a esta
misma propiedad, pueden afectar
tejidos sensibles durante el proce-
so de desarrollo. Es posible que los
disruptores endocrinos estén aso-
ciados al aumento significativo en
una variedad de enfermedades en-
docrinas que incluyen infertilidad
y pubertad prematura, obesidad y
diabetes, canceres endocrinos tales
como los de mama, ovario, Utero
y prostata. Como hemos indicado
existen evidencias en animales de
experimentacion y en células in vi-
tro de la participacién de los disrup-
tores endocrinos en dichos efectos.
Estudios en humanos también han
demostrado una relacién entre los
niveles sanguineos de algunos de los
metales y ciertas patologias endocri-
nas. Sin embargo, por la variedad de
contaminantes y sus combinaciones
en el ambiente es aun dificil estable-
cer una conclusion definitiva, aun-
que los resultados presentados sean
suficientes para pensar que los con-
taminantes metalicos son un proble-
ma para la salud publica y deben ser
tenidos en cuenta.

B GLOSARIO Y ABREVIATURAS

Antioxidante: compuesto capaz de
retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas.

Apoptosis: proceso de muerte celu-
lar programada debido a la pérdida
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de sefales de supervivencia o a la
presencia de sefales de muerte.

Carcindgeno: agente fisico, quimico
o biolégico potencialmente capaz
de producir cancer al exponerse a
tejidos vivos.

Ciclo celular: conjunto ordenado y
secuencial de sucesos que condu-
cen al crecimiento de la célula y la
divisién en dos células hijas.

Estrés oxidativo: desequilibrio entre
la produccién aumentada de espe-
cies reactivas del oxigeno y la ca-
pacidad de un sistema biolégico de
detoxificar rapidamente los reacti-
vos intermediarios o reparar el dafio
resultante.

Homeostasis: capacidad de los seres
vivos de mantener una condicion
interna estable compensando los
cambios en su entorno mediante el
intercambio regulado de materia y
energia con el exterior.
Peroxidacion lipidica: dafo oxidati-
vo de los lipidos de las membranas
biolégicas.

Traza: elemento quimico necesario
en cantidades minimas para el creci-
miento, desarrollo y procesos fisio-
[6gicos de un organismo.

E2: estrogenos

ERO: especies reactivas del oxigeno
HO-1: hemooxigenasa-1

MT-1: metalotioneina-1

NO: 6xido nitrico

PRL: prolactina

RE: receptor de estrégenos

TSH: hormona estimulante de tiroi-
des

LH: hormona luteotréfica

FSH: hormona foliculo estimulante
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Recuperacion de tecnologias ancestrales y sustentables en Jujuy
La vicuiia como modelo de produccién sustentable

Ciencia e historia se unen para preservar a la vicuna

Cazando vicuiias anduve en los cerros
Heridas de bala se escaparon dos.

- No caces vicurias con armas de fuego;
Coquena se enoja, - me dijo un pastor.

- sPor qué no pillarlas a la usanza vieja,
cercando la hoyada con hilo punzé ?

- sPara qué matarlas, si solo codicias
para tus vestidos el fino vellon ?

Juan Carlos Ddvalos, Coquena

Lo primero es pedir permiso a la Pachamama. Porque a ella, en la cosmovisién andina, pertenecen las vicufias que se
extienden por el altiplano de Per(, Bolivia, Chile y Argentina. Una ceremonia ancestral, unida a la ciencia moderna,
permite que comunidades y cientificos argentinos exploten de manera sustentable un recurso de alto valor econémi-
co y social.

La vicuha es una especie silvestre de camélido sudamericano que habita en la puna. Hasta 1950-1960 estuvo en serio
riesgo de extincion debido a la ausencia de planes de manejo y conservacion. Desde la llegada de los espafioles se
comenz6 con la caza y exportacién de los cueros para la obtencién de la fibra, que puede llegar a valer U$S600 por
kilo, lo que Ilevo a la casi desaparicion de estos animales. Por ese entonces, la poblacion de vicuias en América era
cercana a los 4 millones de ejemplares, en 1950 no eran mas de 10.000.

A fines de la década del 70 Argentina, Bolivia, Chile, Perd y Ecuador firmaron un Convenio para la conservacion y
manejo de la vicufia que permitié recuperar su poblacién hasta contar en la actualidad con més de 76 mil ejemplares
en nuestro pafs.

En Santa Catalina, Jujuy, a 3.800 metros sobre el nivel del mar, investigadores de CONICET, junto a comunidades y
productores locales, han logrado recuperar una tecnologia prehispénica sustentable para la obtencion de la fibra de
vicufia. Se trata de una ceremonia ancestral y captura mediante la cual se arrean y esquilan las vicufas silvestres para
obtener su fibra. Se denomina chaku y se realizaba en la region antes de la llegada de los conquistadores espafioles.
Segtin Bibiana Vild, investigadora independiente de CONICET y directora del grupo Vicunas, Camélidos y Ambiente
(VICAM) “Hoy podemos pensar en volver a hacer ese chaku prehispanico sumado a técnicas que los cientificos apor-
tamos para que las vicufias pasen por toda esa situacion sufriendo el menor stress posible. Las vicunas vuelven a la
naturaleza, la fibra queda en la comunidad, y nosotros tomamos un montén de datos cientificos.”

El chaku

El chaku es una préctica ritual y productiva para la esquila de las vicufias. Durante el imperio inca, las cacerias reales
o chaku eran planificadas por el inca en persona. En esta ceremonia se esquilaba a las vicufias y se las liberaba nue-
vamente a la vida silvestre. La fibra obtenida era utilizada para la confeccién de prendas de la elite y su obtencién
estaba regulada por mecanismos politicos, sociales, religiosos y culturales. Se trata de un claro ejemplo de uso sus-
tentable de un recurso natural. Hugo Yacobaccio, zooarqueélogo e investigador principal de CONICET, explica que
“actualmente el chaku concentra hasta 80 personas, pero durante el imperio inca participaban de a miles. Hoy las
comunidades venden esa fibra a acopiadores textiles y obtienen un ingreso que complementa su actividad economica
principal, el pastoreo de llamas y ovejas”.

El proceso comienza con la reunién de todos los participantes, luego toman una soga con cintas de colores reunidos
en semicirculo y arrean lentamente a las vicuias guidndolas hacia un embudo de red de 1 km de largo que des-
emboca en un corral. Cuando los animales estdn calmados se los esquila manipuldndolos con sumo cuidado para
reducir el stress y se los libera. Hoy, 1500 afnos después del primer registro que se tiene de esta ceremonia, la ciencia
argentina suma como valor agregado: el bienestar animal y la investigacion cientifica. En tiempo del imperio Inca, el
chaku se realizaba cada cuatro afios, actualmente se realiza anualmente sin esquilar a los mismos animales “se van
rotando las zonas de captura para que los animales renueven la fibra” explica Yacobaccio. Segtn Vila “es un proyecto
que requiere mucho trabajo pero que demuestra que la sustentabilidad es posible, tenemos un animal vivo al cual
esquilamos y al cual devolvemos vivo a la naturaleza. Tiene una cuestion asociada que es la sustentabilidad social ya
que la fibra queda en la comunidad para el desarrollo economico de los pobladores locales.”

Yanina Arzamendia, bi6loga, investigadora asistente de CONICET y miembro del equipo de VICAM, explica que se



esquilan sélo ejemplares adultos, se las revisa, se toman datos cientificos y se las devuelve a su habitat natural. Ademas
destaca la importancia de que el chaku se realice como una actividad comunitaria “en este caso fue impulsada por
una cooperativa de productores locales que tenian vicunas en sus campos y querian comercializar la fibra. Ademas
participaron miembros del pueblo originario, estudiantes universitarios y cientificos de distintas disciplinas. Lo ideal es
que estas experiencias con orientacion productiva tengan una base cientifica.”

Paradojas del éxito.

La recuperacion de la poblacién de vicufias produjo cierto malestar entre productores ganaderos de la zona. Muchos
empezaron a percibir a la vicufla como competencia para su ganado en un lugar donde las pasturas no son tan abun-
dantes. En este aspecto el trabajo de los investigadores de CONICET fue fundamental, segiin Arzamendia “el chaku
trae un cambio de percepcion que es ventajoso para las personas y para la conservacion de la especie. Generalmente
el productor ve a las vicuAas como otro herbivoro que compite con su ganado por el alimento y esto causa prejuicios.
Hoy comienzan a ver que es un recurso valioso y ya evaltian tener mds vicunas que ovejas y llamas. Nuestro objetivo
es desterrar esos mitos”, concluye.

Pedro Navarro es el director de la Cooperativa Agroganadera de Santa Catalina y reconoce los temores que les produjo
la recuperacién de la especie: “Hace 20 afios nosotros teniamos diez, veinte vicufas y era una fiesta verlas porque
habian practicamente desaparecido. En los dltimos anos se empezé a notar un incremento y mas proximamente en el
dltimo tiempo ya ese incremento nos empezo a asustar porque en estas fincas tenemos ovejas y tenemos llamas”. Na-
varro identifica la resolucién de estos problemas con el trabajo del grupo VICAM: “Yo creo que como me ha tocado a
mi tener que ceder en parte y aprender de la vicuia y de VICAM, se puede contagiar al resto de la gente y que deje de
ser el bicho malo que nos perjudica y poder ser una fuente mas productiva.”

La fibra de camélido

Ademas de camélidos silvestres como la vicufia o el guanaco, existen otros domesticados como la llama cuyo manejo
es similar al ganado, para impulsar la produccién de estos animales y su fibra, el Estado ha desarrollado dos instru-
mentos de fomento. En la actualidad se encuentran en evaluacion varios proyectos para generar mejoras en el sector
productor de fibra fina de camélidos que seran financiados por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Pro-
ductiva. Se trata de dos Fondos de Innovacion Tecnoldgica Sectorial destinados a la agroindustria y al desarrollo social
que otorgaran hasta $35.000.000 y $8.000.000 respectivamente. Los proyectos destinados a la Agroindustria son aso-
ciaciones entre empresas y organismos del sector publico con el objetivo de mejorar la calidad de la fibra de camélido
domeéstico a partir del desarrollo de técnicas reproductivas, mejoramiento genético e innovaciones en el manejo de
rebanos; incorporar valor a las fibras a partir de mejoras en la materia prima o el producto final; permitir |a trazabilidad
de los productos para lograr su ingreso en los mercados internacionales y fortalecer la cadena de proveedores y generar
empleos calificados.

La convocatoria Desarrollo Social tiene como fin atender problemas sociales mediante la incorporacién de innovacién
en acciones productivas, en organizacion social, en el desarrollo de tecnologias para mejorar la calidad de vida de
manera sostenible y fomentar la inclusion social de todos los sectores. Otorgard hasta $8.000.000 por proyecto que
mejore las actividades del ciclo productivo de los camélidos domésticos, la obtencion y/o el procesamiento de la fibra,
el acopio, el disefo y el tejido, el fieltro y la confeccién de productos.




EN LOS
LARGO PLAZO

Palabras clave: plaguicidas, exposicin intrauterina, mecanismos de toxicidad, efectos a corto y largo plazo.
Key words: pesticides, intrauterine exposure, toxicity mechanisms, short and long term effects.

Se han hallado residuos de plaguicidas y/o sus metabolitos en sangre de .

embarazadas, placenta, sangre de cordon, liquido amniético y meconio
evidencidndose que en la etapa intrauterina, de alta vulnerabilidad a
los efectos de xenobiéticos, se produce el primer contacto con estos
toxicos. Dicha exposicion puede alterar el delicado equilibrio del
sistema madre-placenta-feto produciendo consecuencias adversas en
la salud a corto y a largo plazo. De hecho, en este trabajo se hace
referencia a los efectos de la exposicion ambiental a plaguicidas sobre
el desarrollo del embarazo, el crecimiento intrauterino, la fisiologia de
la placenta y la programacion fetal. También se describen alteraciones
de la funcién inmunitaria, y del desarrollo y la funcién del sistema
nervioso, que se pueden manifestar en etapas posteriores de la vida,
con especial énfasis en la infancia. Se presentan también evidencias
experimentales y epidemiolégicas sobre los posibles mecanismos
toxicolégicos involucrados. Entre ellos se incluyen a la disrupcién
endocrina, la inhibicion del sistema detoxificante, los cambios
epigenéticos y mecanismos de accién colinergicos y no colinérgico .

Pesticides and/or their metabolites have been detected in blood of
pregnant women, placenta, umbilical cord blood, amniotic fluid and
meconium, showing that during prenatal life, the most sensitive stage
to the effects of xenobiotics, the first contact with these toxics occurs.

EXPOSICION AMBIENTAL A
PLAGUICIDAS EN LA VIDA
NTRAUTERINA: MECANISMOS
TOXICOLOGICOS INVOLUCRADOS
FFECTOS A CORTOY
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Early exposure to pesticides may alter the equilibrium of the mother- placenta- fetus triad and increase the risk of adverse
health effects during childhood and adult life. In fact, the present work refers to the effects of the environmental exposure
to pesticides on the course of pregnancy, intrauterine growth, placental physiology and fetal programming. Additionally,
disturbances at a later stage of life of the immune function and the development and the function of the nervous system are
described with emphasis in childhood. Experimental and epidemiological evidences of potential toxicological mechanism
involved are presented. These include endocrine disruption, inhibition of the detoxification system, epigenetic modifications

and cholinergic and non-cholinergic mechanisms of action.

B INTRODUCCION

La aparicién de contaminantes
en el medio ambiente, producto de
distintas actividades antropogénicas,
es uno de los cambios ambientales

mas notables de las dltimas décadas.
Muchos de estos contaminantes son
plaguicidas. Estos compuestos em-
pezaron a utilizarse intensamente
en la década del cuarenta del siglo
pasado y desde entonces se ha des-

atado una guerra quimica contra los
insectos con la expectativa de elimi-
nar completamente las plagas. Esta
situacion ha generado un considera-
ble dafno ambiental cuya intensidad
depende de diversos factores como
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la cantidad de producto utilizado y
la capacidad del medio ambiente
para transportarlo y/o degradarlo.

Segin Ramirez y Lacasana
(2001), los plaguicidas se pueden
clasificar en base al lapso necesario
para que la cantidad del compues-
to liberado en el medio ambiente se
reduzca a la mitad (tiempo de vida
media, TPM). Entre los plaguicidas
permanentes, de TPM indefinido,
se incluyen productos que contie-
nen mercurio y arsénico. Entre los
persistentes, cuyo TPM es de 1 a 20
afos, a plaguicidas 6rgano-clorados
(OC) como el DDT. Entre los mode-
radamente persistentes, de TPM de
1 a 18 meses, a plaguicidas érgano-
fosforados (OF) como el paration y
entre los no persistentes a carbama-
tos y piretroides (TPM dias hasta 12
semanas).

A diferencia de la exposicién di-
recta, que tiene lugar cuando el in-
dividuo reconoce y esta en contacto
directo con la fuente de contamina-
cién o bien la misma es identifica-
ble por terceros, en la exposicion
indirecta, el individuo desconoce la
presencia del plaguicida (Figura 1).
Este tipo de exposicién adquiere re-
levancia por sus efectos en la salud
de las poblaciones rurales residentes
en zonas de intensa aplicacién de
plaguicidas. La exposicion de dichas
poblaciones tiene lugar por la pre-
sencia de residuos de plaguicidas en
el aire, suelo y agua, mientras que la
exposicion de la poblacién en gene-
ral se debe fundamentalmente a la
presencia de residuos en alimentos.

El impacto de la exposicion a pla-
guicidas en la salud humana depen-
de no sélo de la dosis, el tiempo de
exposicion y la via de entrada (oral,
dérmica, respiratoria, etc.) sino tam-
bién del momento de la vida en que
se produce la exposicién. Desafortu-
nadamente, la exposicién comienza
desde la vida intrauterina, en la que

los mecanismos de detoxificacion
y el sistema inmunolégico no estan
completamente desarrollados (Viz-
caino y col., 2014) y en la que exis-
ten periodos de mayor susceptibili-
dad definidos por diferencias en los
procesos dinamicos a nivel molecu-
lar, celular, de érgano vy fisioldgico.
Se sabe, ademds, que la barrera he-
matoencefalica del feto es inmadura
y, por lo tanto, mds permeable a los
agentes neurotoxicos. La llegada de
los plaguicidas al embrién o al feto

depende de su masa molecular, po-
laridad y grado de unién a proteinas.
La mayoria de los plaguicidas po-
seen propiedades que favorecen su
[legada al ambiente intrauterino. De
hecho, se han determinado residuos
de plaguicidas persistentes en pla-
centa, sangre de cordén y meconio.
También se han detectado plaguici-
das menos persistentes y/o sus meta-
bolitos en sangre de cordén, liquido
amnidtico y meconio (Barr y col.,
2007; Bradman y col., 2003; Ostrea

cién de Montagna y Anguiano.

Figura 1. Exposicion directa (recuadro superior) e indirecta (recuadro
inferior) a plaguicidas. Extraido de Magnarelli y col., 2010, con autoriza-
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y col., 2009; Vizcaino y col., 2014).

El estudio de los efectos de la ex-
posicién ambiental a plaguicidas en
poblaciones vulnerables ha cobrado
interés en el dmbito cientifico en los
dltimos anos. El mismo resulta com-
plejo y ha provocado profundas re-
visiones poniendo de manifiesto la
necesidad de la reevaluacién de la
mayoria de los ingredientes activos
de uso corriente.

La exposicion prenatal a plagui-
cidas resulta preocupante ya que
puede alterar el delicado equilibrio
del sistema madre-placenta-feto. El
presente trabajo hace referencia a
posibles mecanismos de accién toxi-
colégica por los que los plaguicidas
afectarfan la vida intrauterina produ-
ciendo consecuencias adversas en la
salud a corto y a largo plazo.

W 1. EFECTOS DE LA EXPOSICION
A PLAGUICIDAS SOBRE EL DE-
SARROLLO DEL EMBARAZO Y EL
CRECIMIENTO INTRAUTERINO.

El crecimiento fetal estd fuer-
temente influenciado no sélo por
la carga genética sino también por
factores externos como el habito de
fumar y la dieta materna. También
la exposicién a toxicos ambientales
durante el embarazo es un factor de
alerta, como se evidenci6 a partir de
los estudios epidemiolégicos dispo-
nibles.

Para evaluar el impacto de la
exposicion a plaguicidas sobre el
desarrollo intrauterino en pobla-
ciones expuestas se han utilizando
distintos parametros como la edad
gestacional y los pardmetros mor-
fométricos del neonato (el peso, la
talla y el perimetro cefalico, entre
otros) o bien el porcentaje de alte-
raciones del embarazo. Windham y
Fenster (2008), en su revision sobre
estudios de exposicién a OC, con-
cluyeron que altos niveles de DDT/

DDE se asociaron a un menor desa-
rrollo in utero y al parto prematuro,
alteracion del embarazo reconocida
como una de las causas mas impor-
tantes de la muerte perinatal en los
paises en desarrollo. En cuanto a los
posibles efectos por exposicién a
OF, estos autores concluyeron que
el mayor problema en los estudios
realizados fue la falta de un estan-
dar validado como medida de la
exposicion. Sin embargo, basados
en el peso de la evidencia y en el
principio  precautorio  sugirieron
que la exposicién a OF deberia ser
evitada durante el embarazo. Entre
las recomendaciones para la inves-
tigacion sobre la exposicion a OF y
alteraciones del desarrollo incluye-
ron disefnos de tipo prospectivos, el
uso de biomarcadores validados y la
consideracion de la susceptibilidad
genética. En ese sentido, un trabajo
mas reciente que contemplé tales
requisitos, demostré que los neo-
natos de madres residentes rurales,
cuyo fenotipo y niveles de actividad
de la enzima Paraoxonasa 1 las ha-
cen mas susceptibles a los OF, pre-
sentaron menor crecimiento fetal y
menor edad gestacional (Harley y
col., 2011).

1.1. Posibles mecanismos de toxici-
dad asociados.

1.1.1 Disrupcién endocrina.

Hay suficiente evidencia para
afirmar que los procesos endocri-
nos de la triada madre-placenta-feto
influyen en el desarrollo fetal y en
la salud del neonato (Buss y col.,
2009). Muchos plaguicidas actdan
como disruptores endocrinos (DEs)
pudiendo interferir directamente
con la funcién de las hormonas al
interactuar con diversos receptores
hormonales. De hecho, se ha esta-
blecido que el o,p’-DDT es el mas
estrogénico del grupo del DDT,
mientras que el p,p’-DDE es anti-
androgénico. También un DE pue-

de afectar la sintesis, el transporte,
la senalizacién y el catabolismo de
hormonas.

1.1.1.1 Disrupcién endocrina en el
compartimiento materno.

Un estudio prospectivo realizado
por nuestro grupo en embarazadas
residentes rurales del Alto Valle de
Rio Negro, en la norpatagonia ar-
gentina, demostré que los niveles de
cortisol (CTS) materno aumentaron
significativamente en el primer tri-
mestre de embarazo en el periodo
en el que se aplican intensivamen-
te los plaguicidas OF en esta region
fruticola. Resulta de interés que to-
das las embarazadas que sufrieron
alteraciones durante el curso del
embarazo, tales como amenaza de
parto prematuro y amenaza de abor-
to, cursaron el primer trimestre du-
rante dicho periodo (Cecchi y col.,
2012). En coincidencia con estos re-
sultados, se observé que altos nive-
les de CTS materno por situaciones
de estrés en las primeras semanas
de embarazo y hasta la semana 15,
incrementa el riesgo de abortos y
partos prematuros, respectivamente
(Sandman y col., 2006).

1.1.1.2 Disrupcién endocrina en la
placenta.

En la placenta se Ileva a cabo
una activa esteroideogénesis que de-
pende de su interaccién con la uni-
dad materno-fetal (Figura 2). Asi, la
placenta sintetiza grandes cantida-
des de progesterona (P4) a partir del
colesterol proveniente del comparti-
miento materno. También utiliza el
sulfato de deshidroepinadrosterona
(S-DHA), andrégeno sintetizado en
las glandulas suprarrenales mater-
na y fetal para sintetizar estrégenos
como la estrona (ET1) y el estradiol
(E2) (Guibourdenche y col., 2009).
La Aromatasa (ARM), enzima que
cataliza la conversion de la andros-
tenediona (A-diona) y de la testos-
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Figura 2. Efectos de plaguicidas en el metabolismo y la secreciéon* de hormonas en la triada madre-placenta-fe-
to. Las flechas con trazo oblicuo indican inhibicién de la enzima que cataliza la reaccién. Las flechas verticales
indican aumento en los niveles de CTS (cortisol). A-diona (androstenediona), 11 B-HSD-2 (118 hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2), DHA (deshidroepinadrosterona), DTC (ditiocarbamatos), E1 (estrona) y E2 (estradiol), OF
(organofosforados), OC (organoclorados), S-DHA (sulfato de deshidroepinadrosterona).

Adaptado de Magnarelli y Guinazd, 2013, con autorizaciéon de NOVA Publishers.

terona a estrogenos, es la enzima
limitante de la velocidad de esta via
biosintética en la placenta. Se ha
demostrado, en distintos modelos
experimentales, que diferentes OC
como aldrin, clordano, endosulfan y
metoxicloro, asi como también o,p’-
DDT y p,p’- DDT y sus metabolitos
(o,p’- DDE vy p,p’-DDE) afectan la
actividad ARM y alteran la secrecién
de P4, hormona esencial para man-
tener el reposo uterino y de E2, que
interviene en el mantenimiento del
embarazo (Wéjtowicz y col., 2007,

2008). Dado que en estos experi-
mentos se utilizaron concentracio-
nes que cubren el rango de niveles
OC frecuentemente presente en el
suero de mujeres embarazadas, se
propuso que estos desequilibrios
hormonales podrian influir en el re-
sultado del embarazo.

También se conoce que el her-
bicida glifosato, en concentracio-
nes menores a las que se usan en
agricultura, afect6 la actividad de la
ARM en células trofoblasticas JEG-3

(Richard y col., 2005).

1.1.2. Inhibicién de mecanismos de
detoxificacion placentarios.

Si bien la capacidad de biotrans-
formacion de la placenta representa
del 2-3% de la capacidad hepatica
(Rama Satry, 1998), las enzimas me-
tabolizantes de xenobidticos cum-
plen un rol en la detoxificacion de
contaminantes ambientales y de
drogas de adiccion minimizando asi
su llegada al feto. La inhibicién de
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tales mecanismos de detoxificacion
por p,p’-DDT, o,p’-DDT, p,p’-DDE y
o,p’-DDE en modelos experimenta-
les (Wojtowicz y col., 2011) o por
exposicion a OF, como hemos re-
portado en embarazadas residentes
rurales (Vera y col., 2012), aumenta
el riesgo de injuria en el comparti-
miento fetal.

1.1.3 Alteracion en receptores coli-
nérgicos de la placenta.

Aunque la placenta es un te-
jido sin inervaciones, contie-
ne todos los componentes del

sistema colinérgico: acetilcolina y
las enzimas responsables de su sinte-
sis y degradacién, asi como también
multiples subtipos de receptores
muscarinicos y nicotinicos (Bhuiyan
y col., 2006; Lips y col., 2005). Se
considera que la acetilcolina con-
trolaria la entrada de nutrientes, el
flujo sanguineo y la vascularizacion
durante el desarrollo placentario
(Bhuiyan y col., 2006). La expresién
del receptor muscarinico de acetil-
colina disminuyé en ratas prefiadas
expuestas a OF (Gonzdlez- Garcia
y col., 2006), lo que sugiere que la
funcién colinérgica de la placenta
podria verse afectada por estos com-
puestos.

B 2. EFECTOS DE LA EXPOSICION
A PLAGUICIDAS EN LA PROGRA-
MACION FETAL.

Desde la concepcion hasta el
nacimiento el feto estd expuesto a
sefnales quimicas que provienen de
la sangre materna, como hormo-
nas y factores de crecimiento. Las
condiciones adversas del ambiente
uterino pueden alterar los patrones
de crecimiento de varios 6rganos y
sistemas, aumentando el riesgo de
sufrir alteraciones en la programa-
cién de su sistema inmuno-neuro-
endocrino. Como se mencioné an-
teriormente, hay periodos de mayor
susceptibilidad, Ilamados ventanas

criticas, durante las cuales el feto
es mas sensible a las sefiales am-
bientales que alteran su proyecto de
crecimiento o programacion fetal.
También la placenta cumple un rol
fundamental en la programacion fe-
tal dado que controla el intercambio
materno-fetal de nutrientes y hormo-
nas y participa tanto de la metaboli-
zacién de xenobidticos como de su
transporte al feto. Respecto al inter-
cambio materno-fetal de hormonas
se ha establecido, por ejemplo, que
hormonas maternas relacionadas
con el estrés, como el CTS, afectan
la programacién fetal. Sin embar-
go, no necesariamente las sefales
de estrés que le lleguen al feto van
a ser iguales a las generadas en el
ambiente materno ya que la placen-
ta juega un papel importante en la
posible modificacién o “filtrado” de
esa informacion. En ese sentido, la
enzima placentaria 11 hidroxies-
teroide deshidrogenasa tipo 2 (11
B-HSD-2) (Figura 2) tiene papel cla-
ve como barrera parcial para reducir
los niveles de CTS materno que pue-
dan llegar al feto.

En cuanto a los procesos de
transporte y metabolismo de xe-
nobidticos de la placenta humana,
existe consenso acerca de que los
xenobidticos competirian con el
sustrato fisiolégico de los transporta-
dores placentarios interfiriendo con
el pasaje de nutrientes al feto, aun-
que aun se desconoce en qué medi-
da esta interaccién puede alterar el
intercambio entre el feto y la madre.
La modulacién de este intercambio
traeria consecuencias en el creci-
miento y desarrollo en un estadio
crucial en el cual pequenas altera-
ciones pueden conducir a modula-
ciones a largo plazo de la regula-
cién metabdlica y la programacién
(Prouillac y col., 2010).

2.1 Posibles mecanismos de toxici-
dad asociados.

2.1.1 Disrupcién endocrina.

La evidencia acumulada indica
que la exposicion fetal a un exceso
de glucocorticoides (GC) constituye
un mecanismo critico que subyace a
la asociacién entre la reduccion del
crecimiento fetal y el aumento del
riesgo de desarrollar enfermedades
crénicas en etapas posteriores de la
vida. Los estudios en animales indi-
can que los cambios en los niveles de
GC maternos afectan el eje hipotald-
mico-pituitario-adrenal (HPA) fetal
resultando en cambios funcionales
que persisten a lo largo de la vida.
Estos cambios parecen ser modula-
dos a nivel de los receptores de GC
y de mineralocorticoides en el cere-
bro y la hipdfisis. De hecho, se ha
reportado asociacién entre los sinto-
mas del tipo del trastorno hiperac-
tivo de déficit de atencién (THDA),
la alteracion cognitiva y conductual
mas cominmente diagnosticada en
la edad escolar, en nifos con expo-
sicion in utero a dosis repetidas de
GC exogenos. Este fenotipo compor-
tamental estd posiblemente ligado a
alteraciones en las sefnales de dopa-
mina sugiriendo que los GC pueden
modificar o “programar” permanen-
temente este sistema (Kapoor y col.
2007). Los plaguicidas podrian mo-
dificar caminos metabdlicos relacio-
nados con la entrada de GC al feto.
En este sentido, resulta de interés el
hallazgo experimental que los ditio-
carbamatos (DTC), inhiben en forma
irreversible a la enzima 11 B-HSD-2
in vitro (Atanasov y col., 2003) como
se indica en la Figura 2. También, re-
sulta sugerente el aumento de CTS
en sangre de embarazadas expues-
tas a OF que hemos detectado en el
Alto Valle de Rio Negro, lo que po-
dria ocasionar hipercortisolemia en
el compartimiento fetal (Figura2).

En cuanto a la exposicién prena-
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tal a OC, Freire y col. (2011) inves-
tigaron la asociacién entre dicha ex-
posicién y los niveles de la hormona
estimuladora de la tiroides (TSH) en
neonatos varones. Se midié TSH en
sangre de cordén umbilical encon-
trandose relaciones entre los nive-
les de TSH y los niveles de endrin,
endosulfan y p,p’-DDE en placenta,
aunque con un patrén poco claro,
dificil de dilucidar.

2.1.2 Cambios en el epigenoma.

Los mecanismos epigenéticos
representan uno de los blancos
mas probables sobre el que con-
taminantes ambientales como los
plaguicidas ejercerfan sus efectos a
largo plazo. Las consecuencias de
la desregulacion del epigenoma fe-
tal serian desérdenes subsecuentes
en el desarrollo, enfermedades que
se manifiestan en la infancia o du-
rante la vida adulta e inclusive por
herencia transgeneracional, como
sindromes neuroldgicos y algunos
canceres. Resulta preocupante nues-
tro hallazgo de cambios en los nive-
les de CTS por exposicion materna a
plaguicidas en el Alto Valle del Rio
Negro, ya que los mecanismos mo-
leculares que subyacen a los efectos
sobre la programacion del desarrollo
de un exceso de GC prenatales son
cambios epigenéticos en las regio-
nes promotoras de los genes blanco.
Es crucial que estos cambios persis-
tan mucho tiempo después de estos
eventos iniciales, predisponiendo al
individuo a enfermedades en etapas
posteriores de la vida. Es curioso
cémo los efectos de una gestacion
con este tipo de eventos parecen ser
transmitidos posiblemente a una o 2
generaciones subsecuentes, lo que
sugiere que los efectos epigenéticos
persisten (Harris y Seckl, 2011).

Aunque se siguen descubriendo
nuevos mecanismos epigenéticos,
los que estdn mejor caracterizados
son: la metilaciéon del ADN, modi-

ficaciones covalentes en las histonas
que empaquetan al ADN vy la expre-
sion de ARNs no codificantes. La
interaccién entre estos mecanismos
epigenéticos genera la diversidad de
tipos celulares durante el desarrollo
y asi mantiene los perfiles de expre-
sién de los diferentes tipos celula-
res a lo largo de la vida. El término
“epigenémica ambiental” refleja la
constante interrelacion entre el am-
biente, que incluye tanto a factores
endégenos (como los niveles hor-
monales o el estado inmunitario)
como a factores exégenos.

Como los mecanismos regulato-
rios epigenéticos controlan la expre-
sion de los genes y pueden respon-
der o ser alterados por el ambiente,
ellos podrian representar la base me-
canistica de las interacciones genes-
ambiente y sus efectos sinérgicos.
Si bien el epigenoma es susceptible
de ser regulado a lo largo de toda la
vida, esta claro que los marcadores
epigenéticos son muy susceptibles
a las exposiciones ambientales que
ocurren durante el desarrollo prena-
tal temprano, momento en que tiene
lugar una extensa programacion y
reprogramacion de la metilacién del
ADN y una modificacion del patrén
de histonas en el establecimiento de
la expresién de los genes, especifica
de cada tejido. Mas ailn, hay evi-
dencia experimental que indica que
exposiciones durante las “ventanas
criticas” pueden aumentar el riesgo
de enfermedades transgeneraciona-
les a través de epimutaciones en la
linea germinal. También se hallaron
evidencias de que la accién epige-
nética de los plaguicidas podria ac-
tuar no sélo en la madre en gesta-
cién sino influir en las generaciones
subsiguientes (F1 a F4). De hecho,
estudios experimentales han demos-
trado que exposiciones al plaguicida
OC metoxicloro, durante el desarro-
[lo embrionario, influyeron en la si-
guiente generacion (F1).

Las investigaciones en animales,
in vitro y en humanos identificaron
que plaguicidas como el DDT, DDE,
paraquat, dieldrin, propoxur, diclor-
vos modifican marcadores epigené-
ticos. En diversos trabajos se exami-
naron los efectos de las exposicio-
nes ambientales sobre los marcado-
res epigenéticos y se identificaron
los toxicos que los modifican. Estas
modificaciones son similares a las
encontradas en muestras de tejidos
patolégicos (Collotta y col., 2013).

La exposicién temprana a pla-
guicidas que son DEs tiene efectos
a largo plazo en la metilacion del
ADN vy la expresion de genes neu-
roenddcrinos causando también
disfunciones reproductivas. Estudios
realizados con el fungicida vinclo-
zolin administrado a ratas gestantes
durante el periodo de determinacién
del sexo gonadal mostraron que se
promovié una reprogramacion del
epigenoma de la linea germinal que
indujo la aparicion transgeneracio-
nal de enfermedades. Esta modifica-
cién del epigenoma de la linea ger-
minal tiene lugar en el periodo del
desarrollo en el cual se produce la
desmetilacion de las células germi-
nales primordiales seguido de la re-
metilacién durante la determinacién
del sexo gonadal. La modificacién
del programa epigenético de la linea
germinal masculina (esperma) trae
como consecuencia la alteracién
del epigenoma y del transcriptoma
de todos los tejidos derivados de
esta linea germinal, lo que favore-
ceria la aparicion de enfermedades
en el adulto. La metilacién alterada
de ADN en esta linea germinal se
transmite a través de las siguientes
generaciones debido a que, aparen-
temente, se producen fenémenos
del tipo de la impronta genémica
(Manikkam y col., 2012).

También se observé que la expo-
sicion de ratas durante la gestacion
al insecticida clorado metoxicloro
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(MXC) afect6 al sistema reproductor
de las descendientes hembras en su
adultez, reprogramando la expresion
de una serie de genes hipotalamicos
que controlan la funcién reproducti-
va por cambios en su patrén de me-
tilacion. Las ratas tratadas con MXC
tuvieron diferente patrén de meti-
lacién en dos genes con impronta
paterna y en tres con impronta ma-
terna (Stouder y Paoloni-Giacobino,
2011). Estudios previos habian de-
mostrado que la exposicion fetal/
neonatal a MXC causé disfuncién
ovarica en el adulto debido a altera-
cién en la expresion de genes clave
del ovario, como es la disminucion
en la expresion del receptor B de es-
trégenos (Zama y Uzumcu, 2009).

En humanos, resulta sugerente el
hallazgo de asociaciones inversas
entre la metilacion global del ADN
y niveles en sangre de OC (DDT,
DDE, BHC, oxiclordano, clorda-
no) en poblacién de Groenlandia,
Corea y una comunidad del sur de
México. Estudios con el fungicida
vinclozolina, en ratones, utilizaron
cantidades superiores a la que los
seres humanos suelen estar expues-
tos con el propésito de determinar
los mecanismos mediante los cuales
se producen sus efectos. Se trataron
hembras prenadas para buscar posi-
bles perturbaciones epigenéticas en
loci con impronta en los embriones.
Se aislé ARN de tejidos extraembrio-
narios y 6rganos de los embriones y
se midi6 la expresion especifica de
alelo en 38 genes. Los resultados su-
girieron que el mantenimiento de la
expresion monoalélica de los genes
con impronta fue sensible a este DE
(Kangy col., 2011).

De todos modos, el papel de los
plaguicidas en la herencia transge-
neracional por metilacién del ADN
requiere de mayor cantidad de estu-
dios. Hasta el momento, en la ma-
yoria de los estudios de evaluacién
de riesgo los cambios epigenéticos

no han sido analizados. Mds adn,
no estd claro cémo la metilacién
del ADN, especialmente a través de
la linea germinal masculina, podria
sortear los mecanismos normales de
reprogramacién del embrién, pasar
a las siguientes generaciones y ser
responsable de la herencia transge-
neracional que se le atribuye. Tam-
poco esta claro, en muchos casos, si
la herencia transgeneracional se da
a través de la linea germinal mascu-
lina o femenina y cuales son los gru-
pos de genes afectados (Leon Olea 'y
col., 2014).

No hay informacién sobre mo-
dificaciones en las histonas ni cam-
bios en la expresion de ARNs no co-
dificantes asociados a la exposicién
de plaguicidas in utero.

W 3. EFECTOS DE LA EXPOSICION
A PLAGUICIDAS EN EL NEURODE-
SARROLLO.

La prevalencia del autismo y del
THDA va en aumento en el mun-
do. Estas deficiencias tienen severas
consecuencias en la calidad de vida,
el bienestar, los logros académicos
y la productividad. Si bien las cau-
sas de esta pandemia global de tras-
tornos del neurodesarrollo son sélo
conocidas en parte, se sabe que el
factor genético no puede explicar
los aumentos recientes en la preva-
lencia. Por lo tanto, se considera que
una de sus causas podria ser la ex-
posicién a contaminantes ambien-
tales, probablemente sumada a la
predisposicion genética. El desarro-
llo del cerebro humano es especial-
mente vulnerable a la exposicién a
toxicos durante el desarrollo intrau-
terino y la primera infancia. Durante
estas etapas de vida, los agentes qui-
micos pueden causar dafo cerebral
permanente ain a niveles de exposi-
cién tan bajos que tendrian poco o
ningln efecto adverso en un adulto
(Granjen y Landrigam, 2014). Como
el cerebro se desarrolla a partir de

las primeras semanas después de la
concepcion, los factores adversos
que perjudican el crecimiento fetal,
como la insuficiencia placentaria,
podran afectar negativamente el de-
sarrollo del sistema nervioso central
en forma continua durante el emba-
razo. Los periodos determinantes en
los que el entramado cerebral puede
ser lesionado, con la consiguiente
alteracion de las funciones son: el
periodo de produccién celular, el de
proliferacién y migracién neuronal
hasta su ubicacién definitiva y el pe-
riodo de produccién de la conexién
sinaptica, desarrollo glial y mielini-
zacion. Como las diferentes zonas
del cerebro difieren temporalmente
en cuanto a la ocurrencia de dichos
periodos, algunas zonas pueden ser
mas afectadas que otras. Por lo tan-
to, la evaluacién neuropatolégica
de alteraciones inducidas por agen-
tes quimicos resulta sumamente
compleja (Gill y col., 2013). Dichas
alteraciones involucran efectos en
el comportamiento, en la neuroqui-
mica, la histologia y/o grandes alte-
raciones morfolégicas del sistema
nervioso central, observables en el
recién nacido e incluso a largo pla-
zo como resultado de la exposicién
de la madre a compuestos téxicos
durante el embarazo o la lactancia.

3.1. Efectos morfolégicos y funcio-
nales en el cerebro.

Los efectos de la exposicion a
bajas dosis de OF en el cerebro de
animales en desarrollo desencade-
n6 una serie de estudios en nifios a
fin de examinar si los niveles de ex-
posicion supuestamente “seguros”
producen consecuencias similares
a las halladas en esos modelos ex-
perimentales. Se estudiaron paré-
metros morfolégicos de la superficie
cerebral y del espesor de la corteza
cerebral en una cohorte de nifos
entre 5, 9 y 11 anos de edad cuya
exposicion prenatal a plaguicidas se
habia documentado previamente.
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Figura 3. Efectos de la exposicion a plaguicidas en el periodo prenatal y en la infancia y posibles mecanismos

IgE (inmunoglobulina E), THDA (trastorno hiperactivo de déficit de atencion).

Si bien los niveles de exposicién al
OF clorpirifos no habian sido altos,
se hallé una asociacion significativa
entre la exposicién prenatal y altera-
ciones en la estructura cerebral y en
la funcién neurocognitiva. Dentro
del grupo estudiado, los expuestos a
mayores concentraciones de clorpi-
rifos también presentaron alteracién
del dimorfismo sexual normal cere-
bral (Rahuy col., 2014).

En una poblacién mexicana, re-
sidente en un drea donde se habia
usado DDT hasta 1998 como parte
de una campana contra la malaria,
se estudi6 el efecto de la exposicion
a DDE sobre el neurodesarrollo. El

nivel de DDE en suero materno du-
rante el primer trimestre de embara-
zo se asocié negativamente con el
desarrollo psicomotor en el primer
afio de vida (Torres-Sanchez y col.,
2007), mientras que el DDE en sue-
ro materno durante el tercer trimes-
tre se asocié negativamente con el
indice cognitivo general, habilida-
des cuantitativas, verbales y de me-
moria entre 3,5 y 5 afios de edad.
Aunque la exposiciéon a DDE duran-
te el embarazo no cambié sustan-
cialmente durante un periodo de 9
meses, los diferentes efectos obser-
vados se relacionarian con el hecho
que las distintas zonas del cerebro
difieren temporalmente en cuanto

a la ocurrencia de los procesos del
desarrollo, la migracién y la orga-
nizacion celular (Torres Sanchez y
col., 2013). También se ha asociado
la exposicién prenatal a los plagui-
cidas con el aumento de la inciden-
cia de trastornos mentales como el
autismo y el TDAH en los nifios de
forma concomitante con déficits en
la psicomotricidad y la percepcién
visuoespacial (Kajta y Woéjtowicz,
2013).

3.2. Posibles mecanismos asocia-
dos.

3.2.1. Disrupcién endocrina.
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Ciertos DEs son capaces de al-
terar la sinaptogénesis, la mielini-
zacion, la transmision nerviosa y la
formacién de las redes neuronales.
Las evidencias experimentales y epi-
demiolégicas demostraron que los
DEs afectan al sistema nervioso me-
diante la interaccién con el eje hipo-
talamico-pituitario-tiroideo que es
esencial para el desarrollo adecuado
del cerebro. La exposicién prenatal
y neonatal a algunos DE impide la
liberacién de la hormona liberadora
de tirotropina (TRH) desde el hipo-
talamo y de la hormona estimulante
de la tiroides (TSH) desde la glan-
dula pituitaria. Se sabe que algunos
plaguicidas que actian como DE
pueden alterar la sintesis de T3 vy
T4, bloquear la captaciéon de yodo
y afectar la unién de estas hormonas
al receptor. La presencia de DDTs
en sangre de embarazadas se asocio
con una disminucién de hormonas
tiroideas (T3 y T4 total y libre) en
la sangre de esas embarazadas, las
que son cruciales para el neurode-
sarrollo fetal y la funcién cognitiva.
Los cambios sutiles en las hormonas
tiroideas en una poblacién resultan
preocupantes, ya que minimos cam-
bios en una embarazada determina-
da podrian traer consecuencias sig-
nificativas, especialmente en pobla-
ciones sensibles como son los fetos
(Kimy col., 2012).

Otro efecto en el sistema ner-
vioso es la alteracion de la via este-
roidal, por interaccién con diversos
receptores, como los receptores de
estrégenos como se citd en 1.1.1. Es
conocido que dichos receptores es-
tan implicados en el desarrollo del
cerebro y que la alteracion de esa
via de sefalizacion puede resultar
en anormalidades observadas du-
rante la ontogenia y el comienzo de
enfermedades  neurodegenerativas
(Kajta y Wéjtowicz, 2013).

3.2.2. Cambios epigenéticos.

También los cambios epigené-

ticos producidos por la exposicion
prenatal y postnatal temprana a pla-
guicidas se asocian a la etiologia de
enfermedades neurolégicas que se
manifiestan en perfodos posteriores
de la vida. Asi, bajas dosis de DDT
pueden causar metilacién incomple-
ta de genes especificos en el cerebro
en desarrollo y afectar la neurogéne-
sis a través de generaciones (Kajta y
Woijtowicz, 2013).

Estudios recientes asocian la en-
fermedad de Alzheimer con la “re-
gulacién latente asociada a la vida
temprana” (LEARN, siglas en inglés).
LEARN serfan cambios temporarios
inducidos por agentes ambientales
que se hacen latentes y se presen-
tan nuevamente en la madurez o en
la vejez, causando enfermedades
como la mencionada. Se vio que los
cambios epigenéticos causados por
algunos plaguicidas pueden aumen-
tar la produccién de la proteina ami-
loide B y causar la enfermedad de
Alzheimer (Maloney y col., 2012).

3.2.3. Mecanismos de accion no co-
linérgicos.

En cuanto a los OF, es amplia-
mente conocido que su efecto neu-
rotoxico agudo se basa en la unién
irreversible con la acetilcolineste-
rasa, lo que prolonga la accion del
neurotrasmisor acetilcolina. Por lo
tanto, es légico suponer que si la ex-
posicién a OF tuvo lugar durante los
periodos criticos del desarrollo del
sistema nervioso, la hiperactividad
colinérgica resultante podria alterar
el proceso de maduracion. Sin em-
bargo, se considera que es poco pro-
bable que los niveles ambientales de
exposicion a OF, a los que normal-
mente estarian expuestos los fetos y
los nifios, produzcan una inhibicién
significativa de la acetilcolinesterasa
en el cerebro vy, por lo tanto, induz-
can hiperactividad del sistema coli-
nérgico. Esto no quiere decir que la
exposicion a bajos niveles de OF no
impacte en el desarrollo del cerebro.

De hecho, los estudios de laborato-
rio han informado efectos neuroqui-
micos y conductuales adversos por
la exposicién a OF en los niveles que
inducen sé6lo cantidades minimas de
inhibicién de AChE cerebral y poca
hiperactividad en el sistema colinér-
gico. Estos hallazgos han llevado a
la hipétesis de que “los efectos to-
xicologicos de OF durante el desa-
rrollo del cerebro implican mecanis-
mos de accién no-colinérgicos”. Los
estudios experimentales involucran
al sistema endocannabinoide (Carry
col., 2014), a la expresion de genes
que regulan el ciclo celular y a la
apoptosis en el cerebro en desarro-
llo (Slotkin y Seider, 2012).

B 4. EFECTOS INMUNOTOXICOS
DE LA EXPOSICION A PLAGUICI-
DAS.

Un nlmero cada vez mayor de
enfermedades en la infancia, tales
como alergias (por ejemplo, rinitis
alérgica, dermatitis atdpica, asma),
algunos tipos de cancer (por ejem-
plo, leucemia) y otras (por ejemplo,
diabetes tipo 1) se han relacionado
con la exposicién ambiental a xe-
nobidticos durante el desarrollo pre-
natal y postnatal temprano. Debido
a que el sistema inmunolégico se
desarrolla y madura en dichos pe-
riodos y a que la respuesta inmuno-
[6gica juega un papel critico en el
desarrollo de cada una de estas en-
fermedades, es importante conocer
el efecto de los xenobidticos en el
sistema inmunitario en desarrollo.

Segln Corsini y col. (2013), los
efectos inmunotdxicos se encuadran
en dos grandes grupos:

e alteraciones en la inmunocom-
petencia, lo cual resulta en in-
fecciones mas prolongadas, se-
veras o a repeticién, asi como
también el desarrollo de cancer.

e inmunoestimulacion alterada,
que puede resultar en enferme-
dades inmunolégicos con auto-
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inmunidad o hipersensibilidad.

Se reconocen cinco grandes
eventos de maduracién en el desa-
rrollo del sistema inmunolégico: (1)
el inicio de la hematopoyesis, (2) la
migracion celular y la expansién de
las células, (3) la colonizacién de la
médula 6sea y el timo, (4) la madu-
raciéon de la inmunocompetencia y
(5) el establecimiento de memoria
inmunoldgica (Dietert y col, 2000).
Se cree que fallas durante un even-
to madurativo en particular darfan
origen a alteraciones o disfunciones
inmunoldgicas detectables en los hi-
jos una vez que han alcanzado la in-
muno-competencia (DeWitt, 2011).
Ademas, la clase de disfuncién in-
munoldgica que resulte después de
la exposiciéon prenatal o postnatal
temprana puede estar influenciada
por la naturaleza y concentracién
del inmunotdéxico, la via y duracién
de la exposicion, la genética y el
sexo del individuo (Dietert y col.,
2000).

Los efectos de la exposicion
prenatal y posnatal de plaguicidas
persistentes en el desarrollo de dis-
tintas patologias respiratorias son
tal vez los mas estudiados debido al
elevado TPM de estos contaminan-
tes, lo que hace posible asociar mas
certeramente la exposicién con el
riesgo de sufrir cierta patologia. En
una revisién realizada por Gascon y
col. (2013) se Ilegé a la conclusién
que existe evidencia suficiente para
establecer la asociacién entre la ex-
posicién prenatal a DDE vy el riesgo
de padecer asma e infecciones en el
tracto respiratorio. Este mismo gru-
po de investigadores, estudiaron los
niveles de distintos OC en sangre de
2150 embarazadas en Espafa, en-
contrandose que la exposicion pre-
natal a DDE, se asocia con un mayor
riesgo de infecciones en via respira-
toria baja y sibilancia respiratoria
en la nifiez (Gascon y col., 2012).
En un modelo animal de exposicién
prenatal y postnatal se demostr6 que
se afecta la inmunidad innata, la

inmunidad celular y la humoral de
las crias frente a una mezcla que mi-
metiza la compleja mezcla de com-
puestos 6rgano-clorados (entre los
que se incluyeron plaguicidas) que
se encuentra en la grasa de mamife-
ros en el mar en el Artico canadiense
(Bilrha y col., 2004).

Por otra parte, los efectos inmu-
notéxicos de los plaguicidas con
menor TPM que los OC, han sido
menos estudiados. Se ha asociado la
exposicion prenatal a OF y piretroi-
des con el desarrollo de patologias
mediadas por una disfuncién inmu-
nolégica. En este sentido, la expo-
sicion prenatal a cis-permetrina se
asoci6 con la frecuencia y aparicion
de tos en nifos de 5 anos (Liu y col.,
2012).

4.1 Posibles mecanismos asociados
con la disfuncion del sistema inmu-
noldgico.

Los mecanismos biolégicos me-
diante los cuales los plaguicidas
pueden ser inmunotéxicos no han
sido dilucidados completamente.
Dentro de los mecanismos propues-
tos es posible mencionar:

4.1.1 Hipersensibilizacion.

Cuando un individuo ha sido
programado  inmunolégicamente
para reconocer un antigeno como
extrafio, el contacto a posteriori con
el antigeno conduce a un refuerzo
secundario de la respuesta inmuni-
taria. Cuando esta respuesta secun-
daria es excesiva y causa alteracio-
nes en el tejido, se denomina hiper-
sensibilizacién. Hay algunos agen-
tes que pueden actuar directamente
con componentes de la respuesta
inmunoldgica innata y causar reac-
ciones de hipersensibilidad sin la in-
tervencion de la respuesta secunda-
ria. Como la mayoria de los plagui-
cidas son moléculas pequefias, se ha
postulado que podrian exacerbar los
sintomas del asma o de la dermatitis

atépica por distintos mecanismos de
hipersensibilidad.

4.1.2 Aumento de inmunoglobulina
E.

Los anticuerpos o inmunoglobu-
linas (Igs) son moléculas producidas
por los linfocitos B diferenciados a
células plasmaticas y tienen la capa-
cidad de reconocer especificamen-
te un antigeno y, a su vez, activar
al sistema complemento y unirse a
los fagocitos. La inmunoglobulina E
(IgE) es un isotipo (clase) de Ig cuyo
papel fisiolégico es la proteccién
de sitios anatémicos susceptibles a
la entrada de patégenos (Delves y
col., 2008). La IgE también juega un
papel esencial en las reacciones de
hipersensibilidad como son el asma
alérgica, sinusitis, rinitis alérgica,
alergia a los alimentos, entre otras, y
en condiciones alérgicas tales como
reacciones anafilacticas a ciertos
medicamentos. La IgE es la Ig menos
abundante en suero. En individuos
atépicos los niveles de IgE pueden
aumentar hasta 10 veces respecto a
los valores normales.

Uno de los mecanismos propues-
tos de inmunotoxicidad es el incre-
mento en los niveles de IgE inducido
por los plaguicidas. En un estudio
realizado en Alemania, donde se
evalué exposicién posnatal a OC en
ninos entre 7-10 afos, se encontrd
que los niveles en sangre de DDE se
correlacionaron positivamente con
los niveles de IgE (Karmaus y col.,
2005). Por otra parte, la exposicion
prenatal a DDE se asocié con sibi-
lancia respiratoria pero no se en-
contré aumento significativo de IgE
(Sunyer y col., 2003).

4.1.3 Desarrollo de respuesta Tipo 2.

Se conocen diferentes fenotipos
de linfocitos T cooperadores, los
mas estudiados han sido el coopera-
dor tipo 1 (Th1) y cooperador tipo 2
(Th2). La respuesta Th1 se caracteri-
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za por una respuesta pro-inflamato-
ria que es especialmente importante
para la defensa de patégenos intra-
celulares, mientras que la respuesta
Th2 se caracteriza por favorecer la
produccion de Igs, entre otros efec-
tos (Delves y col., 2008). Cabe acla-
rar que la clasificacion del fenotipo
Th1/Th2, representa un modelo muy
bésico y puede no reflejar la com-
plejidad de las respuestas coopera-
doras, existiendo en la actualidad
una clasificacién mucho mas amplia
(Tuomela y Lahesmaa, 2013).

Uno de los mecanismos de in-
munotoxicidad propuestos es que
la exposicién a plaguicidas favore-
ceria el perfil cooperador tipo Th2.
En un estudio realizado por Dura-
mad y col. (2007) se encontré que
los hijos de mujeres que trabajan en
agricultura, expuestos prenatalmen-
te a diferentes plaguicidas, poseen
linfocitos cooperadores que tienen
un perfil de activacién Th2, hecho
que se podria asociar al desarrollo
de diferentes patologias inmunolégi-
cos como la alergia.

4.1.4. Alteraciones en los niveles de
citoquinas.

Las citoquinas son proteinas de
bajo peso molecular que estimulan
o inhiben distintos procesos como
la diferenciacién, proliferacién o
funcién de las células inmunitarias
y juegan un rol fundamental prac-
ticamente en todos los procesos in-
munoldgicos. Las citoquinas de un
fenotipo Th2, IL-4, IL-5, IL-13, estan
clasicamente asociadas con la pato-
logia asmética y se conoce que du-
rante el primer afio de vida la pro-
duccién favorecida de las citoquinas
IL-4 e IL-5 por células mononuclea-
res de sangre periférica se asocia
con el desarrollo de asma y aumen-
to en los niveles de IgE a los 5 afos
(Rother y col. 2011). En un modelo
de laboratorio de asma inducido por
ovalbimina, se observé que la ex-
posicion previa al OC metoxiclor, al

OF paratién o al sinergista piperonil
butéxido, favorecié la produccién
de citoquinas asociadas con esta pa-
tologia (Nishino, 2013). Un estudio
realizado en las comunidades agri-
colas en California, demostré que
los linfocitos de nifios de madres
empleadas en trabajos agricolas,
expuestas principalmente a OF, pro-
dujeron preferentemente IL-4 (Dura-
mad, 2007). Otro estudio realizado
en Canad4, encontré una asociaciéon
negativa entre los niveles de DDE y
la produccién de la citoquina TNFa
por células mononucleares de san-
gre de cord6n umbilical activadas
con el mitégeno celular fitohemoa-
glutinina (Bilrha y col., 2003).

4.1.5 Alteracion en el nimero de cé-
lulas inmunolégicas.

Otro de los mecanismos pro-
puestos de inmunotoxicidad es la
alteracion en el ndmero de células
inmunolégicas por una reduccién
de viabilidad producida por el xeno-
bidtico parental o sus metabolitos o
asociado a otras alteraciones induci-
das, como el estrés oxidativo.

La exposicién a DDE se ha aso-
ciado con niveles alterados y con
una reduccion en la viabilidad y
proliferacién de las células inmu-
nolégicas. Uno de los mecanismos
mas estudiados de muerte inducida
por xenobidticos es la apoptosis o
muerte celular programada (Pérez-
Maldonado y col., 2006; Alegria
Torres 'y col., 2009). Este mecanismo
juega un papel muy importante en
condiciones fisiol6gicas normales,
sin embargo cuando no se encuentra
regulada, la apoptosis puede contri-
buir al desbalance inmunolégico.
Por otra parte, las células apoptoti-
cas podrian regular activamente la
respuesta inmunoldgica mediante
la liberacién de citoquinas inmu-
nosupresoras y mediante la supre-
sion de la secreciéon de citoquinas
pro-inflamatorias, lo que favorece
una respuesta inmunosupresora que

podria conducir a un mayor riesgo
de contraer infecciones entre otras
patologias.

En este sentido, en nifios expues-
tos prenatalmente y postnatalmente
a plaguicidas OC se encontré una
disminucion de linfocitos de sangre
periférica y una disminucién en la
secrecion de citoquinas como IL-10
e IFNy (Schaalan y col., 2012). Otros
estudios que analizaron la relacién
entre el nimero de linfocitos y la
exposicion prenatal a OC no en-
contraron relacion entre los niveles
de DDE y el nimero de células del
sistema inmunolégico adaptativo
(Dewailly y col., 2000; Glynny col.,
2008) pero si con una disminucién
en los niveles de células del sistema
inmunoldgico innato, como eosiné-
filos y/o su contenido de granulos
(Karmaus y col., 2005).

Referido a otros plaguicidas con
menor TPM, en modelos de expo-
sicion in vitro a diferentes células
inmunoldgicas, macréfagos de la
inmunidad innata, o linfocitos de
la inmunidad adaptativa, se demos-
tr6 la capacidad de plaguicidas OF
clorpirifos, de inducir la muerte ce-
lular por apoptosis en estas células
(Liy col., 2007, 2009)

B 5. CONCLUSIONES.

La evidencia experimental y la
epidemiolégica permiten afirmar
que la exposiciéon ambiental a los
plaguicidas impacta sobre la tria-
da madre-placenta-feto con efectos
que se pueden manifestar en pe-
riodos tempranos de la vida como
también a mediano y largo plazo.
En los tres compartimientos, la DE
aparece como uno de los mecanis-
mos claves que subyacen a los efec-
tos observados no sélo por su efecto
en el sistema endocrino per se, sino
también por las consecuencias en
eventos epigenéticos. Por otra par-
te, la placenta, como 6rgano blanco
de la accion toxicoldgica, ha pro-
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bado ser una matriz de estudio util
ya que pueden utilizarse modernos
abordajes metodolégicos para dilu-
cidar los mecanismos de toxicidad
de mezclas quimicas de relevancia
ambiental. En cuanto al estudio de
los efectos en el feto, presenta varios
desafios. Quizas el mas importante,
desde el punto de vista epidemiol6-
gico, sea que el reconocimiento de
la neurotoxicidad e inmunotoxici-
dad del desarrollo deben apoyarse
en evidencias obtenidas en dos ins-
tancias muy separadas en el tiempo:
los datos de exposicién, obtenidos
frecuentemente de la madre durante
la gestacion y los datos posnatales
del desarrollo neuroconductual del
nifio o de patologias asociadas a una
disfuncién inmunolégica, obtenidos
varios afhos después. Ademas, los re-
portes disponibles sobre los efectos
de la exposicion in utero a plagui-
cidas deben ser considerados con
cautela, ya que no son muchos los
que han abarcado un gran ndmero
de individuos, ni han contemplado
la co-exposicion ambiental a otros
toxicos o las caracteristicas genéti-
cas de la poblacién.

Es evidente el papel conjunto
que poseen la toxicologia y la epi-
demiologia en el discernimiento de
los efectos sobre la salud produci-
dos por los agentes ambientales, si
bien es tarea pendiente el proveer
una mirada unificada sobre la rela-
cién causal entre exposicion a pla-
guicidas y enfermedad, tanto en la
generacion bajo estudio como en las
generaciones subsiguientes. A pesar
de que existen numerosos aspectos
aln no explorados, los expertos y
profesionales de la salud coinciden
en la necesidad de minimizar el uso
de plaguicidas y establecer politicas
sanitarias que incluyan monitoreos
y acciones de prevencion en las po-
blaciones mas vulnerables

Hasta el presente, muchos de
los mecanismos de toxicidad han

sido dilucidados en modelos experi-
mentales no siendo posible la extra-
polacién directa de esos resultados
al hombre. Sin embargo, a medida
que se integren los datos obtenidos
de las investigaciones en epidemio-
logia toxicoldgica con los de la to-
xicogenémica, metabolémica y pro-
tedbmica aumentard el conocimiento
de los mecanismos que subyacen a
los efectos descriptos en humanos.

B 6. AGRADECIMIENTOS.

Las autoras agradecen al Lic.
Diego Potas por el diseno de las fi-
guras 2 y 3.

B GLOSARIO

Antigeno: Es toda molécula capaz
de generar una respuesta del sistema
inmunoldgico.

Barrera hematoencefilica: forma-
cién densa de células endoteliales
entre los vasos sanguineos y el sis-
tema nervioso central que evita que
muchas sustancias la atraviesen, al
tiempo que permite el pasaje de nu-
trientes y oxigeno.

Biomarcador: respuesta bioldgica a
una sustancia quimica o a un gru-
po de agentes quimicos. Su deter-
minacién provee informacioén sobre
la exposicion, el efecto toxico y la
suceptibilidad individual a contami-
nantes ambientales.

Cambios epigenéticos: cambios
heredables en la expresion de los
genes o el fenotipo que ocurre sin
cambios en la secuencia de ADN.

Células trofoblasticas JEG-3: linea
de células trofoblasticas malignas
que tiene la capacidad para secre-
tar hormonas tales como la beta
gonadotropina coridénica humana
(B-hCG) y progesterona (P4). Esta
linea celular se utiliza, entre otras
lineas, para estudiar las interaccio-

nes de drogas y xenobidticos con
los trofoblastos que conforman la
placenta.

Disruptor endocrino (DE): sustan-
cia quimica exdégena o mezcla de
sustancias que altera la estructura o
funcién del sistema endocrino.

Edad gestacional: edad de un em-
brién, feto o neonato desde el pri-
mer dia de la Gltima menstruacién.
Permite cuantificar la progresién del
embarazo.

Efectos sinérgicos: un efecto de dos
0 mas agentes actuando en conjunto
que es mayor al esperado conside-
rando a la suma de las acciones de
los agentes por separado.

Eje hipotalamico-pituitario-adrenal
(eje HPA): interacciones homeosta-
ticas entre el hipotdlamo, la glan-
dula pituitaria o hipdfisis y las glan-
dulas suprarrenales que controlan
las reacciones al estrés y regulan la
digestion, el sistema inmunitario, las
emociones, la conducta sexual vy el
metabolismo energético.

Epimutacién: mutacién del material
genético que no involucra cambios
en la secuencia de bases del ADN.

Esteroideogénesis: via de sintesis de
hormonas esteroideas a partir del
colesterol.

Estudio prospectivo: estudio epide-
miolégico cuya caracteristica fun-
damental es la de iniciarse con la
deteccion de una supuesta causa y
luego seguir a una poblacion a tra-
vés del tiempo hasta determinar si se
presenta o no el efecto.

Glucocorticoides: hormonas este-
roideas secretadas por la corteza de
las glandulas suprarrenales. Partici-
pan en la regulacién del metabolis-
mo de los hidratos de carbono, de
lipidos y proteinas y tienen un efecto
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inmunosupresor. En el ser humano
los glucocorticoides producidos son
el cortisol, la cortisona y la corticos-
terona.

Herencia transgeneracional epige-
nética: la herencia entre generacio-
nes de informacién epigenética, a
través de las células germinales que
Ileva a variaciones en el fenotipo en
ausencia de influencias ambientales
directas.

Impronta genémica: fenémeno ge-
nético por el cual ciertos genes se
expresan de una manera especifica
dependiendo del progenitor del cual
provienen. Involucra la metilacién
del alelo no expresado.

Inmunidad adaptativa: es un siste-
ma de reconocimiento especifico de
agentes nocivos para el organismo
(patégenos y extrafos) que, por po-
seer memoria inmunoldgica, frente a
un segundo encuentro con el agente
es capaz de eliminarlo en forma mas
rapida y eficiente. Esta conformada
por un componente celular, los lin-
focitos y un componente humoral,
las inmunoglobulinas.

Inmunidad innata: es la primera li-
nea de defensa contra la invasién
de agentes patdgenos. Estd confor-
mada por un componente celular,
por ejemplo los macréfagos y poli-
morfonucleares, y un componente
humoral, por ejemplo el sistema del
complemento.

Inmunocompetencia: es la capaci-
dad del cuerpo para producir una
respuesta inmunolégica normal des-
pués de la exposicién al antigeno
(el cual puede ser un componente
de un microorganismo o particulas
no microbianas extrafas al orga-
nismo).

Inmunotéxico: se define como una
sustancia que puede alterar una o
mas funciones inmunoldgicas resul-

tando en un efecto adverso para la
persona.

Linea germinal: linea celular precur-
sora de los gametos: 6vulos y esper-
matozoides.

Linfocito T cooperador: es una clase
de linfocitos T (CD4), son células en-
cargadas de coordinar la respuesta
inicial frente a los antigenos.

Metilacion del ADN: modificacion
covalente del ADN que consiste en
la transferencia de grupos metilos
a algunas de las bases citosinas del
ADN situadas previa y contigua-
mente a una guanina. La metilacion
del ADN es heredable en las células
somaticas luego de la divisién ce-
lular. Generalmente la hipermetila-
cion del sector promotor de un gen
estd asociada a una disminucién de
la expresion de dicho gen. Por otra
parte, la hipometilacion de una re-
gion no codificante ha sido ligada a
inestabilidad cromosémica.

Ontogenia: describe cémo se desa-
rrolla un ser humano o un animal.
La nocion se focaliza sobre todo en
la etapa embrionaria y fetal.

Paroxonasa 1: enzima plasmati-
ca capaz de hidrolizar metaboli-
tos oxones de algunos plaguicidas
6rganofosforados. Altos niveles de
paraoxonasa 1 protegen frente a la
intoxicacion.

Parto prematuro: parto que comien-
za antes de la semana 37 de gesta-
cion.

Prevalencia: proporcién de indivi-
duos de un grupo o de una pobla-
cién que presentan una caracteris-
tica o evento determinado en un
momento o en un periodo definido .

Programacion fetal: eventos vitales
tempranos que suceden dentro del
Gtero materno vy tienen la capacidad

de modelar el fenotipo preparando
al feto para la vida extrauterina.

Proteina amiloide B: péptido que
constituye el principal componente
de las placas o depésitos que se en-
cuentran en el cerebro de pacientes
con la enfermedad de Alzheimer.

Region promotora del gen: secuen-
cia especifica de ADN, localizada
justo donde se encuentra el pun-
to de inicio de la transcripcion del
ADN, que contiene la informacion
necesaria para activar o desactivar el
gen que regula.

Sibilancia: es el sonido que hace el
aire al pasar por las vias respiratorias
congestionadas.

Sistema colinérgico: incluye al neu-
rotrasmisor acetilcolina, los recepto-
res a los que se une y a las enzimas
involucradas en la sintesis de acetil-
colina y su degradacion.

Sistema endocannabinoide: incluye
a los endocannabinoides, receptores
a los que se unen, enzimas involu-
cradas en su sintesis y degradacion.
Los endocannabinoides actdan
como neuromoduladores en el ce-
rebro.

Trastorno hiperactivo de déficit
de atencion (THDA): trastorno del
comportamiento caracterizado por
distraccion moderada a grave, pe-
riodos de atencién breve, inquietud
motora, inestabilidad emocional y
conductas impulsivas.

Xenobidtico: cualquier sustancia
extrafia al organismo, que puede ac-
tuar como toxico.
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LA HERENCIAY LA
TOXICIDAD
INTERACCIONAN
EN LAS PORFIRIAS

Palabras clave: porfirias, camino metabélico del hemo, porfirinogenicidad, modelos experimentales.
Key words: porphyrin, heme metabolic pathway, porphyria, porphyrinogenicity experimental models.

Las porfirinas estan compuestas por un anillo tetrapirrdlico y son . Maria Florencia D’Andrea y

conservadas en los seres vivos. Estan presentes en la clorofila y el .
*
hemo. El camino de sintesis del hemo involucra ocho enzimas. Las Marta Blanca Mazzetti*.

porfirias son un grupo de enfermedades metabélicas, principalmente
hereditarias, en las que hay fallas en la sintesis de hemo. Pueden
clasificarse en hepaticas o eritropoyéticas; agudas o crénicas. Las
agudas son susceptibles al desencadenamiento y exacerbacion por

*Laboratorio de Disturbios Metabdlicos por Xeno-
biodticos, Salud Humana y Medio Ambiente, Depar-
tamento de Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires,

drogas. La capacidad de una droga para precipitar la enfermedad, esto Ciudad Universitaria, Pab. II, 4to Piso, C1428EGA
es, su porfirinogenicidad, depende principalmente de su capacidad para Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina. Fax:
aumentar la actividad de la primera enzima del camino de biosintesis +54 11 4576 3342.

del hemo, al inhibir su control fisiolégico por retroalimentacion

negativa, por reduccion del pool de hemo regulatorio. El citocromo mazzetti@aqb.feen.uba.ar

P450 es importante tanto en la metabolizacion de drogas prescriptas,
como de xenobioticos toxicos. Se describen propiedades quimicas y mecanismo de accion de estas drogas: hidrofobicidad,
capacidad de inducir o destruir al citocromo P450 y capacidad de unirse a receptores nucleares que median la induccién
de la trascripcion del gen de la 5-aminolevulinico sintasa. Respecto a las porfirias experimentales, se resefian cinco grupos
de drogas que modelan en animales, porfirias humanas y se describen sus mecanismos de toxicidad. El primero comprende
aquellas drogas que inactivan al citocromo P450; el segundo, sustancias que son potentes inductores multifuncionales; el
tercero, drogas que inhiben a la uroporfirinégeno descarboxilasa; el cuarto, inhibidores de la protoporfirinégeno oxidasa y el
quinto, metales pesados que inhiben metaloenzimas. Las porfirias experimentales permiten el estudio de estas enfermedades
y el desarrollo de tratamientos mas efectivos.

Porphyrins are conserved tetrapyrroles in living organisms. They are present in chlorophyll and heme. The metabolic heme
synthesis pathway involves eight enzymes. The porphyrias are a group of mainly inherited metabolic diseases in which there
are alterarions on the heme synthesis pathway. They can be classified as hepatic or erythropoietic; acute or chronic. Acute
porphyrias are susceptible to acute onset and exacerbation by drugs. The ability of a drug to precipitate the disease, that is, its
porphyrinogenicity, depends primarily on its ability to increase 5-aminolevulinic acid synthase activity, the first enzyme of the
heme biosynthetic pathway by inhibition of their physiological negative feedback control by reducing the pool of regulatory
heme. The cytochrome P450 is important in the metabolism of prescription drugs, as toxic xenobiotics. Chemical properties
and mechanism of action of these drugs are described: hydrophobicity, ability to induce or destroy the cytochrome P450
and ability to bind to nuclear receptors that mediate the induction of gene transcription of 5-aminolevulinic acid synthase.
About the animal models for human porphyrias, five groups of drugs and their mechanisms of toxicity are reported. The first
includes those drugs that inactivate cytochrome P450; second, substances that are potent multifunctional inducers; third,
uroporphyrinogen decarboxylase inhibitors; fourth, protoporphyrinogen oxidase inducers, and fifth, heavy metals that are
metalloenzymes inhibitors. The experimental porphyrias permit the study of these diseases, allowing the development of more
effective treatments.

W :QUESON LAS PORFIRINAS? 4, anillos pirrélicos, unidos a suvez de sus cadenas laterales. Estos com-

por cuatro puentes meteno (Figura puestos retinen ciertas propiedades
Las porfirinas son tetrapirroles, 1), que se clasifican quimicamente fisicas, quimicas y biolégicas que
macrociclos que consisten en cua- segln la naturaleza y ordenamiento les conceden una gran importancia
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en el funcionamiento de los seres
vivos. Son precursores del hemo en
el reino animal y de la clorofila en
el reino vegetal (Nordmann y Puy,
2002, Bonkovsky et al., 2013), por
lo que son metabolitos clave en los
procesos de respiracion y fotosinte-
sis, respectivamente. Como molécu-
las, se caracterizan por ser conjuga-
das, ciclicas, aromaticas, poseer alta
estabilidad y caracteristicas fotofisi-
cas particulares. (Mauzerall, 1998).

El nombre particular que recibe
la porfirina depende de los distintos
tipos de substituyentes que la con-
forman. Por ejemplo si la molécula
posee ocho sustituyentes de dos cla-
ses diferentes, como cuatro acidos
acéticos y cuatro grupos propioni-
cos, se llama a dicha conformacion
uroporfirina. Estas cadenas laterales
pueden encontrarse en cuatro com-
binaciones posibles, alrededor de la
periferia de la molécula, que se de-
notan para este ejemplo utilizando

Figura 1. Macrociclo no substituido de la molécula de porfirina. Se ob-
servan los cuatro anillos pirrélicos en los vértices de la estructura.

CH
k'

H,C

H5C

O™ ™“oH

CH,

Figura 2. Estructura de la molécula de hemo.

los nimeros romanos del I-IV.

Las porfirinas forman complejos
con atomos metdlicos como el hierro
o el magnesio que influyen en la ac-
tividad biolégica de los mismos, que
se denominan metaloporfirinas. Las
propiedades cataliticas inherentes a
los metales de transicién, debido a
sus orbitales parcialmente llenos, se
ven potenciadas cuando son quela-
dos por las porfirinas o sus derivados
(Mauzerall, 1998). De esta manera
se generan pequefas variaciones en
la estructura basica del tetrapirrol
que conforma la molécula, asi como
cambios en las cadenas sustituyen-
tes, permitiendo gran diversidad de
reacciones bioquimicas esenciales,
en las que intervienen.

Dentro de las metaloporfirinas,
el hemo o ferroprotoporfirina IX
(Figura 2) es estructuralmente un
compuesto formado por un dtomo
de hierro coordinado al anillo te-
trapirrélico de la protoporfirina IX.
Esta molécula forma parte de la he-
moglobina, permitiendo la unién re-
versible de oxigeno con sus grupos
hemo, logrando asi suministrar el
O, necesario a los diferentes tejidos
y 6rganos alrededor del cuerpo. La
estructura proteica alrededor de los
grupos hemo genera un ambiente
particular que permite que se lleve a
cabo la reaccion que cataliza.

Otras metaloporfirinas de rele-
vancia biolégica se encuentran en
los organismos fotosintetizadores.
La molécula de clorofila posee mag-
nesio como especie metalica unida
a la estructura de la porfirina. La fun-
cién que cumple la molécula en este
caso es la de capturar protones de
luz en el UV cercano (400 nm) y la
region roja del espectro visible (650-
700 nm). Para la cobalamina o coen-
zima de la vitamina B,,, la unién de
la porfirina precursora se da con
cobalto, el cual facilita la reduccién
de especies organicas en reacciones
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que involucran la transferencia de
atomos de hidrégeno.

El camino biosintético de las por-
firinas es probablemente el camino
metabdlico mas conservado. Con
excepcion de la sintesis del inter-
mediario 4cido 5-aminolevulinico
(ALA), los otros pasos son seme-
jantes tanto en bacterias primitivas
como humanos (Mauzerall, 1998).
Las metaloporfirinas clorofila, co-
balamina y el hemo, tienen como
precursor biosintético comdn a uro-
porfirinégeno Il (Uro’gen IlI) (Figura

3), diferenciandose recién posterior-
mente los caminos de sus sintesis.

El alto grado de conservacion de
las porfirinas refleja la importancia
de su ruta metabdlica en los siste-
mas bioldgicos, considerandose a
estas moléculas junto con la bicapa
lipidica, las proteinas y los acidos
nucleicos como componentes clave
de los seres vivos.

B EL GRUPO HEMO

El hemo es una molécula esen-

cial para la funcién de todas las cé-
lulas aerdbicas. Esta sirve de grupo
prostético de varias hemoproteinas
que juegan un papel fundamental en
funciones bioldgicas vitales como
ser unién de oxigeno (hemoglobina,
mioglobina), transferencia de elec-
trones (citocromos) y metabolismo
del oxigeno (catalasas, peroxidasas
y oxidasas); siendo también grupo
prostético de enzimas que intervie-
nen en la produccién de moléculas
sefial tales como GMP ciclico (gua-
nilato ciclasa), hormonas esteroideas
(hidroxilasas) y éxido nitrico (6xido

CO,H

Hemo

LOH

HzM

L8]

o™ TNH,

Figura 3. Relacion entre la clorofila a, la amida cobirinica que conforma la vitamina B12, y el hemo. Todas estas
moléculas comparten en sus rutas de sintesis el precursor biosintético Uro’gen lII.
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nitrico sintasa); asi como controla la
expresion de numerosas proteinas
(globina, enzimas de la ruta meta-
bélica del hemo, mieloperoxidasa,
hemo oxigenasa-1 y receptor de
transferrina) (Tsifsoglou et al., 2006).

Las propiedades Unicas del hemo
le permiten actuar tanto como trans-
portador de electrones y catalizador
de reacciones redox. Si bien el Fe?*
se une a oxigeno, no se produce su
oxidacion. La combinacion entre el
ligando de la porfirina y el ambiente
proteico cambia el potencial redox
del hierro y detiene la formacién de
un complejo con el agua, inhibien-
do la oxidacién Fe’* a Fe**.

El hemo se oxida a hemina in vi-
tro teniendo una carga positiva resi-
dual y por lo general se aisla como
cloruro. Se transforma en hematina
cuando al ser disuelto en solucion
alcalina se adiciona un radical hi-
droxilo, eventualmente transforman-
dose en hemo en la célula (Figura 4)
(Sassa y Nagai, 1996; Tsiftsouglou et
al. 2006).

W SINTESIS DEL HEMO

La biosintesis del hemo (Figura 5)
puede dividirse en cuatro procesos:
i) formacién del pirrol, ii) ensambla-

do del tetrapirrol, iii) modificacion
de las cadenas laterales del tetrapi-
rrol, iv) oxidacién del protoporfiri-
noégeno (Proto’gen) IX a protoporfiri-
na IX e insercion del hierro.

La sintesis de hemo involucra
ocho enzimas, cuatro de las cuales
son citoplasmdticas y cuatro mito-
condriales. El primer paso ocurre
en la mitocondria e involucra la
condensacion de los metabolitos
succinil-CoA y el aminoéacido hidro-
filico glicina para formar ALA, reac-
cién catalizada por la enzima ALA-
sintasa (ALA-S). La enzima citosélica
5-aminolevulinico dehidrasa (ALA-
D) convierte a continuacién, dos
moléculas de ALA en el monopirrol
porfibilinégeno (PBG).

Las enzimas de los dos pasos si-
guientes se encargan de transformar
cuatro moléculas de PBG en el te-
trapirrol ciclico Uro’gen Ill, el cual
es posteriormente descarboxilado
de sus cuatro grupos acetato de las
cadenas laterales permitiendo la
formacion de coproporfirinégeno
(Copro’gen) 1ll, menos soluble que
Sus precursores .

Las siguientes dos descarboxila-
ciones hacia grupos metilo ocurren
en la mitocondria por accién de

la Copro’gen Il oxidasa, siendo el
Proto’gen producido posteriormente
oxidado a protoporfirina debido a la
remocion de dtomos de hidrégeno
gracias a la actividad de la enzima
proto’gen Il oxidasa. La insercién
u i6 i -
de un catién de hierro en la proto
porfirina IX, se realiza por la accién

Zi u .

de la enzima ferroquelatasa

B DEGRADACION DEL HEMO Y
METABOLISMO DEL HIERRO

Todas las células, salvo los eritro-
citos maduros y tal vez otras células
altamente diferenciadas, pueden de-
gradar hemo.

El hemo se cataboliza a bilirrubi-
na a través de la accién de las enzi-
mas microsomales hemo oxigenasa
(HO) y biliverdina reductasa. Si bien
ha sido descripta la degradacién no
enzimatica del hemo in vivo, no se
considera que esta sea la principal
via de degradacion (Wu y Wang,
2005).

La enzima HO abre el anillo del
hemo permitiendo, mediante libera-
cién de CO vy hierro, la formacién
del pigmento biliverdina, que absor-
be a las longitudes de onda corres-
pondientes al verde. La biliverdina
es luego reducida al pigmento ama-

Hemina
(Cloruro)

Hematinag

Figura 4. Tres formas diferentes del hemo. Los atomos de nitrégeno representan los atomos que componen el
anillo pirrélico de la molécula. Extraido de Sassa y Nagai, 1996.




La herencia y la toxicidad interaccionan en las porfirias

43

Succinil-COA E
rad Intermediario dal E
clxﬁ:' Ciclo de Krebs E
coo™
o g .
CHa = ] COO0™ CHgz
e R o o,
y CHa N :
- g ¢
([ Bs ¥ Y CHa N H\‘ NHp—CHz = | A=H
K CoASH 00z c=o § 0 H
- N r y
H=krii H—C—NHz §
ol W
Glicina § 4"”,'!
Acido S-aminalevulinico
{ALA) § Pr Ac
3
b
N
L]
N
]
N
N
{
]
5
3
5
N
N
Hamo §
oH* Farroqualatasa § UWTLWmnlll
i Fet+ {_ Fe = Ha0
Vi CH3 § P Ac
N
CHa Vi N Ac Pr
MITOCONDRLA ‘\. CITOPLASMA,
3
N
Ny
& Ac
CHa CH3 s
}
Pr Pr s Pr Pr
Protoporfirina 1X s
3 aHt
&H Pratoparfirindgana Il b Urcporfirintgena Ml
oxidasa h decarboxilasa 4&32
]
N
5
Vi CH3 % Pr CHs
~
]
Coproporfirindgena 1l >
CHa Vi axidnan % CHa Fr
- \
A2 §
2C0 2 2Ht
CH3 CHa § CH3 CHa
\ 8
Pr Pr R P

Figura 5. Ruta biosintética del hemo conformada por ocho enzimas de localizacién citoplasmatica y mitocon-

drial. Modificado de Ponka et al., 1997.




44 CIENCIA E INVESTIGACION - TOMO 64 N° 5 - 2014
INADPFH 3 NADP*
50, IH0
MNADPH - CYP ¥ QO ™
Reductasa L o
M fH.‘-I
- G
W P
Heme Oxigenasa M b
{HO) -
Ferrabalverdina
172 NADPH
co
MADFH : CYF
Reducasa
NAD(FY MAD(PJH
172 NADP"
NAD{F)H Induccion de
" 00, A, Biliverdina A L Fell Ferritina
NH  HN o Reducraza b W MU
M HN ~ N HN
» [
4 P F v
Bilverdina
LIDF Glucuranil
ube Trarsfersca ¥ oo M
aung
pheturdnico R= Glucurunosil
Kilosil
Glucosil
uDp H
o Bilarrubina
Canpugads
R/ "
Figura 6. Ruta degradativa del hemo. La enzima NADPH:CYP reductasa reduce el ion férrico como prerrequi-
sito para cada ciclo de unién y activacién de oxigeno. La bilirrubina, hidrofébica, debe ser glucuronidada en
el higado para aumentar su solubilidad y facilitar su excreciéon. M=metil, V= vinil, P= propionato. Adaptado de
Ryter y Tyrrel 1999.

rillo bilirrubina por la enzima bili-
rrubina reductasa (Figura 6).

El catabolismo del hemo produ-
ce la liberacién de hierro, el cual,
siendo un oxidante, estimula la sin-
tesis de la proteina ferritina. La mis-
ma actdia a su vez como un repositor
de hierro intracelular, secuestrando
el hierro libre (Wu y Wang, 2005),
que es toxico para la célula ya que
actda en la formacién de especies
reactivas del oxigeno (EROS) a través
de la reaccion de Fenton.

B LOCALIZACION DE LA SINTESIS
DEL HEMO

En mamiferos, alrededor del 80%
del hemo total producido es sinteti-
zado en células eritroides inmaduras
de la médula ésea y eventualmen-
te incorporado a la hemoglobina
(Norman y Puy, 2002). El hemo re-
manente es sintetizado predominan-
temente en el higado en células nu-
cleadas como el hepatocito, donde
es incorporado a hemoproteinas, en
particular al citocromo P450 (CYP)

(Podvinec et al.,, 2004; Hift et al.,
2011), representando el 15% del
total de hemo producido por el or-
ganismo (Sassa y Nagai, 1996; Nor-
man y Puy, 2002). El 5% restante se
sintetizarfa en el rindn y otros tejidos
(Puy et al., 2010).

A su vez, en el higado de una
rata adulta, cerca del 65% del hemo
que se produce se utiliza para la
formacion de CYP en microsomas,
15% para sintesis de catalasa en los
peroxisomas, 6% para la formacién
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de los citocromos mitocondriales y
8% para la formacién del citocromo
b, (Sassa y Nagai, 1996).

La velocidad de sintesis de hemo
en las células eritroides en desarro-
llo supera en un orden de magnitud
al hemo sintetizado en el higado.
Esto se debe a que si bien la mayor
cantidad de hemo se sintetiza en los
eritrocitos inmaduros, el ndmero
total de estos es considerablemente
menor al de hepatocitos.

El hemo extracelular ingresa a la
célula a través de transportadores de
hemo (Wu y Wang, 2005). Siendo
el hemo un quelante hidréfobo de
bajo peso molecular, altas concen-
traciones de hemo libre en la célula
podrian catalizar reacciones de oxi-
dacién dependientes de hierro gene-
rando EROS, peroxidacion lipidica 'y
disrupcién de las membranas (Ryter
y Tyrrell, 1999; Wu y Wang, 2005).

B REGULACION DE LA ACIDO
5-AMINOLEVULINICO SINTETASA
(ALA-S).

La enzima ALA-S es un homodi-
mero que reside en la matriz de la
membrana mitocondrial interna y
presenta una alta especificidad por
la glicina como sustrato. El segundo
sustrato, succinil-CoA, es un inter-
mediario del ciclo de Krebs y provee
la mayor fuente de energia para la
ruta biosintética del hemo. La reac-
cién requiere de piridoxal 5-fosfato
como cofactor.

ALA-S presenta dos isoenzimas,
la eritroide (ALA-S E 0 ALA-S 2) y la
no especifica o constitutiva (ALA-S
N, también conocida como ALA-
S1), que se expresa ubicuamente
(Sassa y Nagai, 1996; Ponka, 1997).
Estas son sintetizadas a partir de ge-
nes diferentes, mapeados en el bra-
zo corto del cromosoma 3 vy el cro-
mosoma X respectivamente (Puy et
al., 2010). La expresion diferencial

de estas isoformas en los tejidos es la
que determina que la regulacion de
la sintesis del hemo sea distinta en-
tre células eritroides y no eritroides
(Ponka, 1997).

En el higado, la regulacion de la
ruta del hemo permite una respuesta
rapida a los requerimientos metabé-
licos, mientras que en los progenito-
res de los eritrocitos, donde se sinte-
tiza el hemo, la regulacion permite
un estado constante y elevado de
sintesis dependiente de la disponibi-
lidad de hierro.

En células eritroides, el hemo
bloquea la captacion de hierro por
la célula, desde la proteina transfe-
rrina e induce la expresion de ALAS2
a través de un “elemento de respues-
ta al hierro” en la regién 5’-UTR de
su ARNm, asi como disminuye la
disponibilidad de glicina como sus-
trato de ALA-S. La regulacion ocurre

durante la diferenciacién a eritrocito
en respuesta a la hormona eritropo-
yetina.

La velocidad de produccién del
hemo se encuentra entonces limita-
da por la disponibilidad del hierro
aportado desde la transferrina y no
es inhibida por hemo. Los macrdéfa-
gos del higado y el bazo degradan el
hemo y lo reciclan luego de la eri-
trofagocitosis a través de la enzima
inducible HO-1 (Puy et al., 2010).

Por otro lado, ha sido demostra-
do que ALA-S hepatica estd negati-
vamente regulada por el producto
final de la via: el hemo (Sassa y Na-
gai, 1996, Norman y Puy, 2002). El
efecto mas relevante del hemo, en
su sintesis hepatica, ocurre a nivel
de la inhibicién de la sintesis de
ALA-S1, la cual se propuso, ocurre
en cuatro niveles diferentes (Figura
7): 1) a nivel de expresion génica de

Trascripcion

Traduccién

Biosintesis del

Heme "

Mitocondria

Nagai, 1996.

Figura 7. Niveles en los que ocurre la regulacién de la enzima ALA-S. A
nivel de la transcripcién, mediante disminucién de la vida media de su
ARNmM y/o evitando transferir el precursor proteico sintetizado de ALA-S
a mitocondria. Triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO). Adaptado de Sassa y
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ALA-S1, 11) a nivel de represion post-
traduccional mediante disminucion
de la vida media de su ARNm, 1lI)
evitando transferir el precursor pro-
teico sintetizado a mitocondria y
IV) inhibiendo la actividad catalitica
de la enzima ALA-S (Sassa y Nagai,
1996). La inhibicion directa de la
actividad de ALA-S hepatica no de-
beria ser fisiolégicamente relevante
debido a que las otras clases de inhi-
bicién anteriormente mencionadas
se alcanzan a concentraciones de
hemo mucho menores que las ne-
cesarias para que ésta exista (Ponka,
1997), por lo cual no se considera
relevante.

De hecho, la represién de ALA-
S1 por hemo es responsable de que
esta enzima sea la reguladora de la
velocidad de sintesis en el camino
biosintético del hemo hepatico.

La velocidad de sintesis de hemo
también responde al aumento de
la demanda que ocurre frente a un
cuadro de induccién de CYP por la
accion deletérea de drogas sobre
los CYP. En este caso los niveles del
ARNm de ALAST son regulados po-
sitivamente para proveer de hemo
a los apoCYP sintetizados de novo,
produciendo una disminucion del
hemo vy evitando la regulacién por
retroalimentacién negativa sobre
ALA-S1. A su vez, se ha reportado
que existen enhancers cuya acti-
vacion responderia a xenobidticos
inductores e interaccionarian con
el receptor X de pregnano (PXR) y
el receptor constitutivo androstano
(CAR) teniendo un efecto inductor
directamente sobre la transcrip-
cién del gen de ALA-S 1, similar al
efecto observado sobre la expresion
de CYP (Podvinec et al., 2004). La
transcripcion del gen de ALA-S 1
parece verse también regulada po-
sitivamente por el coactivador tras-
cripcional que interacciona con los
receptores llamados Activadores del
Proliferador de Peroxisomas (PGC-

1a). Este es coactivador de recep-
tores nucleares y otros factores de
transcripcion, controlando la bio-
génesis y metabolismo oxidativo en
varios tejidos, incluyendo musculo
esquelético, corazon, higado vy te-
jido adiposo marrén (Handschin et
al., 2005).

En el higado, PGC-1a se induce
durante el ayuno, cuando éste pre-
senta baja disponibilidad de glucosa
para la obtencién de energia utili-
zando la b-oxidacién de acidos gra-
sos como reserva energética, bajo
el control de PCG-1a (Handschin
et al., 2005). Esto explica porque la
porfiria aguda intermitente (PAl) es
asociada con una disminucién de
la energia del metabolismo hepati-
co y desnutricion crénica (Puy et al.,
2010).

Sin embargo, es de interés obser-
var que en la induccién de ALA-ST
por drogas que ejercen un mecanis-
mo inductor multifuncional como el
fenobarbital (FB), el PGC-1a no seria
esencial para la induccién del gen
de ALA-S1 (Handschin et al., 2005).
Esto indicaria que el rol de PGC-1a
no podria extenderse universalmen-
te a todos los mecanismos de induc-
cién por drogas.

B POOL HEPATICO DE HEMO LI-
BRE CELULAR

Se plantea hipotéticamente la
existencia de un pool hepatico de
hemo libre, ya sea de sintesis re-
ciente o que haya sido liberado de
las hemoproteinas de las cuales for-
maba parte como grupo prostético.
Debido a que éste se encontraria en
pequefias cantidades y seria consu-
mido rapidamente se torna dificil de
probar su existencia (Sassa y Nagai,
1996).

Este pool contiene hemo recién
sintetizado y sirve como precursor
de hemoproteinas y también cum-

ple funciones regulatorias. En culti-
vos de hepatocitos de ratas adultas,
se observé que el 20% del hemo
sintetizado se trasformaba en pig-
mentos biliares directamente mien-
tras que el 80% era empleado por
la célula para la formacién de las
hemoproteinas. Esto pareceria indi-
car que el hemo de los hepatocitos
se forma ligeramente en exceso en
relacion a su requerimiento meta-
bélico (Ponka, 1997), asi como que
concentraciones de hemo elevadas
inducen la hemoxigenasa (HO), es-
timulando la ruta catabdlica (Wu y
Wang, 2005).

Se ha propuesto que el pool de
hemo libre citosélico, en equilibrio
con el hemo utilizado por la enzima
de naturaleza hemoproteica tript6-
fano 2,3-dioxigenasa (TDO) (Figura
7), reprimirfa la formacién de ALA-
S e induciria a la HO-1, la enzima
limitante del catabolismo del hemo
(Sassa y Nagai, 1996).

B HEMOPROTEINAS: CITOCRO-
MOS P450 (CYP).

Con el término CYP se denomina
a un grupo de hemoproteinas que,
al combinarse en su estado reduci-
do con monéxido de carbono (CO),
forma un complejo que absorbe la
luz a 450 nm. En casi todos los teji-
dos de mamiferos, especialmente el
higado e intestino delgado podemos
encontrar CYPs, localizados en va-
rias organelas, si bien principalmen-
te se localizan en el reticulo endo-
plasmico (RE) y la mitocondria.

Se considera a los CYPs produc-
tos de una superfamilia de genes
que codifican para enzimas mo-
nooxigenasas relacionadas con el
metabolismo de sustancias endé-
genas, drogas y otros xenobidticos.
Esta consiste en 27 familias de genes
de las cuales las tres principales para
el metabolismo de drogas son CYPT,
CYP2, CYP3.
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Los CYPs existen en diversas iso-
formas que exhiben polimorfismos
y metabolizan la mayor parte de las
drogas en humanos a diferentes ta-
sas debido a variacién genética inte-
rindividual entre ellas (Tsiftsoglou et
al., 2006). Un mismo sustrato puede
ser metabolizado por mas de una
isoforma de CYP, siendo su accion
sobre una amplia gama de sustratos,
lo que refleja su enorme potencial
detoxificante.

Muchas sustancias exégenas que
ingresan al cuerpo o xenobidticos,
pueden causar un marcado incre-
mento en la cantidad de CYP en el
higado, asociado con un aumento
en la sintesis del hemo en el hepa-
tocito (Ponka et al., 1997). De esta
forma, los xenobidticos deben pre-
sentar cierto grado de lipofilicidad
para poder atravesar la membrana
plasmatica de la célula para ser me-
tabolizados por los CYP.

El CYP presenta en su estructura
un aminoacido cisteina que es clave
para su coordinacién con el grupo
prostético hemo. El hemo interac-
tia de forma de alterar el estado de
oxidacién de ligandos especificos,
como CO, NO, O,, CN"y otros que
se unen directamente al hierro que
conforma el complejo.

Aunque algunas de las formas de
CYP muestran especificidad por un
determinado sustrato, la mayoria de
ellas catalizan gran ndmero de re-
acciones metabdlicas a la vez (Del
Arco, 1997). Los CYP pueden catali-
zar reacciones tales como deamina-
cién, epoxidacion y desulfuracion,
hidroxilacién y oxidacion, todas ne-
cesarias para convertir los compues-
tos hidrofébicos en compuestos de
mayor polaridad y facilitar de esta
forma su excrecion.

Por su caracter de monooxigena-
sas, los CYPs utilizan solo una mo-
lécula de O,, empleando un dtomo

de oxigeno para la oxidacion del
sustrato, mientras que el otro es re-
ducido para formar H,O (por ello
también se las denomina oxidasas
mixtas), a merced de la presencia de
un donante externo de electrones.

La reaccién catalizada por los
CYPs se caracteriza por presentar
los siguientes pasos: 1) adicién de un
sustrato a la enzima, 1) donacién de
un electrén, 1) adicién de un dtomo
de oxigeno, y IV) donacién de un se-
gundo electrén y pérdida de agua.

Las actividades del sistema de
monooxigenasas requieren de un
flujo de electrones que es canali-
zado por la NADPH-CYP-reductasa
desde el NADPH* hasta un comple-
jo formado por el sustrato o xeno-
biético con CYP.

El xenobidtico en forma reduci-
da se une, en primer lugar, al CYP
oxidado (CYP-Fe’*). Posteriormente,
el CYP es reducido por la reductasa
a CYP-Fe** y el complejo CYP- Fe?*-
xenobidtico interactia con el O,
para formar un complejo terciario, el
oxiCYP (O,-CYP-Fe**-xenobidtico).
Dicho complejo puede disociarse,
dando lugar a un anién superperéxi-
do (O,"), regenerandose la hemo-
proteina férrica, el CYP-Fe**. Ade-
mas, el complejo recibe un segundo
electrén para formar sucesivamente
otros complejos, de modo que en
definitiva un atomo de oxigeno es
transferido al sustrato para oxidarlo
y el otro reacciona con dos protones
para formar H,O. El sustrato oxidado
queda liberado y el CYP se regenera
en forma férrica.

Es importante resaltar que en este
proceso de oxidacion por el CYP,
esta involucrado también el proceso
de formacion de radicales libres, es
decir, la liberacién de productos de
reduccion del oxigeno que no estan
acoplados a sustratos de hidroxila-
cién, como son el anién superdxi-

do (O,"), el peréxido de hidrégeno
(H,0,) y el H,O

W ;QUE SON LAS PORFIRIAS?

Las porfirias son enfermedades
metabdlicas caracterizadas por un
bloqueo en la sintesis del hemo y
la acumulacién de sus precursores
(Kappas et al., 1995). Estas son en-
fermedades hereditarias o adquiri-
das que resultan de deficiencia pri-
maria parcial de alguna de las ocho
enzimas del camino biosintético del
hemo, determinando en cada caso
un tipo de porfiria particular (Tabla
1) (Puy et al., 2010; Siegesmund et
al., 2010). Dependiendo de los pa-
sos deficientes en la sintesis, la acu-
mulacion de porfirinas y/o precurso-
res se produce en los diferentes teji-
dos, asi como su excrecién en orina
(Sassa, 2006).

Las porfirias se heredan con ca-
racter autosémico dominante o au-
tosomico recesivo. Las deficiencias
enzimaticas pueden ser parciales o
practicamente totales dependiendo
del tipo de mutacion génica (Sassa,
2006). Existen casos documenta-
dos de herencia de mutaciones que
alin encontrandose en heterocigosis
pueden producir una porfiria clini-
camente relevante, aunque en es-
tos casos suelen presentarse por lo
general en la vida adulta y con una
severidad menor que en los casos
de homocigosis (Poh-Fitzpatrick,
1998). Estudios genéticos y enzi-
maticos demuestran que individuos
con una mutacién en alguna de las
enzimas de la ruta biosintética del
hemo y con parientes heterocigotas
con porfirias clinicamente expresa-
das, podrian permanecer silentes o
sin sintomas asociados durante toda
su vida (Sassa, 2003).

Histéricamente las porfirias se
han clasificado en hepaticas y eritro-
poyéticas, dependiendo el sitio pri-
mario de expresién de la enzima dis-
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funcional prevalente (Siegesmund et
al., 2010), si bien desde el punto de
vista clinico, es mas apropiado cla-
sificar a las porfirias en agudas o no
agudas, enfatizando de esta manera
la presencia o ausencia de ataques
potencialmente mortales.

Se clasificard entonces a las por-
firias en: 1) porfirias eritropoyéticas,
) porfirias crénicas hepaticas, am-
bas asociadas con fotosensibilidad
cutdnea como sintoma caracteristi-
co, y Ill) las porfirias hepaticas agu-
das que se caracterizan por sus sin-

tomas neurolégicos, si bien algunas
de ellas pueden presentar también
fotosensibilidad (Sassa, 2006).

Las porfirias denominadas “agu-
das o inducibles” pueden presentar
ataques agudos desencadenados
por factores diversos que generan
la de-represién de ALA-S (Kappas
et al., 1995). Dentro de las mismas
encontramos a la porfiria aguda in-
termitente (PAl), la porfiria variega-
a (PV), la coproporfiria hereditaria
(CH) y la porfiria con deficiencia
de ALA-dehidrasa (Hift, 2011; Puy

et al., 2010). En las PAI no se desa-
rrollan lesiones dérmicas, las cuales
aparecen en aproximadamente el
60% de los pacientes con PV (Puy et
al., 2010) y raramente en pacientes
con CH donde la incidencia de este
sintoma ronda el 5%.

Los ataques agudos son mas fre-
cuentes en mujeres, siendo raros
antes de la pubertad y después de
la menopausia (Puy et al., 2010; He-
rrick, et al., 2005), salvo casos don-
de la mutacién se presenta en ho-
mocigosis (Nordmann et al., 2002;

Tabla 1
Clasificacién de las porfirias humanas. *En la PCT familiar ha sido reportada herencia autosémica dominante,
mientras que en la PCT hepatoeritropoietica, se reportd que la herencia es autosémica recesiva. La PCT espora-
dica se adquiere por la exposicion a xenobidticos. Extraido de Nordmann y Puy, 2002. **Recientemente se ha
reportado la protoporfiria eritopoyética, ligada al cromosoma X (XLP), el defecto genético altera la actividad de
ALA-S2. En la XLP se produce un aumento de la actividad de enzima ALA-S2. esto da lugar a produccién de mas
protoporfirina para la sintesis de hemoglobina en la médula 6sea (Balwani y Desnick, 2012).
Enzima deficiente Nombre de la porfira Heredabilidad Clasificacién Atague Mmanifestaciones
aguda cutaneas
ALA-Dehidrasa Fil:u!in-u .por O Hepéfica Hi noe
deficiencia de
ALA-D (ADP) recesiva
PEG deaminaza P.arfnu Iugudu Autosémica Hepéfica 5i ne
intermitente
(PAI) deminante
Uroporfibilinégena 1 1 Porfm , e e Erilropoyélica no 5
sintasa Eritrop oy éfica i
congénita (PEC) e
Uraporibilinegens Parfiria cutdnea Variable® Hepéfica no Si
Decarboxilasa tarda (PCT)
Coproporfiinégenc Caprap:nrihu i Hepéfica 5i 5
Ovidaza hereditaria [CH) )
dominanfe
Protoperdirindgeno F?rfmu+ Autosémica Hepéfica 5 5
Oxidasa vanegaia
(PV) dominante
L Avtosomica Erifropoyéfica ne -
Feroquelatasa Bileopoyélica e
(PE)
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Balwani y Desnick, 2012).

Generalmente, los sintomas de
un ataque agudo pueden asociarse
a la disfuncion del sistema nervioso
auténomo, periférico y central. Mu-
chas personas que sufren un ataque
agudo presentan severo dolor abdo-
minal y en la zona de la espalda pro-
ducto de una neuropatia autbnoma
con la cual se relacionan todos los
sintomas iniciales. Estos se caracteri-
zan por ser inespecificos como ndu-
seas, vomitos, diarrea, constipacion,
taquicardia, sudoracién abundante,
hipertensién (Puy et al., 2010; Sie-
gesmund et al., 2010), asi como fie-
bre, debilidad muscular y en estados
mas avanzados puede presentarse
pardlisis respiratoria y variedad de
signos psiquidtricos y neurolégicos
(Sassa, 2006). La paralisis respirato-
ria puede progresar hasta el coma 'y
la muerte, llegando la tasa de mor-
talidad hasta el 10%, si el paciente
no se diagnostica a tiempo (Sieges-
mund et al., 2010).

La neuropatia porfirica es bastan-
te menos comin hoy en dia, y los
ataques agudos son letales en con-
tadas ocasiones. Las manifestacio-
nes clinicas inespecificas indican el
andlisis bioquimico necesario para
el correcto diagndstico de porfiria y
tratamiento.

Las porfirias que no presentan
ataques agudos, dentro de su sinto-
matologia, constituyen un grupo de
enfermedades mas heterogéneo. La
porfiria cutanea tarda (PCT), la por-
firia congénita eritropoyética (PCE) y
la protoporfiria eritropoyética (PE) se
caracterizan por presentar el sinto-
ma de fotosensibilidad crénica. La
PCT es el tipo de porfiria mas fre-
cuente y los pacientes que la pade-
cen presentan manifestaciones der-
matoldgicas y dafo hepdtico (Puy et
al., 2010), ademas es el Gnico tipo
de porfiria en la que se puede di-
ferenciar una forma adquirida, que

no presenta la mutaciéon genética
caracteristica para desarrollarse, y
una forma heredada. La expresién
de la forma adquirida de la enferme-
dad se encuentra fundamentalmen-
te relacionada con la exposicion
prolongada y sostenida a diferentes
sustancias. Estas, por lo general, han
sido descriptas como contaminantes
ambientales tales como dioxinas,
bifenilos policlorados, pesticidas or-
ganoclorados, que pueden producir
alteraciones del camino metabdlico
del hemo, provocando, inhibicién
de la uroporfirinégeno descarboxi-
lasa (Uro-D) hepatica y porfirinurias
en individuos que no presentan la
mutacion genética caracteristica de
la enfermedad (Cochén et al. 2005).

Por otra parte, agentes terapéuti-
cos varios como diclofenac y ketoke-
nazole (Sassa, 2003) se clasifican
como porfirinogénicos por su po-
tencialidad de exacerbar el cuadro
porfirico. Se han generado listas de
seguridad para evitar la prescripcion
de las mismas a pacientes con pre-
disposicion a padecer la enferme-
dad (Sassa, 2003; Hift et al., 2011).

Para explicar los mecanismos
subyacentes al desencadenamiento
de un ataque agudo, varias hipdtesis
se han puesto en juego.

Sassa recopilé las causas que
pueden llevar al desarrollo de la
sintomatologia del ataque porfirico
(Sassa, 2006), asi enumerod: (1) exce-
so de PBG y ALA puede causar neu-
rotoxicidad; (2) aumento de la con-
centracién de ALA en el cerebro que
puede inhibir la liberacién de acido
gamma-amino butirico (GABA), (3)
la deficiencia de hemo que se ge-
nera en el cuadro porfirico puede
provocar cambios degenerativos en
el sistema nervioso central; (4) la
disminucion de sintesis en el higado
puede resultar en una disminucién
en la actividad de la hemoproteina,
con funcién catalitica TDO, provo-

cando niveles elevados de triptéfano
y aumento del neurotransmisor sero-
tonina; (5) como todas las porfirias
asociadas con sintomas neurovis-
cerales muestran elevada excrecion
urinaria de ALA o ALA 'y PBG vy el
ALA aumentaria los valores de pe-
roxidacion lipidica, este mecanismo
podria mediar una crisis aguda de
porfiria y (6) la deficiencia en TDO
puede causar un descenso en los
niveles de melatonina plasmaticos
que puede resultar en una perdida
de proteccién contra la peroxida-
cién lipidica (Sassa, 2006).

También se ha propuesto una
disminucién en el hemo disponible
que afectaria la sintesis de citocro-
mos involucrados en cadena respi-
ratoria, reduciendo la subsecuente
capacidad de respiracion oxidativa
y produccion de ATP, necesario para
brindar energia a procesos celulares.

B FACTORES PRECIPITANTES DE
UN ATAQUE PORFIRICO: DRO-
GAS PORFIRINOGENICAS.

La predisposicién a sufrir un ata-
que agudo de porfiria se encuentra
ligada a factores ambientales o ad-
quiridos, como son el estado nutri-
cional, la exposicién a drogas porfi-
rinogénicas, la presencia de esteroi-
des y otros quimicos tanto de origen
exégeno como enddégeno (Herrick
y McColl., 2005; Puy et al., 2010)
cuya exposicién genera en el indivi-
duo porfirico un aumento sustancial
en la probabilidad de desencadenar
el ataque agudo (Figura 8).

Esto sugiere que existe un impor-
tante efecto exdgeno en la expresion
clinica del defecto génico. Investiga-
ciones han mostrado que aproxima-
damente el 90% de los individuos
con una deficiencia en la actividad
de la enzima porfobilinégeno dea-
minasa nunca expresan clinicamen-
te la enfermedad (Sassa, 2003).
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tado de Herrick y McColl, 2005.

Figura 8. Diversos factores que pueden influir en el desencadenamiento de un ataque agudo de porfiria. Adap-

Dentro de los factores precipi-
tantes del ataque agudo, existe con-
siderable evidencia de que factores
enddcrinos y hormonas esteroideas
juegan un rol importante en des-
encadenar el ataque agudo de PAI
(Sassa y Nagai, 1996). No es raro
observar que las porfirias agudas son
raramente observadas antes de la pu-
bertad y son mayormente padecidas
por mujeres, cobrando particular re-
levancia en la fase premenstrual.

Otro factor que se ha constata-
do potencia la probabilidad de su-
frir un ataque de PAI, es una ingesta
con bajo contenido energético que
suele relacionarse con las dietas
para bajar de peso. Una inadecuada
ingesta de carbohidratos induce la
enzima catabdlica HO, que degrada
el hemo e influye también en la pér-
dida de la represién (desrepresion)
de ALA-S (Tsifsoglou et al., 2006). A
su vez, la transcripcion de ALA-S1
también estd regulada positivamente
por PGC-1a. En condiciones de baja

glucosa, PGC-To aumenta su pro-
duccién, generando mayores niveles
de ALA-S1 y generando condiciones
proclives al ataque porfirico (Hands-
chin et al., 2005).

Se ha reportado también que el
alcohol inhibe algunas de las enzi-
mas de la sintesis del hemo e indu-
ce la sintesis de CYPs, asi como en
pacientes fumadores se ha eviden-
ciado una tendencia a la presen-
cia de ataques agudos en repetidas
oportunidades (Herrick y McColl,
2005; Sassa, 2006), efecto que se
considera causado por la induccién
de los CYPs por los hidrocarburos
aromaticos policiclicos que forman
parte de los componentes del tabaco
(Herrick y McColl, 2005).

Entre otros factores, los ataques
de porfiria suelen desencadenarse
durante infecciones y aparecer de
forma conjunta con otras enferme-
dades, al someterse a cirugias mayo-
res y/o cuadros de estrés fisioldgico.

Gran parte de estas condiciones se
ha visto que afectan directamente
la actividad de la enzima catabdli-
ca HO-1 (Sassa, 2006), siendo dicho
mecanismo el propuesto para expli-
car su porfirinogenicidad.

Dentro de los desencadenantes
del ataque agudo que presentan ma-
yor variabilidad en cuanto a sus pro-
piedades como porfirinégenos, en-
contramos los diversos farmacos que
pueden prescribirse a los pacientes,
de los que en su mayoria se carece
de evidencia directa sobre su posi-
ble efecto en el paciente porfirico.

Los pacientes que presentan pre-
disposicion genética a la enferme-
dad pueden reaccionar de ciertas
formas a la exposicién a una droga
porfirinogénica: con un ataque agu-
do, con un aumento en la excrecién
de porfirinas asintomdtico y clinica-
mente insignificante o no presentan-
do ninguna reaccién sintomatica o
bioquimicamente evidente. De he-
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cho los pacientes pueden responder
de forma diferente a la misma droga
en distintos momentos de su admi-
nistracion. La variabilidad en la inte-
raccion con otras drogas asi como la
variacién interindividual de los pa-
cientes se vuelve algo importante a
tener en cuenta para saber el efecto
que va a producir la administracion
de la misma (Hift et al., 2011).

Mas de la mitad de las drogas co-
munmente prescriptas son metabo-
lizadas en el higado por el sistema
de oxidasas de funciéon mixta, de
las cuales los CYP son los miembros
mas importantes. Las drogas que
pueden considerarse de riesgo frente
a la posibilidad de desencadenar un
cuadro porfirico presentan ciertas
propiedades tanto quimicas como
mecanisticas, generalmente en rela-
cién a su interaccion con los CYPs.
A pH fisiolégico, la lipofilicidad del
xenobidtico favorece el metabolis-
mo oxidativo, por lo cual aquellas
sustancias hidrofébicas se asocia-
rian con una afinidad mayor a las
isoenzimas CYP. Dependiendo de
la capacidad de la droga de induc-
cién (o destruccion) de los CYP, que
contienen hemo, muchos farmacos
lipofilicos son considerados poten-
cialmente porfirinogénicos (Thunell
etal., 2007).

La exposicion a drogas porfirino-
génicas produce un incremento en la
transcripcion del gen de ALA-ST en
repuesta a un mayor requerimiento
de hemo para la sintesis de CYP. En
un sujeto normal, el resultado es un
aumento en la produccién de pre-
cursores y porfirinas que alimentan
el camino biosintético de produc-
cién del hemo. En un paciente que
lleva predisposicion genética a una
porfiria aguda, la enzima defectuo-
sa puede volverse limitante, lo que
resulta en la acumulacién de porfiri-
nas y sus precursores propiciando el
ataque agudo.

Se ha reportado que el ALA-
S, contiene en su gen secuencias
para “xenosensores” que producen
induccion de su actividad a nivel
transcripcional de manera directa, a
través de receptores nucleares huér-
fanos, que difieren en su afinidad al
ligando y en los mecanismos me-
diante los cuales ejercen sus efectos
(Podvinec et al.,, 2004). Paralela-
mente las drogas que producen este
efecto inducirian los CYP para su
metabolizacion.

En humanos, CAR y PXR median
mas del 50% de la mayoria de las
transcripciones inducidas por xe-
nobidticos de CYP. Algunas pocas
drogas son ligando del receptor de
hidrocarburos aromaéticos (Ahr), el
cual es prioritariamente activado por
hidrocarburos policiclicos o de la
familia de los receptores nucleares
denominados “receptores activado-
res del proliferador de peroxisomas”
(PPARs) (Podvinec et al., 2004; Thu-
nell et al., 2007).

Si bien se han postulado dife-
rentes abordajes para estimacién y
prediccion de la capacidad porfiri-
nogénica de drogas (Thunell et al.,
2007; Hift et al., 2011) resulta im-
prescindible sefialar su caracter pre-
dictivo. La ausencia o deficiencia
en cantidad de datos basicos, para
algunas drogas hace que aparezcan
sefialadas en las listas de indicacién
como “probable” y “posiblemente”
segura o insegura.

B PORFIRIAS TOXICAS.

Las porfirias toxicas se generan
por la exposiciébn a xenobidticos
que inducen a nivel metabdlico
una situacion de acumulacion de
precursores del hemo, como la que
ocurre en las porfirias que presentan
una base genética.

La porfiria téxica generada en
animales de experimentacion con el

fin de estudiar la enfermedad se de-
nomina porfiria experimental.

® ANTECEDENTES DE PORFIRIAS
ADQUIRIDAS.

El concepto de induccién quimi-
ca de la porfiria se originé a partir de
1889, cuando se comenzd a utilizar
el sulfonal, trional y tetronal como
sedantes, farmacos que presentan
alto grado de porfirinogenicidad.
Ello provocé un brote masivo de
porfiria aguda, enfermedad hasta en-
tonces desconocida. Posteriormente
se desencadenaron miiltiples casos
semejantes y aln fatales de la enfer-
medad debido a la administracién
de barbittricos y dosis elevadas del
farmaco Sedormid, casos en los que
las personas expuestas desarrollaron
porfiria si bien no tenian necesaria-
mente predisposicion genética a la
enfermedad.

En Turquia ocurrié un episodio
masivo por el compuesto organo-
clorado hexaclorobenceno (HCB)
que indujo cuatro mil casos de PCT
por ingestion de pan realizado con
harina de semillas que habian sido
expuestas a este fungicida antes de
ser sembradas. Mas de cuatro mil in-
dividuos desarrollaron sintomas si-
milares a los de una PCT que fueron
reportados entre 1956 a 1961.

Durante los afios 70 ocurrieron
episodios en Estados Unidos (Michi-
gan) y en Japén, provocados por bi-
fenilos polihalogenados que condu-
jeron a un cuadro porfirico de PCT
en los sujetos expuestos, no siendo
estas situaciones de la misma gra-
vedad que el episodio ocurrido en
Turquia con anterioridad. Cuadros
semejantes se observaron en Seve-
so, ltalia, en 1976, por la exposi-
cién a la nube téxica de la dioxina
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD,).

También se ha reportado una ex-
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posicién a HCB ocurrida en Espana,
donde personas de una poblacién
en contacto con organoclorados de-
bido a la vecindad de una fabrica de
dichos compuestos, mostraron altos
niveles del xenobidtico en suero, si
bien no se Ilego en este caso a desa-
rrollar una PCT definida (San Martin
etal.,, 1977; Cochon et al., 2005).

B PORFIRIAS EXPERIMENTALES:
MODELOS ANIMALES.

El empleo de drogas para generar
estos modelos animales ha permitido
profundizar el estudio experimental
de enfermedades, tales como la dia-
betes y otros disturbios metabdlicos.
La administracion de drogas puede
modelar en animales, porfirias hepa-
ticas (De Matteis, 1978; Hift et al.,
2011). Asi, se han modelado con di-
versas drogas distintos tipos de por-
firias agudas y crénicas en animales
utilizando agentes quimicos como
el HCB, 2-alil-2-isopropilacetamida
(AlA), 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihi-
drocolidina (DDC) y la griseofulvi-
na que mimetizan diversos tipos de
porfirias agudas (Hift et al., 2011).

Los compuestos porfirinogénicos
estimulan la actividad de ALA-S al
disminuir la cantidad de hemo libre
que puede ejercer la represién de di-
cha enzima. Esta disminucién pue-
de deberse a la inhibicion de alguna
otra enzima involucrada en la for-
macién del hemo y/o a un aumento
de los requerimientos del mismo por
parte de la célula. Esta deplecién
del pool de hemo puede deberse
a la induccién de la sintesis de he-
moproteinas como, por ejemplo, de
CYP en el higado o a un aumento
en la velocidad de degradacién del
hemo. Los quimicos inductores de la
sintesis del hemo en el higado gene-
ralmente no producen aumento de
la produccién de hemo en células
eritroides (Ponka, 1997).

La mayor parte del conocimiento

actual en porfirias proviene de estu-
dios realizados en modelos en los
que se genera un fenotipo porfirico
quimicamente inducido, lo que per-
miti6 testear la porfirinogenicidad
de drogas tanto in vivo como in vitro.
Las listas de drogas seguras para pa-
cientes porfiricos estdn fuertemente
influenciadas por estos resultados.

A lo largo del tiempo se han uti-
lizado diversas drogas para modelar
la porfiria. Fueron descriptos mo-
delos con diversos barbitiricos que
inducfan la enzima ALA-S en unas
pocas horas a partir de su adminis-
tracion, también se sugirié que la
intoxicacién de ratas con DDC po-
dia producir un modelo de porfiria
adecuado y de hecho permitieron
la generacién de las primeras listas
de seguridad de drogas (Hift et al.
2011). En estos modelos se observé
acumulacion de ALA y PBG en higa-
do y orina o aumento de ALA-S he-
patica como parametros indicadores
de porfiria (De Matteis, 1978).

En nuestro laboratorio se dise-
6 experimentalmente el modelo
de HCB en ratas, bioquimicamente
similar a la PCT, se estudié el me-
canismo de la porfirinogenicidad in
vivo del téxico explicando su efecto
sobre la enzima Uro-D, también se
emple6 este modelo para estudiar
aspectos del metabolismo de lipi-
dos y de los hidratos de carbono asf
como de su regulacion hormonal en
relacién con la porfiria desarrollada
(San Martin de Viale et al., 1977;
Wainstok de Calmanovici et al.,,
1984; Mazzetti et al., 2004; Cochén
et al., 2005)

Por otra parte hemos desarrolla-
do un modelo de porfiria hepatica
aguda, bioquimicamente similar a
las porfirias agudas humanas, por
la administracién conjunta de AlA
y DDC a ratas, en el que se estudié
el metabolismo de los hidratos de
carbono y su regulacién y los efec-

tos del estrés oxidativo en relacion
con los parametros bioquimicos de
la porfiria modelada. (Lelli et al.,
2005, Matkovic et al., 2011, Faut et
al., 2013).

Recientemente ha comenzado a
utilizarse el oxadiazén, un herbicida
que presenta una estructura de di-
fenil éter que inhibe Proto’gen oxi-
dasa, para probar en ese modelo la
porfirinogenicidad de nuevas drogas
antiepilépticas.

El uso de modelos por suministro
de drogas como antihipertensivos y
psicotropicos en cultivos celulares
de higado de embriones de pollo
también ha sido utilizado para me-
dir la actividad de ALA-S, porfirinas
y concentraciones de hemo libre
(Hift et al. 2011).

B ;CUALES SON LOS MECANIS-
MOS DE PORFIRINOGENICIDAD?

A continuacion se describen los
mecanismos por los cuales las dro-
gas pueden desencadenar un cuadro
porfirico.

Inactivacion de CYP

Varios xenobiéticos son metabo-
lizadas por los CYP a intermediarios
reactivos que inhiben a los mismos
CYP de forma irreversible o cuasi-
irreversible (Marks et al., 1988; Hift
et al., 2011). Es decir, la droga es
sustrato e inhibidor de la enzima
que lo metaboliza.

La interaccion de la droga con
CYP deriva en la formacién de EROS
que promueven la destruccién del
CYP. El hemo liberado se destruye
metabolizandose como bilirrubi-
na, hierro y CO. Esto resulta en la
reduccion del pool de hemo libre
intracelular el cual, disminuido por
la creciente demanda de hemo para
la sintesis de nuevos CYP, produce
una situacién de deplecién del pool
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de hemo que desreprime el ALA-S
hepdtica, propiciando su induccién
(Thunell et al., 2007; Hift et al.,,
2011). La destruccion y eliminacion
del grupo hemo constituyente de los
CYPs es acompanado asi por la dis-
minucion del pool de hemo regula-
torio del hepatocito, lo que produce
una aceleracién compensatoria de
la sintesis del hemo.

Este mecanismo ha sido descrip-
to para compuestos como secobar-
bital, AIA, isoniazida, progesterona,
asi como compuestos del tipo de las
dihidropiridinas y dihidroquinolo-
nas

Se describe en particular el me-
canismo de las dihidropiridinas,
dentro de las cuales se encuentra
el DDC. Se ha reportado que la ad-
ministracion de 3,5-dietoxicarbo-
nil-1,4 dihidro-2,4,6-trimetilpiridina
o 3,5-dietoxicarbonil 1,4-dihidroco-
lidina (DDC) produce un aumento
de la actividad de ALA-S y la acumu-
lacién de protoporfirina IX por inhi-
bicién de la enzima ferroquelatasa.
Esta disminucién de la actividad de
la enzima no fue observada en estu-
dios in vitro, debido a que la accién
inhibitoria del DDC ocurria a través
del metabolito N-metil protoporfiri-
na IX. Se propuso que la interaccién
del DDC con el hemo del sitio ac-
tivo del CYP era la responsable de
la formacion de este intermediario
(Marks, et al., 1988).

En efecto esa misma N-metil
protoporfirina es la que actda como
poderoso inhibidor a nivel de la fe-
rroquelatasa, la enzima terminal de
su sintesis (Marks et al. 1988). Como
consecuencia, hay induccion de
ALA-S y acumulacién y excrecion
en exceso de protoporfirina, asi
como también de otros precursores
(Marks et al., 1988). Se produce asi,
en animales expuestos a DDC, una
porfiria semejante a la PV.

B INDUCCION MULTIFUNCIO-
NAL.

Algunas sustancias son potentes
inductores de enzimas hepaticas mi-
crosomales, como CYP y glucuronil-
transferasas (Hift et al. 2011). Como
estas actdan en mas de un sistema,
se los denomina inductores multi-
funcionales. Entre esas sustancias
las drogas mejor estudiadas son las
drogas antiepilépticas clasicas como
el FB, fenitoina, carbamazepina y
primidona. Su porfinogenicidad se
explica por la transcripcién masiva
del gen de ALA-ST en conjunto con
la induccion de varias subclases de
CYP (Thunell et al. 2007). También
enzimas que forman parte de cami-
nos metabdlicos fisiol6gicos, como
Acil-CoA oxidasa, Dopa-decarboxi-
lasa y glutation-S-transferasas se ve-
rian inducidas con FB (Hamadeh et
al. 2002)

E INHIBICION DE UROPORFI-
RINOGENO DESCARBOXILASA
(URO-D)

fluorfen, oxadiazén y fomesafen son
inhibidores competitivos de Proto-
Ox, la enzima cuya actividad se ve
disminuida en la porfiria variegata
(Hift et al. 2011)

B ACCION DE METALES PESADOS.

ALA-D es una enzima que con-
tiene grupos sulfhidrilo y requiere
de iones zinc para su actividad. Va-
rios metales como el mercurio y el
plomo modifican su actividad ya sea
por oxidacién de sus grupos sulfhi-
drilo o compitiendo con el zinc por
su incorporacion.

La ferroquelatasa, enzima que
se encarga de insertar el hierro en
la molécula de protoporfirina IX,
puede unirse con otros metales diva-
lentes como zinc y niquel, mientras
que plomo, manganeso, mercurio y
cadmio la inhiben competitivamen-
te (Hift et al. 2011).

B OTROS MODELOS UTILIZADOS
PARA MODELAR PORFIRIAS.

Para explicar el mecanismo por
el cual el HCB vy otros polihaloge-
nuros aromaticos (incluyendo las
dioxinas) inhiben la enzima Uro-D
se sugiere que estos son ligandos del
receptor Ahr que se plantea tendria
un rol fundamental en este mecanis-
mo. CYPTA2 es un producto génico
regulado por este receptor que pare-
ce jugar un papel central en el de-
sarrollo de la uroporfiria en ratones
(Marks et al., 1988; Hiftetal., 2011).
En algunos modelos en roedores, la
sobrecarga de hierro es necesaria
para producir uroporfiria sugirien-
do su parecido al modelo humano
(Smith y Elder, 2010).

B INHIBICION COMPETITIVA DE
PROPORFIRINOGENO OXIDASA
(PROTO-0OX).

Un numero de agentes herbici-
das que incluyen el acifluorfen, oxi-

Algunos investigadores han uti-
lizado cepas genéticamente modi-
ficadas en las cuales la porfiria es
reproducida por una manipulacién
puntual en el gen de alguna de las
enzimas de la sintesis del hemo. Un
modelo en ratones que mimetiza
una PAI se produjo por una disrup-
cién parcial del gen que codifica
para PBG deaminasa. Estos ratones
demostraron un aumento en la ac-
tividad de ALA-S1 y la excrecion
urinaria de ALA y PBG aumentadas,
aunque para presentar un aumento
en la induccion de ALA-S debieron
ser ademas intoxicados con FB.

Si bien estos modelos mimetizan
correctamente a una porfiria, resultd
necesaria la estimulacién con FB o
alguna droga porfirinogénica para
que la porfiria se exprese bioquimi-
camente, como suele ocurrir con los
pacientes portadores de alguna mu-
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tacion génica sobre la ruta de sin-
tesis del hemo. Esto demuestra que
presentar propensiéon genética de
la enfermedad no es suficiente para
explicar el desencadenamiento del
ataque agudo (Hift et al. 2011).

Si bien se pensé que estos mode-
los donde se emplean ratones knock
out iban a introducir avances en lo
que respecta a la evaluacién de la
porfirinogenicidad de farmacos, se
ha considerado que los mismos no
pueden brindar mayor informacién
que los modelos por induccién qui-
mica debido a que la variabilidad
inter-especie e inter-individual sigue
sin ser explicada en estos modelos.

Las porfirias experimentales ge-
neradas en roedores permiten el es-
tudio de los mecanismos, la fisiopa-
tologia y rasgos tanto clinicos como
bioquimicos de estas enfermedades,
permitiendo dilucidar variables me-
tabdlicas que puedan alterar el de-
sarrollo de la sintomatologia y lograr
tratamientos mas efectivos para estas
patologias.

B ABREVIATURAS.

Ahr, receptor de hidrocarburos
aromaticos; AlA, 2-alil-2-isopropi-
lacetamida; ALA, acido 5-aminole-
vulinico; ALA-D 5-aminolevulinico-
dehidrasa; ALA-S, dcido 5- aminole-
vulinico sintasa; ALA-S1, ALA-S N,
5-aminolevulinico sintasal (forma
no especifica o constitutiva); ALA-
S2, ALA-S E, acido 5-aminolevu-
linico sintasa-2 (forma eritroide);
CH, coproporfiria hereditaria; CN-,
cianuro; CO, monoxido de carbo-
no; Copro’gen, coproporfirinoge-
no; CYP, citocromo P450; DDC,
3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocoli-
dina; EROS, especies reactivas del
oxigeno; FB, fenobarbital; GABA,
acido gamma-amino butirico; H,O,,
peroxido de hidrégeno; HCB, hexa-
clorobenceno; HO, hemo oxigena-
sa; NO, mondxido de nitrégeno; O,,

oxigeno molecular; O, , anién su-
peréxido; PAI, porfiria aguda inter-
mitente; PBG, porfibilinégeno; PCE,
porfiria congénita eritropoyética;
PCT, porfiria cuténea tarda; PE, pro-
toporfiria eritropoyética (PE); PGC-
Ta, coactivador trascripcional que
interacciona con los receptores ac-
tivadores del proliferador de peroxi-
somas; PPARs, receptores activado-
res del proliferador de peroxisomas;
Proto’gen, protoporfirinégeno; PV,
porfiria variegata; RE, reticulo endo-
pldsmico; TCDD, 2,3,7,8-tetracloro-
dibenzo-p-dioxina; TDO, Triptéfano
2,3-dioxigenasa; Uro’gen lll, uro-
porfirinégeno llI.

B GLOSARIO

autosémico dominante: uno de los
patrones de herencia clasicos o men-
delianos que se caracteriza por pre-
sentar el fenémeno de dominancia
genética para un determinado alelo
de un gen cuyo locus se encuentra
ubicado en alguno de los cromoso-
mas no determinantes del sexo. Es
decir, que por este mecanismo una
determinada caracteristica hereda-
ble se transmite en una forma que
puede ser predicha sin tener en con-
sideracion el sexo del descendiente.
Ademas para que esta caracteristica
heredable se exprese basta con que
el descendiente reciba el gen de uno
solo de sus progenitores.

autosémico recesivo: uno de los pa-
trones de herencia cldsicos o men-
delianos y se caracteriza por no pre-
sentar el fenémeno de dominancia
genética. En este patrén de herencia
el fenotipo que caracteriza al alelo
recesivo se encuentra codificado un
gen cuyo locus se encuentra ubica-
do en alguno de los cromosomas no
determinantes del sexo. Este alelo
recesivo no se manifiesta si se en-
cuentra acompanado por un alelo
dominante. Es decir, que por este
mecanismo una determinada carac-
teristica heredable se transmite en

una forma que puede ser predicha
sin tener en consideracion el sexo
del descendiente. Ademas para que
esta caracteristica heredable se ex-
prese es necesario que el descen-
diente reciba el gen de ambos pro-
genitores.

catalasa: enzima perteneciente a la
categoria de las oxidorreductasas
que cataliza la descomposicion del
peréxido de hidrégeno (H,O,) en
oxigeno y agua.

citocromo P450: enorme y diversa
superfamilia de hemoproteinas en-
contradas en bacterias, archaea y
eucariotas. Las proteinas del citocro-
mo P450 usan un amplio rango de
compuestos exdgenos y enddgenos
como sustratos de sus reacciones
enzimaticas.

coactivador trascripcional que in-
teracciona con los receptores acti-
vadores del proliferador de peroxi-
somas (PGC-1a): regulador de la
biogénesis mitocondrial y del meta-
bolismo oxidativo. Interacciona con
los receptores llamados Activado-
res del Proliferador de Peroxisomas
(PPAR).

cromosoma X: uno de los cromo-
somas sexuales, del ser humano y
otros mamiferos, este cromosoma
esta presente tanto en individuos
hembras como machos. En los seres
humanos esta situado en el llama-
do par 23. Cuando en el par 23 se
da XX el sexo del individuo es cro-
mosémicamente llamado hembra.
En caso de que sea XY el sexo del
individuo serd cromosémicamente
macho.

endocitosis mediada por receptor:
forma de endocitosis, que difiere
de la fagocitosis o la pinocitosis en
varios aspectos: 1. permite a las cé-
[ulas tomar macromoléculas especi-
ficas [lamadas ligandos, tales como
proteinas que ligan la insulina (una
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hormona), transferrina (una proteina
que se liga al hierro) o portadores
de colesterol y lipoproteinas de baja
densidad y 2. requiere de recepto-
res de membrana especificos, para
reconocer un ligando particular y
unirse a él.

enhancer ('potenciador') o ampli-
ficador: en genética, corta region
del ADN eucariota que puede unirse
con proteinas (factores de transcrip-
cién) para aumentar los niveles de
transcripcion de genes en un grupo
de genes. Un enhancer no tiene por
qué estar localizado cerca de los ge-
nes sobre los que actla, ni siquiera
en el mismo cromosoma.

eritropoyetina: hormona que esti-
mula la formacién de eritrocitos y
es el principal agente estimulador
de la eritropoyesis natural. En los
seres humanos, es producida princi-
palmente por el rindn en las células
intersticiales peritubulares, células
mesangiales (del 85 al 90 %), el res-
to en el higado y gldndulas salivales
(del 10 al 15 %).

especies reactivas del oxigeno (EROs
o ROS por reactive oxygen species):
incluyen iones de oxigeno, radicales
libres y peréxidos tanto inorganicos
como organicos. Son generalmente
moléculas muy pequefias altamente
reactivas debido a la presencia de
una capa de electrones de valencia
no apareada. Estas especies se for-
man de manera natural como sub-
producto del metabolismo normal
del oxigeno y tienen un importante
papel en la sefializacion celular. Sin
embargo, en épocas de estrés am-
biental sus niveles pueden aumentar
en gran manera, lo cual puede re-
sultar en danos significativos a las
estructuras celulares. Esto lleva en
una situacién conocida como estrés
oxidativo.

grupo prostético: componente no
aminoacidico que forma parte de

la estructura de algunas proteinas
y que se halla fuertemente unido al
resto de la molécula.

guanilato ciclasa: (también conoci-
da como guanil ciclasa) cataliza la
sintesis de GMPc desde GTP

guanosin  monofosfato  ciclico,
GMPc o GMP ciclico: derivado ci-
clico del nucleétido trifosfato GTP,
generado por mediacién de la en-
zima guanilato ciclasa también co-
nocida como guanil ciclasa e impli-
cado como segundo mensajero en
las rutas de transduccién de la sefal
celular.

heterocigosis: condicién de hetero-
cigota. Heterocigota es, en genética,
un individuo diploide que para un
gen dado, tiene en cada uno de los
cromosomas homologos un alelo en
el mismo locus (se expresa, por €j.:
Aa), que posee dos formas diferentes
de un gen en particular; cada una
heredada de cada uno de los proge-
nitores.

homocigosis: condicién de homo-
cigota. Homocigota es, en genética
un individuo diploide que para un
gen dado, tiene en cada uno de los
cromosomas homoélogos un alelo en
el mismo locus que posee formas
iguales de un gen en particular. Para
nombrarlos se utilizan letras mayus-
culas y minusculas; asi se dice que
AA es Homocigota Dominante y aa
es Homocigota Recesivo.

hormona esteroide: es un esteroide
que actda como una hormona. Las
hormonas esteroides pueden ser
agrupadas en cinco grupos segun el
receptor al que se unen: glucocorti-
coides, mineralocorticoides, andro-
genos, estrogenos y progestagenos.

isoenzimas o isozimas: son enzimas
que difieren en la secuencia de ami-
noacidos, pero que catalizan la mis-
ma reaccioén quimica.

mieloperoxidasa: enzima presente
en los neutréfilos y monocitos. Es
responsable de la actividad micro-
bicida contra un amplio espectro de
organismos. Cataliza la produccién
acidos hipohalogenosos, principal-
mente acido hipocloroso, y otros
intermedios toxicos que aumentan
poderosamente la actividad micro-
bicida (Cl- + H,0, == HOCI + H,0).

monooxigenasas: enzimas que in-
corporan un grupo hidroxilo en
sustratos en muchas rutas metabo-
licas. En esta reaccion, dos dtomos
de oxigeno son reducidos a un gru-
po hidroxilo y a una molécula H,0O
por la oxidacién concomitante de la
NAD(P)H.

oxido nitrico sintasa: (sigla en in-
glés NOS): es una oxidorreductasa
(ya que tiene un dominio oxidasa y
un dominio reductasa) responsable
de la sintesis de 6xido nitrico (ON,
siglas en espanol, y NO, siglas en
inglés ) a partir del atomo terminal
de nitrégeno de la L-arginina en pre-
sencia de NADPH (nicotinamida-
adenin-dinucleétido fosfato reduci-
do) y oxigeno molecular (O,).

peroxidacion lipidica o lipoperoxi-
dacion: hace referencia a la degra-
dacion oxidativa de los lipidos. Es el
proceso a través del cual los radica-
les libres capturan electrones de los
lipidos en las membranas celulares.

raton knockout o ratén KO: ratén
modificado por ingenierfa genética
para que uno o mas de sus genes es-
tén inactivados mediante una técni-
ca llamada gene knockout.

reaccion de Fenton: (llamada asi
por su descubridor en 1894, H.J.H.
Fenton): es la que se produce al ca-
talizar el peréxido de hidrégeno con
metales de transicion, generalmente
hierro, dando como resultado la ge-
neracion de radicales altamente re-
activos del hidroxilo (OH-).
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receptor X de pregnano (PXR): tam-
bién conocido como NR1I2 (de sus
siglas en inglés “nuclear receptor
subfamily 1, group |, member 2”),
factor de transcripcion de la familia
de los receptores nucleares codifica-
do en humanos, cuya funcién prima-
ria consiste en detectar la presencia
de sustancias téxicas o extranas en
la célula y, en respuesta, activar la
expresion de proteinas encargadas
de la detoxificacion y eliminacién
de dichas sustancias.

receptor constitutivo de androstano
(CAR): receptor nuclear que parece
funcionar como sensor de xenobio-
ticos que activan la expresion de las
enzimas del citocromo P450 impli-
cadas en el metabolismo de dichos
xenobiéticos.

reticulo endoplasmico: complejo
sistema de membranas dispuestas
en forma de sacos aplanados y tibu-
los que estan interconectados entre
si compartiendo el mismo espacio
interno.

retroalimentaciéon negativa o regu-
lacién por feedback negativo: tipo
de regulacion enzimética a nivel de
cantidad o actividad de la enzima.
Esta inhibicién se observa cuando el
producto final inhibe la enzima del
primer paso (u otro paso clave) de
esa secuencia.

transferrina: proteina transportadora
especifica del hierro en el plasma.

UTR (del inglés untranslated region
o bien untranslatedtrailer): regiones
no traducidas de los genes. Se ha-
bla generalmente de un 5’-UTR y de
un 3’-UTR, que son las dos partes
no traducidas de cada gen, debido
a que se encuentran colindando el
marco abierto de lectura (u ORF).

Xenobioético: deriva del griego xeno
(‘extrano’) y bio (‘vida’). Se aplica a
los compuestos cuya estructura qui-

mica en la naturaleza es poco fre-
cuente o inexistente debido a que
son compuestos sintetizados por el
hombre en el laboratorio.
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EL MERCURIO COMO
AGENTE INDUCTOR DE
DANO RENAL
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El mercurio es un conocido contaminante ambiental que causa efectos .
deletéreos en la salud humana. Las exposiciones que conducen al
daiio de la salud se originan de muchas fuentes como por ejemplo
la exposicion ocupacional no intencional, la incorporacion al
organismo por medio de las amalgamas dentales, la comida y por su
presencia como agente preservante de vacunas. A fin de desarrollar
mejores estrategias farmacolégicas para el tratamiento de individuos
intoxicados y expuestos, es importante conocer como las diferentes
especies quimicas de este metal llegan y afectan los 6rganos blancos.
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El mercurio se acumula y ocasiona efectos toxicos en cerebro, rifion,
intestino, higado y placenta. En los rifiones la acumulacién de mercurio produce insuficiencia renal aguda. Estudios recientes
han demostrado que la actividad de transportadores de membrana, principalmente de los transportadores de aniones organicos
1y 3 (Oat1 y Oat3) y de la proteina de resistencia a multidrogas 2 (Mrp2) determinan los niveles de acumulacién del mercurio
en rindn. En este articulo se describen también algunos resultados obtenidos en nuestro laboratorio, como por ejemplo los
efectos de la exposicion del mercurio sobre la expresion y funcion de Oat1, Oat3 y Mrp2 en el riidn, las posibles implicancias
de la modulacién de la expresion y funcién de estos transportadores en la farmacoterapéutica de las intoxicaciones con
mercurio y la validacion de la excrecion urinaria del transportador de aniones organicos 5 (Oat5) como biomarcador temprano
de la nefrotoxicidad inducida por mercurio.

Mercury is a prominent environmental contaminant that causes detrimental effects to human health. The exposure leading to
health hazards are originated from many sources including: unintentional occupational exposure, body incorporation of Hg as
an ingredient in amalgam fillings, food and as a preservative in vaccines. In order to develop better pharmacological strategies
for the treatment of intoxicated and exposed people, it is relevant to understand how the diverse chemical species of this
metal arrive and affect the target organs. Mercury accumulates in brain, kidney, intestine, liver and placenta producing toxic
effects. In the kidneys, mercury accumulation produces acute kidney injury. Recent studies have demonstrated that the activity
of membrane transporters, mainly organic anion transporters 1 and 3 (Oat1 and Oat3) and the multidrug resistance protein 2
(Mrp2), determines the accumulation levels of mercury in the kidney. In this article are also described some results obtained
in our laboratory, such as the effects of acute mercury exposition on the expression and function of Oat1, Oat3 and Mrp2 in
the kidney, the possible implications of the modulation in the expression and function of these transporters in the pharmaco
therapeutics of mercuric intoxications and the validation of urinary excretion of the organic anion transporter 5 (Oat5) as an
early biomarker of mercury induced nephrotoxicity.

B FUENTES Y ESPECIES QUIMICAS
DE MERCURIO.

El mercurio es un metal pesado
que ha sido usado con fines médi-
cos y comerciales durante siglos.
Este metal causa efectos deletéreos
para la salud humana, es ubicuo en
el medio ambiente global de donde
nunca desaparece asegurando que
la contaminacién del presente sera
un problema para las futuras genera-
ciones. Este metal deriva de fuentes

naturales (erupciones volcéanicas y
erosiones de minerales que contie-
nen mercurio) y de fuentes antropo-
génicas como los procesos indus-
triales. El mercurio se emplea para la
fabricacién de ldmparas, terméme-
tros, barémetros, amalgamas denta-
les, baterias, etc. Su uso en pinturas,
pesticidas, conservadores de semi-
[las, cosméticos y vacunas ha sido
restringido s6lo en algunos paises.
La centrales térmicas de carbon y
los pequefios emprendimientos mi-

neros dedicados a la extraccion de
oro con mercurio en Latinoamérica
son también importantes fuentes
contaminantes de mercurio (Clark-
son y Cols, 2003; Counter y Bucha-
nan, 2004, Zalups, 2000). La extrac-
cién de oro con mercurio y posterior
calentamiento de la amalgama para
eliminar el mercurio es una técnica
que aun se usa en algunos paises no
desarrollados.

En nuestro pais se han identifi-



El mercurio como agente inductor de dafo renal

59

cado diferentes niveles de contami-
nacién con mercurio en comparti-
mientos abidticos (sedimentos de
superficie, particulas en suspension)
y bioldgicos (peces, cangrejos, li-
quenes y algas), en la laguna de Mar
Chiquita, en el estuario de Bahia
Blanca, en el estuario del Rio de La
Plata y en el alto valle del Rio Negro
(Arribére y Cols, 2003; Marcovec-
chio, 2004; De Marco y Cols, 2006).

Como consecuencia de que el
riesgo de exposicion de los seres
humanos al mercurio se incrementa,
resulta de relevancia para los investi-
gadores conocer como las varias for-
mas quimicas de este metal llegan y
afectan los tejidos y érganos blancos
de manera de que se puedan desa-
rrollar estrategias farmacolégicas
mas eficaces para el tratamiento de

individuos intoxicados o expuestos.

El mercurio (Hg) existe en tres
especies: mercurio elemental (mer-
curio metalico, Hg®), compuestos de
mercurio inorganico (principalmen-
te cloruro mercdrico, HgCl,) y com-
puestos de mercurio organico (prin-
cipalmente metilmercurio, CH,Hg*
y etilmercurio, CH,CH,Hg").

La contaminacién de la pobla-
cién con Hg® se produce fundamen-
talmente por su presencia en termo-
metros, en amalgamas dentales, en
cosméticos, en rituales de algunas
sectas religiosas y en conmutadores
de mercurio presentes en zapatillas
luminosas para nifios (Clarkson y
Cols, 2003; Counter y Buchanan,
2004) (Ver Figura 1).

Las sales mercuricas tienen adn
muy diversas aplicaciones en la in-
dustria y la descarga de residuos
industriales en rios ha introducido
al mercurio en el entorno de diver-
sas zonas del mundo. El pescado y
los mamiferos marinos constituyen
la principal fuente de CH,Hg*. El
CH, CH, Hg* en la forma de timero-
sal ha sido usado como antiséptico
tépico y su empleo como agente
preservante en vacunas dadas ruti-
nariamente a nifos adn se emplea
en algunos paises (Clarkson y Cols,
2003; Counter y Buchanan, 2004,
Zalups, 2000).

B FARMACOCINETICA DEL MER-
CURIO.

El Hg® , CH,Hg"y CH,CH,Hg"
ocasionan toxicidad a nivel de siste-

Figura 1. Fuentes de contaminacién con mercurio elemental.
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ma nervioso central y se convierten
en el organismo total o parcialmente
a la forma inorganica la cual es alta-
mente nefrotéxica (Clarkson y Cols,
2003; Counter y Buchanan, 2004,
Zalups, 2000).

Los vapores de mercurio (Hg°)
inhalados se absorben casi comple-
tamente en los pulmones, donde se
oxidan hasta dar catién mercurico
divalente. Una cantidad importante
de vapores penetran en el encéfalo
antes de oxidarse. Las sales merci-
ricas inorganicas solubles llegan a la
circulacion sanguinea luego de ser
ingeridas. La mayor concentracién
de Hg?* se observa en los rifiones,
donde se retiene por mas tiempo
que en otros tejidos. El Hg?* no atra-
viesa facilmente ni la placenta ni la
barrera hematoencefalica. Se elimi-
na por materia fecal y por orina con
un tiempo de vida medio de apro-
ximadamente sesenta dias (Counter
y Buchanan, 2004, Zalups, 2000,
Klassen, 2003). Los compuestos or-
gdnicos de mercurio como CH,Hg*
y CH,CH,Hg" presentan una mayor
absorcion en el tubo digestivo que
las sales inorganicas, cruzan la ba-
rrera hematoencefélica y la placen-
ta. EI CH,CH,Hg" es velozmente
metabolizado a mercurio inorgani-
co. El CH,Hg*se conjuga principal-
mente con glutatién en higado, se
secreta por bilis y se excreta en he-
ces, y solamente el 10 % de la dosis
se elimina por orina. Una parte del
metilmercurio se desmetila a Hg*".
Presenta una vida media que oscila
entre cuarenta y ciento cinco dias
(Counter y Buchanan, 2004, Zalups,
2000, Klassen, 2003).

A consecuencia de que exis-
te una alta afinidad entre los iones
mercuricos y los grupos sulfidrilos
reducidos, los conjugados mercu-
ricos con albimina, L-cisteina, ho-
mocisteina y glutation son las for-
mas biolégicamente importantes del
Hg?* en circulacién (Zalups, 2000).

Tanto las formas organicas como
inorganicas del mercurio se captan,
acumulan y expresan su toxicidad a
nivel renal. Se acumulan en la cor-
teza renal y en la zona externa de la
médula externa, principalmente a lo
largo de los tres segmentos del tdbu-
lo proximal (Zalups, 2000).

B NEFROPATIAS OCASIONADAS
POR AGENTES TOXICOS.

La alteracién funcional o morfo-
[6gica del rifién ocasionada por un
farmaco, una sustancia quimica o
un agente biolégico que haya sido
ingerido, inyectado, inhalado o ab-
sorbido se denomina nefropatia t6-
xica (Brady y Cols, 1996; Green y
Cols, 2000; Walker, 2000).

Entre los agentes mdas comunes
que pueden ocasionar nefrotoxici-
dad se pueden mencionar: metales
pesados (mercurio, plomo, cadmio,
uranio, oro, cobre, arsénico, hierro),
farmacos (antibidticos, analgésicos,
antivirales, inmunosupresores, an-
tineopldsicos), compuestos usados
con fines diagnosticos (yoduro sé-
dico, todos los agentes yodados de
contraste), agentes biologicos (afla-
toxinas, venenos de serpientes y ara-
fias), herbicidas y pesticidas (para-
quat, dioxina, lindano) y disolventes
(metanol, dietilenglicol, tetracloruro
de carbono).

La concentracién de una droga
y/o sus metabolitos en el interior
de las células renales tiene un rol
critico en el desarrollo de nefro-
toxicidad. La heterogeneidad de la
funcién celular renal y del metabo-
lismo son factores importantes en la
generacion de toxicidad renal. La
concentracién de una droga y/o sus
metabolitos serd modificada por la
reabsorcion y secrecién tubular de
la misma y también por la distribu-
cién renal de enzimas especificas
para el metabolismo de drogas y/o
sus metabolitos (Brady y Cols, 1996;
Green y Cols, 2000; Walker, 2000).

El nefron es la unidad funcional
del parénquima renal. En el ser hu-
mano cada rifién contiene alrededor
de 1.000.000 a 2.000.000 de nefro-
nes. La estructura del nefrén es com-
pleja, se compone de un corpisculo
renal en comunicacién con un tibu-
lo renal. El corpisculo renal de Mal-
pighi es una estructura esferoidal,
constituida por la capsula de Bow-
man y el ovillo capilar contenido en
su interior el glomérulo. En la Figura
2 se pueden observar las diferentes
partes que forman un nefrén.

El grado de nefrotoxicidad serd
dependiente de la duracién de la
exposicion a la cantidad de toxina
que llegue a un segmento particular
del nefrén y de la existencia de me-
canismos de captacién celular que
faciliten la acumulacién intracelu-
lar de la toxina. Diferentes grados
de dano estructural pueden ocurrir.
Los cambios pueden ser expresados
desproporcionadamente, al menos
durante un periodo en organelas
especificas (ej. lisosomas durante la
toxicidad a gentamicina). Alternati-
vamente, pueden afectar la topolo-
gia, la complejidad y la polaridad de
la superficie epitelial, sin modificar
la integridad celular. En situaciones
mas severas puede ocurrir disrup-
cién estructural irreversible. La evi-
dencia histolégica del dafo celular
puede aparecer sélo si el dafio toxi-
co excede la capacidad de los me-
canismos celulares para responder
al mismo. La expresion final de la
nefrotoxicidad también dependera
de la disponibilidad de importantes
mecanismos intracelulares para la
reparacion celular y para el mante-
nimiento de la integridad celular.

La concentracién de una droga,
y/o de sus metabolitos puede variar
considerablemente con un patrén
de distribuciéon no homogéneo entre
los distintos compartimientos intra-
renales. A través de la filtracion glo-
merular grandes cantidades de flui-
do y pequefios solutos incluyendo
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Figura 2. A: corte de un rifién, B: esquema de un nefrén donde se pueden apreciar los tres segmentos (S1, S2
y S3) que forman parte del tibulo proximal, C: esquema de los procesos de filtracién, reabsorcién y secrecion

renal.

drogas llegan a la luz del tdbulo re-
nal donde se produce la reabsorcién
a través de las células epiteliales, las
cuales poseen numerosos mecanis-
mos para el transporte de diferentes
solutos/drogas. Esto puede generar
elevados gradientes de concentra-
cién a través de la luz tubular. Por
ejemplo, cuando la velocidad de
reabsorcion de agua excede la ve-
locidad de reabsorcién de la droga
en el nefrén, se incrementard en el
lumen la concentracién de la droga.
En forma similar la reabsorcién o se-
crecién tubular activa en el nefrén
modificara la concentracién luminal
del agente. La concentracién inicial
en el fluido tubular en el espacio de
Bowman es equivalente a la con-
centracién de la droga en plasma
que no esta unida a proteinas y la
concentracion final de la droga en

el fluido tubular es equivalente a
la concentracién en la vejiga, asu-
miendo que no hay metabolismo
por el epitelio de la vejiga o por po-
sibles patégenos urinarios. Entre es-
tos dos puntos, la concentracion de
la droga puede variar en varios 6r-
denes de magnitud, dependiendo de
la solubilidad en lipidos de la droga,
su coeficiente de disociacion, el pH
urinario, la reabsorcion y secrecién
tubular de la droga, el manejo tubu-
lar de agua, la velocidad de flujo uri-
nario y la presencia de compuestos
andlogos que podrian competir por
el transporte tubular (Walker, 2000).

El nefrén es muy complejo y he-
terogéneo desde el punto de vista
morfolégico, bioquimico y fisiol6-
gico. Existe una excelente correla-
cién entre los atributos funcionales

y morfolégicos de cada segmento
del nefrén y el potencial desarro-
llo de nefrotoxicidad. Esto se pone
en evidencia en el tdbulo proximal
donde tiene lugar la mayor propor-
cién de daio asociado a drogas. Los
dos primeros segmentos (ST y S2)
del tdbulo proximal se caracterizan
por membranas con ribete en cepi-
llo en el dominio luminal, un siste-
ma fagolisosomal altamente desa-
rrollado, un gran aparato endocitico
con numerosas vesiculas apicales y
mitocondrias asociadas con la mem-
brana basolateral. Funcionalmente
esta regién se asocia con una eleva-
da reabsorcion de fluidos y solutos
acoplada a un gradiente osmético
generado por el transporte activo de
sodio a través de la membrana ba-
solateral mediante la sodio-potasio
ATPasa y con la captacion tubular y
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el metabolismo de proteinas a través
de los sistemas endociticos y fago-
lisosomales. El segmento final S3
del tdbulo proximal se localiza en
la franja mas externa de la médula
externa. Las células se caracterizan
por un sistema fagolisosomal y en-
docitico menos desarrollado pero
contienen una mayor proporcion
de reticulo endoplasmico liso y pe-
roxisomas. Dentro de estas células
se localizan predominantemente las
oxidasas de funcién mixta. Estas en-
zimas pueden tener un rol relevan-
te en la activacion metabdlica y en
la generacion de nefrotoxicidad de
ciertas drogas (Walker, 2000).

B EL MERCURIO COMO AGENTE
NEFROTOXICO.

Si bien todas las especies de
mercurio ocasionan dafio renal, las
especies inorganicas son las que po-
seen mayor relevancia nefrotoxica.
Por el contrario, se necesitan eleva-
das dosis y mdltiples exposiciones
de compuestos orgénicos de mercu-
rio para producir insuficiencia renal.

La alteracién renal generada por
mercurio inorganico se evidencia
por lo general durante las 24 h si-
guientes a la exposicion y es posible
reproducirlo en ratas de laboratorio.
El segmento S3 del tdbulo proximal
es la parte del nefron mas sensible
a los efectos toxicos tanto de las es-
pecies orgdnicas como inorgdnicas
del mercurio. Los efectos téxicos
del mercurio en el rifdén se ponen
en evidencia muy rapidamente. Lue-
go de 1 h de exposicion a una dosis
muy alta de HgCl, (100 mg/kg) se
han observado cambios degenerati-
vos a lo largo del tdbulo proximal. A
dosis mas bajas de mercurio inorga-
nico (1-5 mg/kg) no se han descrito
cambios patoldégicos en el microsco-
pio 6ptico hasta pasadas las 6 h de
exposicion. A nivel de microscopia
electrénica se observan alteraciones
luego de 3 h de tratamiento con 4
mg/kg s.c. de HgCl,. Se ha descrito

dafo mitocondrial, dilatacién de las
cisternas del reticulo endopldsmico
rugoso y pérdida de ribosomas. A
dosis nefrotéxicas la necrosis celular
es evidente a lo largo del segmen-
te S3 del tdbulo proximal tanto con
microscopio 6ptico como electréni-
co luego de 12 h de exposicion. Si
la exposicion a dosis nefrotéxicas de
mercurio inorganico no es fatal, el
epitelio del tdbulo proximal por lo
general sufre un proceso de regene-
racion completa durante las dos se-
manas posteriores a la induccién de
la patologia tubular (Zalups, 2000).

La insuficiencia renal aguda pro-
ducida por exposicion a HgCl, se ca-
racteriza por marcada vasoconstric-
cion, disminucién en la velocidad
de filtracion glomerular y colapso
tubular con importantes modifica-
ciones funcionales y estructurales
de los tibulos. Numerosos estudios
en animales experimentales trata-
dos con dosis nefrotdxicas de mer-
curio han descrito modificaciones
de la integridad de las membranas
plasmaticas (pérdida del ribete en
cepillo de las membranas apica-
les y fragmentacion, pérdida de las
invaginaciones de las membranas
basolaterales) en forma simultinea
con la inhibicién de proteinas trans-
portadoras, lo que podria explicar
las alteraciones en las funciones de
reabsorcion y secrecion del tabulo
proximal (Herak-Kramberger y Sa-
bolic, 2001; Aleo y cols, 2005; Pelis
y cols, 2007).

La captacion de Hg?* por las cé-
lulas epiteliales del tdbulo proximal
es mediada por proteinas transporta-
doras presentes en membranas plas-
maticas apicales y basolaterales (Za-
lups, 2000). Algunos estudios han
sugerido que las proteinas de mem-
brana involucradas en el transporte
de especies mercdricas tendrian un
rol regulador en la expresién de los
efectos toxicos del mercurio (Zalups,
2000; Torres y Cols, 2011; Hazelhoff
y Cols, 2012).

El mercurio que llega a la luz
del tdbulo renal proveniente de la
filtracién glomerular es captado en
la membrana luminal por sistemas
transportadores de aminoacidos
(ASC, LAT, bo) y de péptidos. En la
membrana basolateral la captacién
de las diferentes especies de mercu-
rio es mediada por los transportado-
res de aniones organicos 1y 3 (Oat1
y Oat3) (Zalups y Cols, 2004; Lash y
Cols, 2005; Zalups y Ahmad, 20053;
2005b). Se ha descrito ademas que
el mercurio conjugado con glutatién
dentro de la célula renal puede ser
secretado a la luz tubular mediante
la intervencién de la proteina de re-
sistencia a multidrogas 2 (“multidrug
transporter protein 2”, Mrp2) (Aleo y
Cols, 2005). El mercurio que circula
unido a proteinas también puede in-
gresar a la célula renal mediante un
mecanismo de endocitosis. En la Fi-
gura 3 se puede observar un esque-
ma con los principales mecanismos
de captacion y secrecién del mercu-
rio en la célula renal.

B PERSPECTIVAS PARA EL TRATA-
MIENTO Y DIAGNOSTICO DE LA
NEFROTOXICIDAD INDUCIDA
POR MERCURIO-ALGUNOS ESTU-
DIOS REALIZADOS EN NUESTRO
LABORATORIO.

En nuestro laboratorio se han
realizado estudios empleando ra-
tas Wistar macho adultas tratadas
con una Unica dosis nefrotéxica de
HgCl, (5 mg/kg p.c.) 18 h antes de
los experimentos. Para la realiza-
cién de estos estudios se emplearon
técnicas de uso corriente en nues-
tro laboratorio (Villar y Cols, 2005;
Brandoni y Cols, 2006 2006b; Di
Giusto y Cols 2009a). Estudios histo-
[6gicos demostraron que los rifones
de estos animales presentaban algu-
nos tibulos con células vacuoladas,
con pérdida de membranas apica-
les, disrupcion de membranas basa-
les y necrosis segtin lo previamente
descrito en este modelo experimen-
tal (Nava y Cols, 2000; Stacchiotti
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Figura 3. Mecanismos de captacion y secrecion de diferentes especies de mercurio en la célula del tdbulo pro-

Oat1: proteina transportadora de aniones orgdnicos 1; Oat3: proteina transportadora de aniones orgdnicos 3;
Oat5: proteina transportadora de aniones orgdnicos 5

Mrp2: proteina de resistencia a multidrogas 2

ASC, LAT,bo,+: proteinas transportadoras de aminoacidos
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y Cols, 2006). Mediante analisis de
Western blotting y de inmunohisto-
quimica observamos que las ratas
expuestas a HgCl, presentaban una
disminucién en la expresion de los
transportadores renales de aniones
organicos Oat1 y Oat3 a nivel de
membrana basolateral renal. La dis-
minucion en la expresion de estas
proteinas se evidencié también en
los estudios de funcionalidad, obser-
vandose una disminucién en la cap-
taciéon de p-aminohipurato (PAH,
sustrato de Oatl1, Oat3 y Mrp2) en

vesiculas de membranas basolate-
rales y en la depuracion sistémica
de este anion organico (Di Giusto y
Cols 2009b).

Se ha descrito que la intoxica-
cién con mercurio dispara en las cé-
lulas del tdbulo proximal una serie
de mecanismos destinados a favore-
cer la sobrevivencia de las mismas
(Aleo y Cols, 2005; Sabolic, 2006).
Entre ellos se puede mencionar: au-
mento de los niveles intracelulares
de tioles protectores (glutation y me-

talotioneinas) y sobre-expresion de
genes que codifican bombas de eflu-
jo capaces de remover los conjuga-
dos de mercurio con glutation (por
ej. Mrp2). Dado que Oatl y Oat3
median el ingreso del mercurio a
las células del tdbulo proximal, la
disminucion en la expresion de las
mismas podria ser otro mecanismo
de defensa de las células destinado
a protegerlas a si mismas contra la
injuria generada por mercurio.

Ademas, trabajos recientes nos
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han permitido demostrar que OatT
tiene un rol muy importante en el
desarrollo de nefrotoxicidad induci-
da por mercurio. Por un lado hemos
demostrado que ratones “knock out”
para Oatl presentan una amplia
proteccion al dafio renal produci-
do por HgCl, (Torres y Cols, 2011).
Por otro lado, hemos observado que
existe una diferencia ligada al sexo
en ratas Wistar en lo que respecta
al grado de nefrotoxicidad inducida
por mercurio. Las ratas hembras son
mas resistentes a los efectos deleté-
reos del mercurio a nivel renal pro-
bablemente debido a que Oat1 pre-
senta menor expresion en el rifién
de ratas hembras en comparacion
con ratas macho (Cerrutti y Cols,
2002, Hazelhoff y Cols, 2012)

Es habitual emplear quelantes
como dimercaprol (en caso de ex-
posiciones de alto nivel o sujetos
sintomdticos) o penicilamina (ex-
posiciones de bajo nivel o personas
asintomaticas) para tratar la intoxi-
cacién con mercurio inorganico o
elemental (Klassen, 2003).

Los mercuriales organicos de
cadena corta en particular el metil-
mercurio, son las formas mas difici-
les de movilizar desde el organismo,
tal vez por su escasa reactividad con
los quelantes. El dimercaprol esta
contraindicado en la intoxicacion
por metilmercurio porque se ha de-
mostrado que aumenta los niveles
cerebrales de esta sustancia en ani-
males de experimentacién. La peni-
cilamina facilita la eliminacién de
metilmercurio del organismo, pero
no tiene elevada eficacia clinica en
el tratamiento de la intoxicacion por
dicho compuesto (Klassen, 2003).

En los Gltimos anos, se han clo-
nado un elevado ndmero de trans-
portadores y se ha progresado con-
siderablemente en el conocimiento
de las caracteristicas moleculares
de los transportadores individuales.
Resulta ahora claro que algunas de

estas proteinas son responsables del
transporte de farmacos y toxicos
en varios tejidos y que pueden ser
determinantes de las caracteristi-
cas farmacocinéticas de una droga,
como la absorcién, la distribucién
tisular y la eliminacion (Giacomini
y Sugiyama, 2011).

Actualmente se considera rele-
vante al estudio de la expresion, fun-
cién y regulacion de transportadores
de drogas en el disefio y desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas
(Giacomini y Sugiyama, 2011).

La modulacién farmacolégica de
la expresion y/o funcién de Oatl,
Oat3 y Mrp2 podria ser una estrate-
gia terapéutica eficaz para reducir la
nefrotoxicidad del mercurio.

Al respecto se estd estudiando
en nuestro laboratorio el grado de
nefrotoxicidad inducida por una
dosis nefrotoxica de HgCl, en ratas
previamente tratadas con algunas
de las siguientes drogas: rifampicina
(inductor de la expresion de Mrp2),
(Kauffman y Cols, 1998; Nishimura
y Cols, 2006), furosemida (induc-
tor de la expresion de Oat1) (Kim y
Cols, 2003); MK-571 (inhibidor de
la funcion de Mrp2) (Kala y Cols,
2004) y probenecid (principalmente
inhibidor de la funcién de Oat1) (Ta-
naka y Cols, 1992).

La modulacién de la expresién
y/o funcién de Oat1, Mrp2 y de otros
transportadores involucrados en el
transporte de mercurio a nivel renal
podria tener importancia terapéutica
en el tratamiento de la nefrotoxici-
dad inducida por este metal.

Con respecto a las perspecti-
vas diagnésticas de la insuficiencia
renal producida por mercurio, re-
cientemente hemos propuesto a la
excrecién urinaria del transportador
de aniones organicos 5 (Oat5) como
potencial biomarcador temprano de
dafio tubular proximal en insuficien-

cia renal aguda de origen isquémico
(Di Giusto y Cols, 2009) y de origen
nefrotéxico, inducida por cisplatino
(Bulacio y Torres, 2013) e inducida
por mercurio (Di Giusto y Torres,
2010). Oat5 se expresa exclusiva-
mente en membrana apical de las
células del tdbulo proximal renal
(Ver Figura 3). Esta proteina trans-
porta ocratoxina A, esteroides, di-
carboxilatos e interacciona con dro-
gas antiinflamatorias no esteroideas,
diuréticos y con algunos antibiéticos
(Anzai y Cols, 2005). En nuestro la-
boratorio hemos sido pioneros en
la deteccion de Oat5 en orina (Di
Giusto y Cols, 2009a). En el caso de
la insuficiencia renal aguda produ-
cida por mercurio hemos observado
que su excrecion urinaria aumenta
en forma dosis dependiente con las
dosis de HgCl, administradas (Di
Giusto y Torres, 2010). Los niveles
de Oat5 aumentan en orina antes de
que se alteren los marcadores tradi-
cionales de dafio renal como urea y
creatinina plasmatica, clearance de
creatinina y actividad de fosfatasa
alcalina en orina. Adicionales estu-
dios en modelos experimentales de
insuficiencia renal aguda y estudios
clinicos en pacientes con elevado
riesgo de desarrollar insuficiencia
aguda deberan realizarse a fin de va-
lidar el uso de la excrecién urinaria
de Oat5 como biomarcador tempra-
no de dafio tubular renal.

B GLOSARIO

Farmacocinética: es la parte de la
farmacologia que estudia los pro-
cesos de absorcién, distribucion,
metabolizacion y excrecion de los
farmacos.

Western blotting: es una técnica
analitica empleada para detectar
proteinas especificas en una muestra
determinada. Las proteinas se sepa-
ran mediante una electroforesis en
gel. Luego se transfieren a una mem-
brana adsorbente, donde se busca la
proteina de interés con anticuerpos
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especificos para ella. Para finalizar
se detecta la unién antigeno-anti-
cuerpo mediante actividad enzima-
tica, fluorescencia, etc.

Inmunohistoquimica: se refiere al
proceso en el que se usan anticuer-
pos para detectar antigenos en un
corte o seccion de tejido biolégico.

Ratones knock out: un ratén knock
out es un ratén modificado por inge-
nieria genética para que uno o mas
de sus genes estén inactivados. El
objetivo es comprender la funcién
de un gen que ha sido secuencia-
do. Inactivando el gen y estudiando
las diferencias que presenta el ratén
afectado es posible inferir la/s fun-
cién/es de ese gen.
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NOTA PROVISTA POR EL CONICET

El 98 por ciento de los doctores formados por el CONICET tiene empleo

Seglin un informe dado a conocer
por este organismo cientifico acerca
de la insercion de doctores, sélo un 1
por ciento de estos ex-becarios no tie-
ne trabajo o no poseen ocupacion de-
clarada y un 10 por ciento posee re-
muneraciones inferiores a un estipen-
dio de una beca doctoral.

Asimismo, proyecta que el 89 por
ciento de los encuestados tiene una
situacion favorable en su actividad
profesional, pero sobre todo asegura
que mas del 98 por ciento de los cien-
tificos salidos del CONICET consigue
trabajo.

Los datos surgidos del estudio
“Andlisis de la insercion laboral de
los ex-becarios Doctorales financia-
dos por CONICET”, realizado por la
Gerencia de Recursos Humanos del
organismo, involucré 934 casos sobre
una poblacién de 6.080 ex-becarios
entre los anos 1998 y el 2011.

Al respecto, en el mismo se con-
sidera que del nimero de ex-becarios
consultados, el 52 por ciento (485 ca-
sos), continGa en el CONICET en la
Carrera del Investigador Cientifico y
Tecnoldgico.

De los que no ingresaron en el
organismo pero trabajan en el pais,
sobre 341 casos, el 48 por ciento se
encuentra empleado en universidades
de gestién piblica y un 5 por ciento
en privadas; el 18 por ciento en em-
presas, un 6 por ciento en organismos
de Ciencia y Técnica (CyT), un 12 por
ciento en la gestién publica y el resto
en instituciones y organismos del Es-
tado.

En tanto, en el extranjero, sobre
94 casos, el 90 por ciento trabaja en
universidades, el 7 por ciento en em-
presas y el 2 por ciento es autébnomo.

El mismo informe traduce que la
demanda del sector privado sobre la

incorporacion de doctores no es atin
la esperada, pero estd creciendo. La
insercién en el Estado, si se suma a las
universidades nacionales y ministe-
rios, se constituye en el mayor ambito
de actividad.

Frente a ello, a los fines de avanzar
en la insercion en el ambito publico-
privado el CONICET realiza activida-
des politicas de articulacion con otros
organismos de CyT, es decir, universi-
dades, empresas, a través de la Unién
Industrial Argentina (UIA), y en parti-
cular con YPF que requiere personal
altamente capacitado en diferentes
areas de investigacion.

Desde el CONICET se espera que
en la medida que la produccién argen-
tina requiera mds innovacion, crecera
la demanda de doctores. Para cuando
llegue ese momento el pais deberd
tener los recursos humanos prepara-
dos para dar respuestas. Es por ello se
piensa en doctores para el pais y no
solamente doctores para el CONICET.

Insercitn laboral de
ex becarios doctorales

1%

04 Casos
Exterios

485 casos
COMICET
Jal casos

Mercado [aboral
argenting

14 casos
Sin trabajo

Total: 934 casos sobre 6,080 ex-becarios
Fuente: Base de datos de REEHH COWICET

Programa +VALOR.DOC

Sumar doctores al desarrollo del
pais

A través de esta iniciativa nacional,
impulsada por el CONICET y organis-
mos del Estado, se amplian las posibili-

dades de insercion laboral de profesio-
nales con formacion doctoral

El programa +VALOR.DOC bajo
el lema “Sumando Doctores al Desa-
rrollo de la Argentina”, busca vincular
los recursos humanos con las necesi-
dades y oportunidades de desarrollo
del pais y fomentar la incorporacion
de doctores a la estructura productiva,
educativa, administrativa y de servi-
cios.

A partir de una base de datos y he-
rramientas informdticas, se aportan re-
cursos humanos altamente calificados
a la industria, los servicios y la gestién
publica. Mediante una pagina Web,
los doctores cargan sus curriculum vi-
tae para que puedan contactarlos por
perfil de formacién y, de esta manera,
generarse los vinculos necesarios.

Con el apoyo del Ministerio de
Ciencia, Tecnologfa e Innovacién Pro-
ductiva, este programa tiene como ob-
jetivo reforzar las capacidades cien-
tifico-tecnoldgicas de las empresas,
potenciar la gestién y complementar
las acciones de vinculacion entre el
sector que promueve el conocimiento
y el productivo.

+VALOR.DOC es una propuesta
interinstitucional que promueve vy fa-
cilita la insercién laboral de doctores
que por sus conocimientos impactan
positivamente en la sociedad.

Para conocer mas sobre el progra-
ma www.masVALORDoc.conicet.gov.
ar.




DIETAY SALUD

Palabras clave: berro de agua, ensayo cometa, prevencion.
Key words: watercress, comet assay, prevention.

Diversos estudios epidemioldgicos establecen una asociacion inversa .
entre una dieta con alto contenido de cruciferas y el riesgo a padecer
cancer de pulmoén o del tracto gastrointestinal. La familia Cruciferae
presenta una extensa distribucion geografica a nivel mundial y son
vegetales ampliamente consumidos por la poblacion: repollitos,
coliflor, repollo, brocoli, ricula, berro, rabanito, entre otros.
Contienen fitoquimicos como vitaminas, minerales, flavonoides,
fenoles, carotenos, folatos y son la fuente principal de glucosinolatos
(GSLs) de la dieta. El berro de agua (Nasturtium officinale, Aiton) es
una de las cruciferas que contiene la mayor concentracion de GSLs
por gramo ademas de un gran contenido de carotenos. La Genética
Toxicolégica participa de manera esencial en el asesoramiento de
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efectos sobre la salud y su interés se centra en identificar y analizar
el impacto de agentes quimicos, biolégicos o fisicos sobre los componentes hereditarios de los organismos vivos. En estudios
de genotoxicidad las técnicas de eleccion deben ser capaces de detectar tanto el dafio como la reparacién consecuente al
material genético en células individuales. Uno de los ensayos que cumple con esta premisa es la electroforesis de una sola
célula o ensayo cometa. Considerando el actual interés en aumentar el consumo de alimentos y plantas medicinales con
potenciales caracteristicas benéficas para disminuir o prevenir el impacto negativo de xenobidticos a nivel celular y genético,
realizamos el estudio de la variedad local del berro de agua empleando metodologias que posibiliten evidenciar su capacidad
como agente promotor de la salud.

Several epidemiological studies have established an inverse association between a diet with high cruciferous vegetables content
and the risk of developing lung or gastrointestinal tract cancer. The Cruciferae families has a globally extensive geographical
distribution and are widely consumed by the population: sprouts, cauliflower, cabbage, broccoli, arugula, watercress, radish,
among others. They contain nutrients like vitamins, minerals, carotenes, folate, and are the main source of glucosinolates
(GSLs) diet. Watercress (Nasturtium officinale, Aiton) is a cruciferous containing the highest concentration of GSLs per gram
and a high content of carotenes. Genetic Toxicology participates in an essential way on the advice of health effects and its
focus is on identifying and analyzing the impact of chemical, biological or physical agents on the hereditary components
of living organisms. Genotoxicity studies selection techniques must be able to detect in genetic material both damage and
consequent repair into individual cells. One of the assays that follow this premise is the single cell gel electrophoresis or comet
assay. Considering the current interest in increasing the consumption of food and medicinal plants with potential beneficial
characteristics to reduce or prevent the negative impact of xenobiotics at the cellular and genetic level, we conducted a study
of the local variety of watercress using methodologies that allow demonstratingits capacity as a health promoting agent.

B CRUCIFERAS: BERRO DE AGUA

(NASTURTIUM  OFFICINALE -
CRUCIFERAF).

La prevencion y proteccién del
dafio al material genético constitu-
yen estrategias claves en la disminu-
ciéon del riesgo de padecer diversas
patologias crénicas, entre ellas el
cancer. Ambos escenarios implican
una menor exposicion a xenobidti-
cos que puedan interaccionar con
el ADN u otros blancos biolégicos y
la estimulacién de los mecanismos
propios del organismo disefados

para reducir el impacto de los agen-
tes deletéreos. En este contexto, la
dieta es un componente fundamen-
tal dado que es fuente de nutrientes
que resguardan la salud y es tedrica-
mente causa potencial y prevenible
de distintos tipos de cancer después
del tabaco (Key y col., 2004). Nume-
rosos trabajos realizados en anima-
les y con seres humanos describen
que ciertos componentes de la dieta
de origen vegetal podrian tener pro-
piedades quimiopreventivas debido
a la induccién o inhibicién de me-
canismos vinculados con el desarro-

[lo de patologias crénicas (Boeing y
col., 2012). Esta capacidad de pro-
teccion se basa en la riqueza de nu-
trientes como vitaminas, minerales,
fibras y en la presencia de molécu-
las bioactivas no nutrientes llamadas
fitoquimicos. Dentro de este gran
grupo se encuentran los carotenos,
polifenoles, alcaloides, compuestos
nitrogenados y organosulfurados
(Liu, 2004).

Segln la Organizaciéon Mundial
de la Salud, la relacion entre el con-
sumo habitual de vegetales y frutas
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con el desarrollo de patologias cr6-
nicas es alin una asociacién proba-
ble, es decir, que la evidencia apor-
tada por los estudios epidemioldgi-
Cos es consistente, pero a su vez no
es posible elaborar una conclusién
determinante por deficiencias en el
disefio experimental o seguimiento
de los individuos (2003).

La familia Cruciferae presenta
una extensa distribucion geogréfica
a nivel mundial siendo cultivadas
desde la antigliedad. Son vegetales
ampliamente consumidos por la po-
blacién: repollitos, coliflor, repollo,
brécoli, ricula, berro, rabanito, en-
tre otros. Al igual que otras plantas,
presentan una gran variedad de mo-
[éculas antioxidantes y son la fuente
principal de glucosinolatos (GSLs)
de la dieta. Estos ultimos, también
[lamados tioglicésidos, son aniones
orgdanicos solubles en agua respon-
sables del sabor y aroma caracteris-
tico de las cruciferas.

Los GSLs son sintetizados y al-
macenados en la planta en forma

de precursores inactivos. La hidro-
lisis de los glucosinolatos es rea-
lizada por una enzima (mirosina o
B-tioglucosidasa) que se encuentra
fisicamente separada de sus sustra-
tos cuando la planta estd intacta. La
cosecha, coccidn, congelamiento
y masticacién del vegetal asi como
el ataque de insectos o microorga-
nismos producen la liberacién de
la enzima de su compartimiento.
La enzima también esta presente
en el tracto intestinal de los mami-
feros produciendo la hidrélisis du-
rante la digestion. Asi, por medio
de la accién enzimdtica se forman
diversos productos dependiendo de
las condiciones de reaccion (pH,
temperatura, iones) y presencia de
proteinas epitioespecificas; entre
los mds importantes se encuentran
los isotiocianatos (ITCs), tiocianatos,
nitrilos e indoles. Estos Gltimos solo
se forman si el glucosinolato es un
derivado del aminoécido triptofano,
reaccién en la cual no se generan
isotiocianatos.

Diversos estudios epidemiold6gi-

cos establecen una asociacion in-
versa entre una dieta con alto con-
tenido de cruciferas y el riesgo a pa-
decer cancer de pulmén o del tracto
gastrointestinal. Asi mismo hay evi-
dencia sobre una posible protec-
cién en casos de cancer de mama,
préstata, vejiga y pancreas (Higdon
y col., 2007; Kim y Park, 2009). Los
mecanismos subyacentes a los efec-
tos benéficos de las cruciferas esta-
rian vinculados con los ITCs e indo-
les. Estos metabolitos serian los res-
ponsables de la induccién de genes
de respuesta antioxidante y detoxifi-
cante, inhibicion de las enzimas del
citocromo P450, inhibicién de la
histona desacetilasa, inhibicion del
crecimiento tumoral y angiogénesis
e induccion de apoptosis y arresto
del ciclo celular en células neopla-
sicas (Higdon y col., 2007; Kim vy
Park, 2009; Traka y Mithen, 2009).
Ademas se les atribuye actividad an-
tiinflamatoria y antibacteriana, pro-
teccién cardiovascular, renal y del
sistema nervioso central (Dinkova-
Kostova y Kostov, 2012).

Figura 1. Fotografias del berro.
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El berro de agua (Nasturtium offi-
cinale, Aiton, Figura 1) es una plan-
ta de habitat acuatico que crece en
forma silvestre en aguas de lenta co-
rriente, en manantiales, arroyos vy te-
rrenos anegados. Su nombre deriva
de los vocablos latinos nasus tortus,
“que hace torcer la nariz”, aludien-
do a su sabor picante y amargo. Es
ampliamente consumido en Europa
donde es reconocido por sus virtu-
des nutricionales y medicinales.

Es una de las cruciferas que con-
tiene la mayor concentraciéon de
GSLs por gramo ademas de un gran
contenido de carotenos. El principal
glucosinolato presente en el berro
es el gluconasturtiin (GNT) el cual
deriva del aminoacido fenilalanina.
Mediante la accién enzimética de la
mirosinasa, el GNT es hidrolizado a
feniletilisotiocianato (PEITC) (Canis-
troy col., 2004).

Esta crucifera ha sido estudiada
principalmente a nivel de sus me-
tabolitos aislados (GNT y PEITC)
en sistemas in vitro e in vivo donde
se describen resultados similares a
otros GSL/ITC, tales como inhibi-
cién del proceso carcinogénico in
vitro en todas sus etapas, induccién
in vitro de enzimas de fase Il e inhi-
bicién de fase | (Rose y col., 2000);
disminucién de colesterol, triglicéri-
dos, LDL y aumento de HDL; incre-
mento de GSH y actividades de las
enzimas catalasa (CAT) y superéxido
dismutasa (SOD), asi como disminu-
cién de la actividad de glutation pe-
roxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GR) en ratas hipercolesterolémicas
(Yazdanparast y col., 2008).

En humanos, la suplementacién
de la dieta con el vegetal induce
mayor resistencia al dafo oxidativo
ex6geno, aumento de la actividad
de SOD y GPx en individuos con ge-
notipo GSTM1 sin modificacién en
la expresion de éstas y otras enzimas
de defensa antioxidante (Gill y col.,

2007; Hofmann y col., 2009). Asi
mismo, ante ejercicio fisico excesivo
se observa menor dafio en el ADN 'y
niveles de peroxidacion lipidica, en
relacién con dietas no suplementa-
das (Fogarty y col., 2012).

B GENETICA TOXICOLOGICA -
ENSAYO COMETA.

La genética toxicoldgica es una
rama de la genética y una especia-
lidad de la toxicologia que partici-
pa de manera esencial en el aseso-
ramiento de efectos sobre la salud.
Su interés se centra en identificar y
analizar el impacto de agentes qui-
micos, biolégicos y/o fisicos sobre
los componentes hereditarios de
los organismos vivos y proveer in-
formacién precisa sobre exposicion
y asesoramiento de riesgo para una
efectiva proteccion de la salud.

Los estudios en genética toxico-
l6gica se orientan con el propésito
de implementar métodos para el
ensayo y la evaluacién del riesgo v,
por otro lado, elucidar la relacién
entre genotoxicidad (lesion inicial
inducida sobre el material genético)
e iniciacion de un proceso neoplasi-
co. De esta manera, es posible defi-
nir el impacto de los agentes que se
encuentran en el medio ambiente y
cuya presencia puede alterar la inte-
gridad del patrimonio genético.

Para lograr estos objetivos se di-
sefian sistemas de ensayo que em-
plean diversos marcadores mensu-
rables en sistemas biol6gicos (NRC,
1991; Grandjean, 1992). Estos bio-
marcadores son elementos interme-
dios entre la existencia de factores
de riesgo vy sus posibles efectos. En
general son utilizados para detectar
exposicion y/o susceptibilidad a xe-
nobidticos, determinar efectos bio-
l6gicos asi como estado de salud y
enfermedad en un organismo dado.
Es decir, constituyen una herramien-
ta valiosa para prevenir, diagnosticar

y tratar enfermedades basadas en
anomalias del genoma (Natarajan,
2002; Tucker y Preston, 1996).

Un biomarcador de efecto es un
indicador de una alteracién bioqui-
mica, fisiolégica o genética, resul-
tado de la exposicién a un agente
toxico. Se considera que un marca-
dor de efecto biolégico temprano
representa un evento que puede co-
rrelacionarse con el dafo a la salud
y tiene una posibilidad predictiva
(Grandjean, 1995). De este modo,
se logra la identificacion de una
alteracién cuando su magnitud es
adn menor, es decir una advertencia
temprana. Permiten determinar si un
grupo de signos o sintomas condu-
cen a un proceso patolégico para asi
intervenir prudente y oportunamen-
te a los fines de evitar la aparicion
de un dano irreversible (Grandjean,
1992).

En estudios de genotoxicidad las
técnicas de eleccion deben ser capa-
ces de detectar tanto el dafio como
la reparacion consecuente al mate-
rial genético en células individuales.
Uno de los ensayos que cumple con
esta premisa es la electroforesis de
una sola célula o ensayo cometa.

Ostling y Johanson (1984) desa-
rrollaron el ensayo cometa o elec-
troforesis en gel de una sola célula
a pH neutro mediante el cual se
detectaba dano al material genéti-
co. Sin embargo, el dnico tipo de
dano observado eran las roturas de
doble hélice dado que las uniones
entre las bases nucleotidicas no se
alteran a dicho pH. En 1988, Singh y
colaboradores modificaron el proto-
colo original utilizando pH alcalino
(pH>13) lo cual permiti6 detectar
rupturas de simple y doble cadena
asi como también sitios alcali labi-
les, sitios de reparacién y enlaces
cruzados ADN — ADN y ADN — pro-
tefna (cross link) aumentando asf la
sensibilidad del ensayo.
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Figura 2. Imagenes de cometas obtenidas a partir de leucocitos de sangre
periférica.

La metodologia se basa en el es-
tudio de células embebidas en aga-
rosa y colocadas sobre un portaob-
jeto que luego son lisadas con una
solucién de alta concentracion de
sales y detergente. Las membranas
y componentes solubles de las célu-
las son removidos dejando al ADN
superenrollado y unido a la matriz
nuclear. Los bucles de ADN que
presentan cortes se relajan duran-
te la incubacién a pH alcalino; los
fragmentos de ADN migran hacia el
anodo al ser sometidos a la accién
de un campo eléctrico bajo las mis-
mas condiciones poniéndose en evi-
dencia las roturas de ADN. Las ima-
genes observadas al microscopio de
fluorescencia con un fluorocromo
afin al ADN tienen la apariencia de
un cometa siendo la fluorescencia
relativa de material en la cola fun-
cién de la frecuencia de las roturas.

Entre las ventajas de esta técni-
ca podemos citar que, a diferencia
de los otros biomarcadores descrip-
tos, este ensayo puede aplicarse a
diversos tipos celulares sin la ne-
cesidad de trabajar con células en

proliferacién (Collins, 2004; Speit
y Hartmann, 2005). Las células mas
frecuentemente utilizadas son los
leucocitos y linfocitos de sangre
periférica ya que, aun no siendo el
tejido blanco de ataque del agente,
estan en contacto directo con el sis-
tema afectado por lo que su meta-
bolismo y sus caracteristicas nuclea-
res y celulares pueden modificarse
y asi reflejar la exposicion total del
cuerpo. Ademads es una metodologia
simple y sensible que requiere poca

cantidad de muestra y permite ob-
tener resultados a corto plazo. Sin
embargo, una de las desventajas es
su limitacion para detectar agentes
aneundgenos y rupturas de hebra
de rapida reparacién. Debe tenerse
en cuenta que la muerte celular, ya
sea inducida o espontanea, produce
fragmentacion del ADN lo cual pue-
de interferir en el ensayo generando
un falso positivo.

Si bien todavia no se encuentra
validado, este ensayo es ampliamen-
te utilizado en el area de la toxicolo-
gia genética en modelos in vitro e in
vivo para andlisis de genotoxicidad,
estudios de mecanismos de accién
de xenobidticos y biomonitoreo de
poblaciones expuestas a toxicos
medioambientales o del dmbito la-
boral.

La electroforesis de una sola
célula, al igual que otros ECP, pue-
de ser adaptada para investigar los
efectos benéficos de un xenobidtico
dado. La caracteristica o accién de
una sustancia para disminuir, evi-
tar o reparar el dafio en el material
genético y celular se denomina an-
tigenotoxicidad. La diferencia entre
un escenario y otro dependera del
orden temporal en que sucedan el
dano y la exposicion al agente a
evaluar .
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Figura 3. Representacion de los caminos de antigenotoxicidad.
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B EVALUACION IN VITRO E IN
VIVO DEL POTENCIAL EFEC-
TO PROTECTOR DEL BERRO DE
AGUA.

Diversos productos naturales y
sus derivados han sido estudiados
en diferentes sistemas en relacién a
sus propiedades antioxidantes, an-
tigenotdxicas y anticarcinogénicas
(Kale y col., 2008; Prior, 2003; Surh,
2003; Thompson y col., 1999). De-
bido a la evidencia obtenida en mu-
chos casos, los extractos y/o los fito-
quimicos aislados se han convertido
en potenciales herramientas para el
area terapéutica.

Considerando el actual interés en
aumentar el consumo de alimentos y
plantas medicinales con potenciales
caracteristicas benéficas para dismi-
nuir o prevenir el impacto negativo
de xenobidticos a nivel celular y ge-
nético (antigenotoxicidad), en nues-
tro laboratorio se realizé el estudio
de la variedad local del berro de
agua empleando metodologias que
posibiliten evidenciar su capacidad
como agente promotor de la salud.

En un principio se realiz6 una
evaluacion in vitro y posteriormen-
te in vivo para estudiar la potencial
capacidad de proteccion frente al
dafo inducido utilizando el Ensayo
Cometa. Los agentes inductores de
dafo fueron: peréxido de hidrégeno
para el estudio in vitro y ciclofosfa-
mida para el in vivo.

El vegetal se adquiri6 en una
huerta orgdnica (Lujan). Una vez
lavado, secado y pesado se trituré
utilizando una juguera. El produc-
to obtenido fue centrifugado vy el
sobrenadante fue clarificado y es-
terilizado por filtracion. Todos los
procedimientos descriptos fueron
realizados en oscuridad para preser-
var el material. Las concentraciones
ensayadas representarian la ingesta
promedio del vegetal en humanos
(75-125g) correspondiente a una

concentracién final de 13,2 mg/ml
(A) y 26,4 mg/ml (B). El desarrollo
experimental se realiz6 en cultivo
de linfocitos de dadores sanos utili-
zando como control positivo H,O,
(50 pM) siguiendo la metodologia
propuesta por Singh y colaboradores
(1988) con modificaciones (Casano-
va y Carballo, 2012).

Con el fin de establecer el bene-
ficio potencial del consumo de este
elemento de la dieta en humanos,
es importante caracterizarlo en un
modelo experimental como el de ra-
tones. Para ello se utilizaron ratones
Swiss machos y hembras de 7-8 se-
manas de edad, a los que fue admi-
nistrado el jugo de berro por la mis-
ma via de ingestion que se utiliza en
humanos, o sea en forma oral. Este
jugo se administré durante 15 dias y
también se utilizaron controles ne-
gativos y positivos, con el objeto de
poder visualizar el efecto beneficio-
so de su consumo. (Casanova y col.,
2013).

La antigenotoxicidad refiere a
todo mecanismo que logre prevenir
o reparar el dafio ocasionado al ma-
terial genético o celular por factores
fisicos, quimicos y/o bioldgicos. El
dafio oxidativo al material genético
ejerce un rol fundamental en el de-
sarrollo de enfermedades crénicas,
otras relacionadas con el envejeci-
miento y es considerado un proba-
ble factor carcinogénico (Moller y
Loft, 2006).

El impacto de este tipo de inju-
ria puede ser atenuado o prevenido
por la ingesta de productos naturales
a través de la inclusion de antioxi-
dantes y/o por induccién de meca-
nismos de defensa. En el presente
trabajo se evalu6é las potenciales
propiedades del jugo de berro como
agente protector del dafo inducido
empleando el ensayo cometa.

Las especies reactivas del oxi-

geno, entre ellas el peréxido de hi-
drégeno (H,0,) asi, como el anién
superdxido (O,*) y el radical hidro-
xilo (OH"), son moléculas altamente
reactivas. Los efectos que produ-
cen dependeran del tipo celular, la
concentracién y la duracién de la
exposicion a dichas especies. Prin-
cipalmente, las acciones deletéreas
se manifiestan en dano al ADN, pro-
teinas y lipidos. Respecto al ADN,
cabe destacar que ni el O, ni el
H,O, pueden atacar directamente
a la doble hélice sino que el dano
es ejercido por el OH". Las lesiones
incluyen rupturas de simple y doble
hebra, oxidacion de bases, enlaces
cruzados ADN-ADN y ADN-protei-
nas (Halliwell y Aruoma, 1991).

En los primeros estudios pudi-
mos poner en evidencia que cuando
el jugo de berro esta presente en el
cultivo de linfocitos, se observa que
el jugo previene el dafio inducido
por el oxidante que nosotros habia-
mos agregado desde los primeros
tiempos de exposicion. Es de hacer
notar que aunque trabajamos con
dos concentraciones diferentes, am-
bas presentaron el mismo compor-
tamiento, de forma tal que se pone
en evidencia que el jugo de berro
protege del dafio inducido, demos-
trando su accién antigenotdxica po-
tencial.

Nuestros resultados son con-
gruentes con aquellos reportados
por otros grupos; Zhu y Loft demos-
traron que un extracto de repollitos
de Bruselas, miembro de la familia
Cruciferae, disminuia el dano indu-
cido por el mismo agente (2001). De
igual manera, Gill y colaboradores
postularon que la suplementacion
de la dieta con una porcién diaria
de berro estaria asociada a mayor
resistencia al dafio oxidativo (2007).

Teniendo en cuenta estos resulta-
dos decidimos entonces estudiar el
potencial protector del jugo de berro
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en roedores frente a un agente muta-
génico utilizando el test del cometa
en sangre periférica de raton

En este caso, otra vez teniamos
que usar una droga que fuera capaz
de provocar un dano en el material
genético de los animales, de forma
tal que luego de la administracion a
los ratones del jugo de berro, pudié-
ramos comprobar si ese dafio dismi-
nuia.

Para ello elegimos la ciclofosfa-
mida (CF), que es un agente alqui-
lante bifuncional perteneciente a la
familia de las mostazas nitrogenadas
y acta como mutageno indirec-
to, es decir, es imprescindible que
la molécula sea metabolizada para
generar sus efectos toxicos. La pro-
droga se convierte en productos con
actividad citotoxica alquilante me-
diante el sistema de oxidasas mixtas
P450 dependientes. Se transforma
en 4-hidroxiciclofosfamida y aldo-
fosfamida la cual genera acroleina
y fosfaramida, entre otros (Florez y
col., 1998). Al interaccionar con el
ADN, estas moléculas forman mo-
noaductos y enlaces cruzados en-
tre las hebras que interfieren en la
sintesis del mismo y provocan fallas
en los mecanismos de reparacién
aumentando el riesgo de ocurren-
cia de retardos anafasicos (Gilani y
Chatzinoff, 1983; Enns y col., 1999).
Asi mismo, inducen estrés oxidativo
y muerte celular.

Luego de administrar durante 15
dias el jugo de berro a los ratones
pudimos observar que la suplemen-
tacion de la dieta disminuyé el dafo
producido por la ciclofosfamida en
el material genético.

Otra vez, como los estudios que
habfamos hecho en el cultivo de
linfocitos, encontramos que las dos
concentraciones estudiadas del jugo
de berro, producen un efecto similar
y en este caso es alin mas importan-

te, ya que dentro de las dosis que
estudiamos se encuentra la maxima
permitida en ensayos de genotoxici-
dad de productos de consumo para
humanos (OECD, 1997; Hartmann y
col., 2003). Por el contrario, las con-
centraciones ensayadas en el cultivo
de linfocitos representan la ingesta
promedio del vegetal para un adulto
promedio. Estas Gltimas son muy su-
periores a las primeras lo cual pone
en evidencia la gran capacidad de la
planta como agente quimiopreven-
tivo.

La evaluaciéon del berro in vivo
avalé los resultados obtenidos en los
modelos in vitro; es decir, se puso
de manifiesto la capacidad de este
alimento de prevenir la injuria indu-
cida, en este caso por la ciclofosfa-
mida en células de sangre periférica
de ratén.

El analisis de la composicién de
la planta o de los productos deriva-
dos de la misma constituye una he-
rramienta importante al momento
de disefar protocolos y/o formular
una conclusién. En nuestro caso, el
estudio del berro se realizé en forma
colaborativa con distintos grupos de
investigacion. La concentracién to-
tal de glucosinolatos fue 15 uM/g de
peso seco de los cuales el 89% co-
rresponde a gluconasturtiin, el 8%
a tres tipos de glucosinolatos ind6-
licos y el porcentaje restante a tres
metilsulfinilaquil glucosinolatos. De
acuerdo a estas investigaciones las
concentraciones ensayadas in vitro
corresponderian a 1,15 pM y 0,577
pM de PEITC, respectivamente.

Para completar el andlisis se
efectuaron determinaciones de fito-
quimicos que son comunes a todas
las plantas como fenoles, taninos,
flavonoides y acidos hidroxicinami-
cos totales. Por gramo de material
fresco se obtuvieron 285 + 20 pg de
fenoles, 42 + 14 pg de taninos, 146
+ 3,5 pg de flavonoides y 100 + 6,8

pg de acidos hidroxicinamicos.

El mecanismo de antigenotoxi-
cidad podria estar relacionado con
cambios en el estado oxidativo celu-
lar. Esta hipdtesis se basa en la gran
variedad de fitoquimicos del berro
que pueden interactuar con las vias
o moléculas vinculadas con el ba-
lance redox. Sin embargo, la situa-
cién mas factible es la combinacién
de diferentes blancos y mecanismos.

La concentracion de glucosinola-
tos y de otros fitoquimicos permite
inferir los mecanismos subyacentes
de los hallazgos presentados en este
trabajo. Los mismos avalan al be-
rro como elemento de la dieta que
presenta caracteristicas promisorias
para ser utilizado como agente pro-
motor o protector de la salud.

B AGRADECIMIENTOS.

Los autores expresan su agrade-
cimiento al Bioterio de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica por su
colaboracion en el desarrollo del
disefio experimental. El trabajo rea-
lizado empleando sangre humana
fue realizado con el consentimiento
informado. Ambos estudios fueron
aprobados por el comité de ética
de la Facultad de Farmacia y Bio-
quimica. Este trabajo fue realizado
en el marco del subsidio UBACYT
20020100100123 2011-2014 de la
Universidad de Buenos Aires.

B BIBLIOGRAFIA.

Boeing H, Bechthold A, Bub A, Ellin-
ger S, Haller D, Kroke A, Leschik-
Bonnet E, Miller M, Oberritter
H, Schulze M, Stehle P, Watzl| B.
(2012). Critical review: vegeta-
bles and fruit in the prevention of
chronic diseases. European Jour-
nal of Nutrition 51: 637-663.

Canistro D, Della Croce C, lori R,
Barillari ], Bronzetti G, Poi G,



Dieta y Salud

75

Cini M, Caltavuturo L, Perocco
P, Paolini M. (2004). Genetic and
metabolic effects of gluconastur-
tiin, a glucosinolate derived from
cruciferae. Mutation Research
545: 23-35.

Casanova N, Carballo MA. (2012)
Antigenotoxic activity of Water-
cress extract in an in vitro mam-
malian system using comet as-
say. Phytotheraphy Research 25:
1743-1746.

Casanova NA, Ariagno ]I, Lépez
Nigro MM, Mendeluk GR, Get-
te MA, Petenatti E, Palaoro LA,
Carballo MA (2013) In vivo an-
tigenotoxic activity of watercress
juice (Nasturtium officinale L.)
against induced DNA damage.
Journal of Applied Toxicology 33:
880-885.

Collins A. (2004). Review: The Co-
met assay for DNA damage and
repair principles, applications,
and limitations. Molecular Biote-
chnology 26:249-60.

Dinkova-Kostova A, Kostov R.
(2012). Review: Glucosinolates
and isothiocyanates in health
and disease. Trends in Molecular
Medicine18: 337-347.

Enns G, Roeder E, Chan R, Ali-Khan
Catts Z, Cox C, Golabi M. (1999).
Apparent cyclophosphamide
(cytoxan) embryopathy: a distinct
phenotype? American Journal of
Medical Genetics 86: 237-241.

Florez J, Armijo ], Mediavilla A.
(1998). Farmacologia humana.
3° edicion. Editado por Masson,
Barcelona, Espafa.

Fogarty M, Hughes C, Burke G,
Brown J, Davison G. (2012)
Acute and chronic watercress
supplementation attenuates exer-
cise-induced peripheral mono-

nuclear cell DNA damage and
lipid peroxidation. British Journal
of Nutrition 109: 293-301.

Gilani 'S, Chatzinoff M. (1983).
Embryopathic effects of cyclo-
phosphamide.  Environmental
Research 31: 296-301.

Gill C, Haldar S, Boyd L, Bennett R,
Whiteford J, Butler M, Pearson J,
Bradbury 1, Rowland I. (2007).
Watercress supplementation in
diet reduces lymphocyte DNA
damage and alters blood anti-
oxidant status in healthy adults.
American Journal of Clinical Nu-
trition 85: 504-510.

Grandjean P. (1992). Individual sus-
ceptibility to toxicity. Toxicology
Letter 64/65: 43-51.

Grandjean P. (1995). Biomarkers in
epidemiology. Clinical Chemis-
try 41: 1800-1803.

Halliwell B, Aruoma O. (1991).
Review letter: DNA damage by
oxygen-derived species. Its me-
chanism and measurement in
mammalian systems. FEBS Letter
281:9-19.

Hartmann A, Aguerri E, Beepers C,
Brender-Schwaab S, Burlinson B,
Clay P, Collins A, Smith A, Speit
G, Thybaud V, Tice R. (2003). Re-
commendations for conducting
the in vivo alkaline Comet assay.
Mutagenesis 18: 45-51.

Higdon J, Delage B, Williams D,
Dashwood R. (2007). Crucife-
rous vegetables and human can-
cer risk: epidemiologic evidence
and mechanistic basis. Pharma-
cology Research 55: 224-236.

Hofmann T, Kuhnert A, Schubert A,
Gill C, Rowland |, Pool-Zobel B,
Glei M. (2009). Modulation of
detoxification enzymes by wa-

tercress: in vitro and in vivo in-
vestigations in human peripheral
blood cells. European Journal of
Nutrition 48: 483-491.

Kale A, Gawande S, Kotwal S. (2008).
Cancer phytotherapeutics: role
for flavonoids at the cellular le-
vel. Phytotherapy Research 22:
567-577.

Key T, Schatzkin A, Willet W, Allen
N, Spencer E, Travis R. (2004).
Diet, nutrition and the preven-
tion of cancer. Public Health Nu-
trition 7:187-200.

Kim M, Park J. (2009). Cruciferous
vegetable intake and the risk of
human cancer: epidemiological
evidence. Proceedings of the Nu-
trition Society 68: 103-110

Liu R. (2004). Potential synergy of
phytochemicals in cancer pre-
vention: mechanism of action.
Journal of Nutrition 15-16: 3479-
3485.

Mgller P, Loft S. (2006). Review ar-
ticle: Dietary antioxidants and
beneficial effect on oxidatively
damaged DNA. Free Radic Bio-
logy and Medicine 41: 388-415.

Natarajan A, Obe G, van Zeeland
A, Palitti F, Mejers M, Verdegaal-
Immerzeel E. (1980). Molecular
mechanisms involved in the pro-
duction of chromosomal aberra-
tions 1l. Utilization of neurospo-
ra endonuclease for the study of
aberration production by X-rays
in G1 and G2 stages of the cell
cycle. Mutation Research 69:
293-305.

National Research Council. (1991).
Environmental epidemiology pu-
blic health and hazardous wastes,
VII biologic markers in studies of
hazardous-waste sites. National
Academic Press 219-255.



76

CIENCIA E INVESTIGACION - TOMO 64 N° 5 - 2014

Organization for Economic Co-ope-
ration and Development. (1997).
OECD Guideline for the testing
of chemicals N° 474. Mam-
malian Erythrocyte Micronucleus
Test. Disponible en: http:/www.
oecd.org/chemicalsafety/risk-as-
sessment/1948442 .pdf.

Organizacién Mundial de la Salud.
(2003). Consulta mixta OMS/
FAO de expertos en régimen ali-
mentario, nutricién y prevencién
de enfermedades crénicas. Die-
ta, nutricién y prevencién de en-
fermedades crénicas: informe de
una Consulta Mixta de Expertos
OMS/FAO. Disponible en: http:/
whglibdoc.who.int/trs/yWHO_
TRS_916_spa.pdf

Ostling O, Johanson K. (1984). Mi-
croelectrophoretic study of radia-
tion induced DNA damages in
individual mammalian cells. Bio-
chemical Biophysical Research
Communications 123: 291-298.

Prior R. (2003). Fruits and vegetables
in the prevention of cellular oxi-
dative damage. American Journal
of Clinical Nutrition 78: 5705-
578S

Rose P, Faulkner K, Williamson G,
Mithen R. (2000). 7-methylsul-
finylheptyl and 8-methylsulfin-
yloctyl isothiocyanates from wa-
tercress are potent inducers of
phase Il enzymes. Carcinogene-
sis 21: 1983-1988.

Singh N, McCoy M, Schneider E.
(1988). A simple technique for
quantitation of low levels of DNA
damage in individuals cells. Ex-
perimental Cell Research 175:
184-191.

Speit G, Hartmann A. (2005). The
comet assay: a sensitive geno-
toxicity test for the detection of
DNA damage. Methods of Mole-

cular Biology 291: 85-95.

Surh Y. (2003). Cancer chemopre-
vention with dietary phytochemi-
cals. Nature Reviews Cancer 3:
768-780.

Thompson H, Heimendinger J, Hae-
gele A, Sedlacek S, Gillette C,
O'Neill C, Wolfe P, Conry C.
(1999). Effect of increased vege-
table and fruit consumption on
markers of oxidative cellular da-
mage. Carcinogenesis 20: 2261-
2266.

Traka M, Mithen R. (2009). Gluco-
sinolates, isothiocyanates and
human health. Phytochemistry
Review 8: 269-282.

Tucker J, Preston R. (1996). Chro-
mosome aberrations, micronu-
clei, aneuplody, sister chroma-
tid exchanges, and cancer risk
assessment. Mutation Research
365: 147-159.

Yazdanparast R, Bahramikia S, Ar-
destani A. (2008). Nasturtium
officinale  reduces  oxidative
stress and enhances antioxidant
capacity in hypercholesterolae-
mic rats. Chemico-Biological In-
teractions 172:176-184.

Zhu C, Loft S. (2001). Effects of Brus-
sels sprouts extracts on hydrogen
peroxide-induced DNA strand
breaks in human lymphocytes.
Food and Chemical Toxicology
39: 1191-7.

B GLOSARIO

Antigenotoxico: se denomina a
cualquier agente capaz de evitar o
revertir el efecto de un agente geno-
toxico. Se puede manifestar como
procesos de proteccién y/o repara-
cién de un xenobiético.

Catalasa (CAT): es una enzima que

cataliza la descomposicion de pe-
réxido de hidrégeno en oxigeno y
agua.

Ciclofosfamida: es un farmaco an-
tineoplasico que también tiene pro-
piedades inmunosupresoras y per-
tenece a la familia de los agentes
alquilantes.

Ensayo cometa: También conocido
como ensayo de electroforesis en
gel de una sola célula, es una me-
todologia sencilla y sensible para
la deteccion de dafio de simple y/o
doble cadena en el ADN en células
eucariotas. Tiene amplia aceptacion
como un método estandar para eva-
luar dafio y reparacién en el ADN
y biomonitoreo de poblaciones ex-
puestas.

Especies reactivas del oxigeno: son
moléculas muy pequefias altamente
reactivas. Se forman de manera na-
tural como subproducto del meta-
bolismo normal del oxigeno, tienen
un rol importante en la sefializacién
celular y su aumento puede llevar a
dafos significativos que resultan en
estrés oxidativo.

Fitoquimicos: Los fitoquimicos son
sustancias que se encuentran en los
alimentos de origen vegetal, biol6-
gicamente activas, que no son nu-
trientes esenciales para la vida pero
tienen efectos positivos en la salud.
Se encuentran naturalmente en fru-
tas, vegetales, legumbres, granos
enteros, semillas, hierbas y especias.

Genotodxico: agente cuya accion uti-
liza como blanco de ataque el mate-
rial genético.

Glucosinolatos: metabolitos secun-
darios de las plantas. Son los precur-
sores de los isotiocianatos.

Glutation (GSH): es un tripéptido no
proteinico que deriva de los aminoa-
cidos. Es un antioxidante y ayuda a
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proteger a las células de especies re-
activas de oxigeno, como radicales
libres y peroxidos.

Glutation peroxidasa: es una de las
enzimas que participan en las trans-
formaciones de especies reactivas
del oxigeno, catalizando la reduc-
cién del peréxido o lipoperoxido,
para lo cual utiliza como agente
reductor al glutatién reducido. Esta
enzima desempefna un importante
papel en la defensa antioxidante por
su localizacién en todos los érganos
y tejidos.

Glutation reductasa: es una enzima
que cataliza la reduccién del gluta-
tiébn oxidado a glutation reducido.
Esta enzima juega un importante pa-
pel en la defensa antioxidante y de-
bido a su presencia en los diferentes
tejidos y organos estd involucrada
en la fisiopatologia de varias enfer-
medades.

Isotiocianatos: son fitoquimicos
presentes en las cruciferas (coliflor,
repollitos, brécoli, entre otros). Parti-
cipan en la eliminacién de toxinas y
refuerzan las defensas antioxidantes
de las células. Son los responsables

del sabor y olor caracteristico de las
cruciferas

Peroxidacién lipidica: la lipoperoxi-
dacion esta relacionada a la degra-
dacion oxidativa de los lipidos y en
la mayoria de los casos afecta a los
acidos grasos poli-insaturados.

Superéxido dismutasa (SOD): es
una enzima que cataliza la dismu-
tacion de superéxido en oxigeno y
peroxido de hidrégeno y debido a
ello es una importante defensa anti-
oxidante en las células expuestas al
oxigeno.



FFECTOS TOXICOS DE LOS
FARMACOS UTILIZADOS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS. Un

problema frecuente en la quimioterapia
de las enfermedades tropicales
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Dos farmacos estan disponibles para el tratamiento etioldgico de . ]OSé A. Castro
la enfermedad de Chagas: Nifurtimox y Benznidazol. Nifurtimox es

un nitrofurano y Benznidazol es un compuesto nitroimidazdlico. El Centro de Investigaciones Toxicologicas (CEITOX-
uso de estas drogas para tratar la fase aguda de la enfermedad esta UNIDEF). CITEDEF.

ampliamente aceptado. Sin embargo, su uso en el tratamiento de Juan B. de La Salle 4397, BI603ALO Villa Martelli,
la fase crénica es controvertido. Los efectos colaterales indeseables provincia de Buenos Aires.

de ambas drogas son un inconveniente mayor en su uso que jeastro@citedef.gob.ar

frecuentemente fuerza a los médicos a detener el tratamiento.

. . Instituto de Investigacion e Ingenieria Ambiental,
Las reacciones adversas mas frecuentes observadas en el uso del

Universidad Nacional de General San Martin (31A-

lelzxrtup‘ox son: anorexia, p.erdlda' de peso, a}lteraCIones psiquicas, UNSAM). Av. 25 de Mayo y Francia, 1650 San
excitabilidad, insomnio, manifestaciones digestivas tales como nausea Martin, provincia de Buenos Aires.

o vomitos y ocasionalmente célico intestinal y diarrea. En el caso

del Benznidazol, las manifestaciones cutaneas son las mas notorias jcastro@unsam.edu.ar

(es decir, hipersensibilidad, dermatitis con erupciones cutaneas,
edema generalizado, fiebre, linfo-adenopatia, dolor articular y muscular), siendo las manifestaciones mas severas depresion
de la médula ésea, pirpura trombocitopénica y agranulocitosis. Los estudios de toxicidad experimentales con Nifurtimox
evidenciaron neurotoxicidad, dafio testicular, toxicidad ovarica y efectos deletéreos en corazén, tejido mamario, adrenal, colon
y esdfago. En el caso del Benznidazol, se observaron efectos deletéreos en adrenales, colon y eséfago. Este compuesto también
inhibe el metabolismo de varios xenobidticos transformados por el sistema del citocromo P450 y sus metabolitos reactivos
reaccionan con los componentes fetales in vivo. Ambas drogas exhibieron efectos mutagénicos significativos y se demostré
en algunos estudios que eran carcinogénicas o tumorogénicas. Los efectos toxicos de ambos derivados nitroheterociclicos
requieren la reduccién enzimatica de su grupo nitro. Aquellos procesos son mediados fundamentalmente por la reductasa del
citocromo P450 y por el mismo citocromo P450. Otras enzimas tales como la xantina oxidoreductasa o la aldehido oxidasa
pueden estar involucradas también.

Two drugs are available for the etiological treatment of Chagas disease, Benznidazole and Nifurtimox. Nifurtimox is a
nitrofuran and Benznidazole is a nitroimidazole compound. The use of these drugs for treating the acute phase of the disease
is now widely accepted. However, its use in the treatment of chronic phase is controversial. The undesirable side effects of
both drugs are a major drawback in their use, which often force physicians to stop treatment. The most common adverse
reactions observed in the use of Nifurtimox are anorexia, weight loss, psychic disorders, excitability, insomnia, digestive
symptoms such as nausea or vomiting and occasionally diarrhea and intestinal colic. In the case of Benznidazol cutaneous
manifestations are the most notorious (ie. hypersensitivity, dermatitis, rash, generalized edema, fever, lymphadenopathy, joint
and muscle pain), the most severe manifestations depression of bone marrow, thrombocytopenic purpura and agranulocytosis.
For Nifurtimox experimental studies showed neurotoxicity, testicular damage, ovarian toxicity and deleterious effects in heart,
breast tissue, adrenals, colon and esophagus. In the case of Benznidazole, deleterious effects were observed in adrenal, colon
and esophagus. This compound also inhibits the metabolism of various xenobiotics transformed by cytochrome P450 and its
reactive metabolites react with fetal components in vivo. Both drugs exhibited significant mutagenic effects, demonstrating
in some studies that were carcinogenic or tumorigenic. Toxic effects of both drugs require enzymatic reduction of the nitro
group. Those metabolic processes are primarily mediated by cytochrome P450 reductase and by the same cytochrome P450.
Other enzymes such as xanthine oxidoreductase or aldehyde oxidase may also be involved.
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B LA ENFERMEDAD Y SU RELE-
VANCIA SOCIALY ECONOMICA.

La enfermedad de Chagas (tripa-
nosomiasis americana) es una enfer-
medad parasitaria que es endémica
en algunas areas de América Cen-
tral, América del Sur y México, don-
de una cantidad estimada en mas de
siete millones de personas se hallan
infectadas con el Tripanosoma cruzi.
Mas alla de esto, decenas de millo-
nes viven en riesgo de infeccion
(Moncayo vy Silveira, 2009; World
Health Organization, 1991). Esta
enfermedad fue descripta por Carlos
Chagas en 1909 y fue denominada
en su honor. En 1993 el Banco Mun-
dial consider6 a la enfermedad de
Chagas como la enfermedad parasi-
taria que tenfa mds impacto socio-
econémico significativo, medido
como “afios de vida ajustados en
incapacidad” (DALY), que todas las
otras enfermedades infecciosas pa-
rasitarias actualmente presentes en
la regién (Pinto Dias, 2000, 2003;
World Bank, 1993).

Usualmente, la infeccién es de-
bida a insectos vectores que trans-
portan al T. cruzi en sus intestinos.
Estos insectos pertenecen a la subfa-
milia Triatominae, los cuales poseen
habitos hematéfagos y generalmen-
te defecan inmediatamente después
de morder a una victima dormida
durante la noche (frecuentemente
nifios pequefios debido a que ellos
estan indefensos). Luego de des-
pertarse, la victima cominmente se
rasca la mordida que pica y, como
resultado, las heces infectadas del
triatomino encuentran su camino
dentro de la corriente sanguinea del
huésped a través de una herida de
mordida en la piel o a través de la
membrana mucosa intacta o la con-
juntiva (Allison, 1993; Aufderheide
y cols., 2004; Barret y cols., 2003;
Pinto Dias, 2000, 2003; Rassi y cols,
2000; Rodrigues Coura y de Castro,
2002; World Bank, 1993). Las for-

mas infectivas del parasito alcan-
zan diferentes células en los tejidos,
donde se transforman en la forma
amastigota intracelular. Esta forma
se multiplica y finalmente causa una
explosion de la célula huésped, se-
guida por la liberacion de parasitos
a la circulacién. Alli, se diferencian
a la forma tripomastigota flagelada,
la cual esta lista para invadir nuevas
células, repitiendo asi el ciclo. De
estos ciclos alternantes de infeccién
resultan varias lesiones tisulares.

Ademds del modo de infeccion
por transporte mediante el vector,
que explica cerca del 80-90% de la
transmisién de la enfermedad, hay
otras posibilidades tales como la
transfusién de sangre o la transmi-
sién congénita. Se piensa que estas
formas explican el 5-20% vy el 0,5-
8% de los casos, respectivamente.
Hay otras formas menos comunes
de infeccién tales como la oral (a
partir de comidas o bebidas infecta-
das) o el transplante de 6rganos in-
fectados (Allison, 1993; Aufderheide
y cols., 2004; Barret y cols., 2003;
Pinto Dias, 2000, 2003; Rodrigues
Coura y de Castro, 2002; World
Bank, 1993).

La migracion de latinoameri-
canos infectados desde sus dreas
rurales endémicas originales hacia
areas urbanas, dentro de sus pro-
pios paises o a paises europeos o a
EE.UU. buscando un progreso so-
cioecondémico, ha traido como con-
secuencia dos problemas: la posible
transmision de la enfermedad a tra-
vés de la transfusion de sangre o el
transplante de érganos (Pinto Dias
y cols., 2002; Moraes-Souza, 1999;
Rassi y cols., 2000). Se ha reportado
la transmision de la infeccion por el
T. cruzi a través de transplantes de
6rganos en América Latina (Carva-
hlo y cols., 1997) y en un pais no
endémico como EE.UU., donde se
menciond la aparicion de varios ca-
sos (Chin-Hong y cols., 2011).

La transmisién congénita de la
infeccién por T. cruzi podria ser re-
levante por muchos anos tanto en
areas endémicas como en no endé-
micas por igual. En algunos paises,
como Uruguay, Paraguay y Argenti-
na, se han implementado programas
a nivel nacional en los cuales cada
mujer embarazada es investigada
serolégicamente para la infeccién
por T. cruzi, proveyendo una gufa
diagnéstica en el nacimiento para
un tratamiento rapido (Aufderhei-
de y cols., 2004; Pinto Dias, 2000,
2003; Pinto Dias y cols., 2002; Ro-
drigues Coura y de Castro, 2002).

La transmision oral de la infec-
cién por el T. cruzi causada por in-
gestion de tripomastigotas no es co-
mun pero es posible. Se ha podido
demostrar en animales experimenta-
les y accidentes de laboratorio (Auf-
derheide y cols., 2004). En resumen,
hay multiples maneras de adquirir la
infeccién por T. cruzi, cada una de
las cuales posee una probabilidad
diferente de ocurrencia de acuerdo
con las diferentes situaciones.

La fase aguda de la enfermedad
comienza inmediatamente luego
de la infeccidn, con independencia
del modo especifico de infeccién.
Podria durar de semanas a meses y
es tipicamente asintomatica o esta
asociada con fiebre y otras mani-
festaciones moderadas, no especi-
ficas. Sin embargo, pueden ocurrir
miocarditis o meningo-encefalitis
con serio riesgo para la vida durante
esta fase, particularmente en nifos
y personas inmunocomprometidas.
La tasa de defuncion causada por
estos sintomas severos es del 10%
(Aufderheide y cols., 2004; Pinto
Dias, 2000, 2003; Pinto Dias y cols.,
2002; Rassi y cols., 2000; Rodrigues
Coura y de Castro, 2002; World
Health Organization, 1991).

Después de afos o décadas de
infeccion subclinica, entre un 10 y
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un 50% de los sobrevivientes (de-
pendiendo del area endémica y del
modo de infeccién) del estado agu-
do desarrollan enfermedad de Cha-
gas cronica, la que se caracteriza
por una cardiopatia potencialmente
letal o megasindromes (es decir, me-
gaesofago o megacolon) (Aufderhei-
de y cols., 2004; Pinto Dias, 2000,
2003; Pinto Dias y cols., 2002; Rassi
y cols., 2000; Rodrigues Coura y de
Castro, 2002; World Health Orga-
nization, 1991). Es importante en-
fatizar que incluso las personas que
permanecen asintomadticas pueden
ser infecciosas de por vida, con ba-
jos niveles de pardsitos en sangre y
en otros tejidos (Aufderheide y cols.,
2004; Pinto Dias, 2000, 2003; Pin-
to Dias y cols., 2002; Rassi y cols.,
2000; Rodrigues Coura y de Castro,
2002; World Health Organization,
1991).

Desde el punto de vista del ana-
lisis de la fase crénica, es importan-
te tener en cuenta cuanto tiempo
ha pasado desde que se ha adqui-
rido la infeccion. Se considera una
“fase crénica reciente” cuando la
infeccion ocurrio en los Gltimos diez
anos o si las victimas son ninos me-
nores de 12 anos (Rodrigues Coura
y de Castro, 2002). Los pacientes
con mas de diez afnos de infeccion
se consideran “casos crénicos tar-
dios”. Para disminuir el riesgo de
morbilidad y mortalidad, las per-

sonas infectadas deberian ser trata-
das lo mas tempranamente posible
en el curso de la infeccion con las
drogas disponibles aprobadas. Una
respuesta favorable a ellas depende
criticamente del estadio de desarro-
llo de la enfermedad cuando se hace
el tratamiento.

B TRATAMIENTO QUIMIOTERAPI-
CO DE LA ENFERMEDAD DE CHA-
GAS.

Desde los ultimos anos de la dé-
cada del sesenta dos drogas nitrohe-
terociclicas han estado disponibles
para el tratamiento etiolégico de
la enfermedad de Chagas: un ni-
trofurano, el Nifurtimox (3-metil-
4-(nitrofurfurilidenamina)-tetrahi-
dro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido) vy
un nitroimidazol, el Benznidazol
(N-benzil-2-nitroimidazol acetami-
da) (ver férmulas en Figuras 1). El
uso de estos farmacos para tratar la
fase aguda de la enfermedad es am-
pliamente aceptado. Con indepen-
dencia del mecanismo de la infec-
cion, el paciente debe ser tratado, ya
que cerca del 60% de ellos pueden
ser curados en esta fase (Pinto Dias,
2003; Rodrigues Coura y de Castro,
2002; Urbina y Docampo, 2003).
Sin embargo, el uso de estas drogas
en la fase crénica de la enfermedad
permanece como un tema contro-
vertido.

Una razén para la controversia
reside en el tiempo en que se reali-
za el tratamiento en relaciéon con el
tiempo al cual ocurrié la infeccién.
El tratamiento etiol6gico de los pa-
cientes en la “fase crénica reciente”
de la enfermedad ofrece una prog-
nosis mejor que el de aquellos en
los cuales el tratamiento se hace
en la “fase crénica tardia” (Pinto
Dias, 2003; Mufioz y cols., 2013;
Rodrigues Coura y de Castro, 2002;
Sosa-Estani y cols., 2009; Urbina
y Docampo, 2003). La efectividad
de estas drogas nitroheterociclicas
es mejor para las formas infectadas
extracelulares del T. cruzi presentes
en la fase aguda que para las formas
intracelulares que causan la enfer-
medad crénica (Castro, 2000; Pin-
to Dias, 2003; Rodrigues Coura y
de Castro, 2002; Steverding y Tyler,
2005; Urbina y Docampo, 2003).

Una cuestion importante en el
tratamiento con estas dos drogas es
que su eficiencia quimioterapica va-
ria en los pacientes que provienen
de diferentes areas geogréficas. Este
comportamiento se debe probable-
mente a la infeccion con cepas de T.
cruzi que poseen diferentes respues-
tas a las drogas (Rodrigues Coura y
de Castro, 2002; Urbina y Docam-
po, 2003). Respecto a esto es rele-
vante también tener en cuenta que
las cepas de T. cruzi resistentes a una
de las dos drogas son también resis-
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Figura 1. Nifurtimox y Benznidazol.
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tentes a la otra (Pinto Dias, 2003). La
resistencia del T. cruzi al Benznida-
zol se correlaciona con la deplecion
de las copias del gen de la “enzima
amarilla vieja” (una NADPH flavi-
na oxido-reductasa) (Murta y cols.,
2006).

La seleccién de uno u otro far-
maco para el tratamiento de un pa-
ciente no deberia determinarse por
la respuesta diferente del parasito
sino por la mejor tolerancia hacia
una de las drogas (Pinto Dias, 2003;
Rodrigues Coura y de Castro, 2002).
Los efectos indeseables de estos far-
macos son un inconveniente mayor
en su uso, lo cual frecuentemente
fuerza al médico a suspender el tra-
tamiento (Castro, 2000; Pinto Dias,
2003; Rodrigues Coura y de Castro,
2002).

El Benznidazol hoy es conside-
rado por la Organizacién Mundial
de la Salud como un “medicamento
esencial”. La Organizacién Mundial
de la Salud define a los medicamen-
tos esenciales como “aquellos que
satisfacen las necesidades de la ma-
yor parte de la poblacién y que por
lo tanto deben estar disponibles en
todo momento, en cantidades ade-
cuadas, en formas de dosificaciéon
apropiadas y a un precio que esté al
alcance del individuo y de la comu-
nidad” (World Health Organization,
2013).

Ahora, todos los paises de Améri-
ca pueden acceder al principal trata-
miento para la enfermedad de Cha-
gas a través del fondo estratégico de
la Organizacién Panamericana de la
Salud.

La produccién del Benznidazol,
que se habia discontinuado a nivel
mundial en 2011, actualmente esta
garantizada por el consorcio argen-
tino que en marzo del ahno pasado
resolvié esta crisis de stock. Se co-
menz6 a producir en el pais en mar-

zo de 2012 por una iniciativa publi-
co privada que retine al Ministerio
de Salud de la Nacion, una funda-
cién, una empresa quimica de sin-
tesis y un laboratorio farmacéutico,
responsable de la formulacién, ins-
cripcién y distribucion.

B EFECTOS LATERALES TOXICOS
DEL NIFURTIMOX Y EL BENZNI-
DAZOL OBSERVADOS CLINICA-
MENTE.

Médicos y pacientes han repor-
tado efectos colaterales indeseables
serios del Nifurtimox y Benznidazol
durante su uso clinico. Los efectos
observados mas frecuentemente fue-
ron anorexia y pérdida de peso, nau-
seas y vomitos, excitacion nerviosa,
insomnio, depresiones psiquicas,
convulsiones, desequilibrio con vér-
tigo, desorientacion, olvidos, pares-
tesias, adinamia, fenémenos acusti-
cos e intolerancia al alcohol. Todos
se han descrito en detalle en las
revisiones disponibles en la literatu-
ra (Castro, 2000; Pinto Dias, 2003;
Rodrigues Coura y de Castro, 2002).

Rodrigues Coura y de Castro
sefalaron que los efectos adversos
mas frecuentes del tratamiento con
Nifurtimox fueron: anorexia, pérdi-
da de peso, alteraciones psiquicas,
excitabilidad o insomnio, manifesta-
ciones digestivas tales como nduseas
y vémitos y, ocasionalmente, célico
intestinal y diarrea (Rodrigues Coura
y de Castro, 2002). De acuerdo con
los autores, la frecuencia y seriedad
de los efectos tdxicos observados
clinicamente con el Benznidazol
eran diferentes en intensidad vy tipo.
En este caso, eran mds notorias las
manifestaciones dérmicas (hipersen-
sibilidad, dermatitis con erupciones
cutdneas) ademds de edema gene-
ralizado, fiebre, linfoadenopatia,
y dolor articular y muscular (Ro-
drigues Coura y de Castro, 2002).
La depresion de la médula 6sea, la
purpura trombocitopénica y la agra-

nulocitosis eran las manifestaciones
mas severas. También se reportaron
polineuropatias, parestesias y poli-
neuritis. De acuerdo con Rodrigues
Coura y de Castro, las dos compli-
caciones mas serias inducidas por el
Benznidazol son la agranulocitosis,
iniciada por neutropenia, dolor de
garganta, fiebre y septicemia y la
purpura trombocitopénica caracteri-
zada por reduccion de las plaquetas,
petequias, ampollas hemorragicas e
incluso sangrado en mucosas (Ro-
drigues Coura y de Castro, 2002).
En general, las manifestaciones de
toxicidad en piel y médula ésea son
mas intensas para el Benznidazol,
mientras que aquellas en el sistema
nervioso (es decir, anorexia, cefa-
lea, excitacion psiquica, pérdida de
peso, polineuropatia, vémitos, in-
somnio) son mas intensas con el Ni-
furtimox (Castro, 2000; Pinto Dias,
2003; Rodrigues Coura y de Castro,
2002).

B TOXICIDAD DEL NIFURTIMOXY
BENZNIDAZOL EN SISTEMAS EX-
PERIMENTALES.

Para el tiempo en que estas dos
drogas fueron introducidas al uso
clinico regular, las exhaustivas y
detalladas investigaciones toxico-
[6gicas preclinicas realizadas por
Bayer con el Nifurtimox estaban
disponibles en la literatura (Hoff-
mann, 1972; Lorke, 1972; Steinhoff
y Grundmann, 1972).

Incluian la toxicidad aguda en
diferentes especies; la toxicidad sub-
crénica en la rata por encima de las
26 y 13 semanas; estudios subcroé-
nicos de neurotoxicidad en gallinas;
toxicidad crénica en el perro luego
de administracién oral por 52 sema-
nas; y estudios de la influencia del
Nifurtimox sobre la espermatogé-
nesis en el ratén (Hoffmann, 1972).
Fueron reportados mas estudios re-
lacionados con investigaciones so-
bre embriotoxicidad y teratogenici-
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dad en el ratén, ademas de fertilidad
y comportamiento reproductivo ge-
neral en la rata (Lorke, 1972).

El material publicado disponible
para el Nifurtimox también inclu-
ye los resultados de una prueba de
carcinogenicidad luego de su admi-
nistracion oral y subcutanea en ratas
(Steinhoff y Grundmann, 1972), pa-
rametros farmacocinéticos relevan-
tes (Duhmy cols., 1972; Medenwald
y cols., 1972) y, mas importante, los
resultados de ensayos clinicos en
pacientes infectados agudos y cré-
nicos (Wegner y Rohwedder, 1972).

En el resumen de los resultados
de las investigaciones toxicoldgicas,
los autores reportaron que la DL50
del Nifurtimox estaba entre 3000 y
4000 mg (oral) para ratas y ratones
(Hoffmann, 1972). Interesante es no-
tar que las ratas tratadas con 1000
mg/kg (oral) tuvieron que ser discon-
tinuadas luego de sélo una semana
debido a la aparicién de sintomas
severos de toxicidad del SNC. En
los estudios toxicolégicos subcroni-
cos, la dosis mas alta, de 400 mg/
kg, resulté en sintomas neuroldgicos
severos que causaron la muerte de
6 de las 25 ratas hembra en sélo la
tercera semana de tratamiento (Hoff-
mann, 1972). Los estudios histopa-
tol6gicos hechos en estos animales
revelaron cambios degenerativos,
especialmente en los nicleos del
cerebro (Hoffmann, 1972). La ce-
sacion del tratamiento fue seguida
por restitucién. Diez semanas des-
pués del fin del tratamiento hubo
evidencias de una cura defectuosa:
espongiosis, proliferacién de células
de la glia, disminucion en el nimero
de células nerviosas y dilatacion de
los capilares cerebrales (Hoffmann,
1972).

En aquellos estudios tempranos
de toxicidad del Nifurtimox en ra-
tones se observé inhibicién de la
espermatogénesis. En los tdbulos

seminiferos habia espermatogo-
nias mostrando nucleos picnéticos
pero no habia células espermaticas
maduras. Sin embargo, los efectos
fueron descriptos como reversibles
a las nueve semanas luego del trata-
miento (Hoffmann, 1972). Estudios
de nuestro laboratorio evidenciaron
que el Nifurtimox produce efectos
deletéreos intensos en las células de
Sertoli a nivel ultraestructural en el
reticulo endopldsmico y las mito-
condrias, al igual que en la membra-
na perinuclear, pero también altera-
ciones en forma y configuracion de
las espermatides y los espermatozoi-
des maduros. Las alteraciones indu-
cidas por Benznidazol eran simila-
res en naturaleza pero bastante me-
nos intensas y frecuentes (Bernacchi
y cols., 1986).

Se realizaron experimentos adi-
cionales con respecto a la embrio-
toxicidad del Nifurtimox en ratas y
ratones al igual que estudios sobre
los efectos en la fertilidad y el com-
portamiento reproductivo en general
(Lorke, 1972). Se encontré que todas
las dosis orales desde 20 a 125 mg/kg
perjudicaban a las ratas prefadas. A
pesar del perjuicio, sin embargo, no
se inducian malformaciones (Lorke,
1972). Las dosis mayores (50 y 125
mg/kg) resultaron en una reduccién
dependiente de la dosis en el peso
corporal de los fetos de las ratas.
Para evaluar el efecto del Nifurtimox
sobre el comportamiento reproduc-
tivo general de las ratas jovenes de
ambos sexos, distintos regimenes de
dosis de la droga se administraron
en el alimento por varias semanas.
Las dosis por encima de 300 ppm no
danaron a las ratas hembra o macho
y no perjudicaron su habilidad para
reproducirse (Lorke, 1972). Sin em-
bargo, a 600 ppm las ratas macho se
tornaron incapaces de reproducirse.
Después de suspender el tratamien-
to, este efecto no fue reversible, in-
cluso después de largos periodos
(Lorke, 1972). No hay disponible en

la literatura informacion equivalente
para el caso del Benznidazol.

Nuestro laboratorio, sin embar-
go, realizé algunos experimentos
que podrian ser relevantes para eva-
luar la toxicidad reproductiva de
estas dos drogas. En efecto, reporta-
mos que la administracién tanto de
Nifurtimox como de Benznidazol a
ratas hembra producia efectos dege-
nerativos ultraestructurales en los di-
ferentes tipos de células del ovario.
Alteraciones especificas tales como
hinchazoén, disrupcién, desorgani-
zacion y pérdida de los componen-
tes de la matriz fueron observadas
en las mitocondrias ovaricas (de
Castro y cols., 1989).

En estudios adicionales pudimos
observar que cuando se administra
Benznidazol marcado con radioac-
tividad (["*C]-Benznidazol) oralmen-
te a ratas en el dia 20 de la prefez,
la droga era absorbida rapidamen-
te, cruzaba la barrera placentaria
y llegaba a los fetos. Encontramos
también que bajo aquellas circuns-
tancias los metabolitos reactivos del
Benznidazol se unfan no sélo a las
proteinas maternas sino también a
las fetales (de Toranzo y cols., 1984).
Esto sugiere un riesgo potencial para
la ocurrencia de alteraciones en los
fetos. Deberian preverse problemas
toxicolégicos para los recién naci-
dos lactantes si las madres alimen-
tan a pecho a sus crias cuando es-
tan siendo tratadas con una de estas
drogas, ya que tanto el Benznidazol
como el Nifurtimox llegan al tejido
mamario para pasar a través de la
leche al recién nacido alimentado a
pecho (Aguilar y cols., 1990; Duhm
y cols., 1972).

Basandose en pruebas de labo-
ratorio, hallazgos histolégicos y ma-
croscépicos se establecié una dosis
oral sin efecto de 25 mg/kg durante
tres semanas de Nifurtimox en aque-
llos estudios tempranos (Hoffmann,
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1972). Esto es de interés consideran-
do el hecho de que se encontraron
concentraciones locales mayores de
Nifurtimox en los rifiones y el higa-
do al igual que en la piel, pulmones,
glandulas suprarrenales, glandula
tiroides, pared de la aorta y glandu-
la de Cowper (sin tomar en cuenta
el tracto gastrointestinal, donde la
excrecion tuvo lugar luego de una
dosis Unica de Nifurtimox) (Duhm
y cols., 1972). Nuestro laboratorio
realiz6 algunos estudios de distribu-
cién para el Benznidazol. Luego de
una dosis oral Unica de esta droga,
el higado, el estdmago y los rifiones
poseifan las concentraciones mas al-
tas a una hora. Todos los otros 6rga-
nos mostraron concentraciones bas-
tante similares a las halladas en san-
gre (Diaz de Toranzo y cols., 1986).

Luego de aquellos estudios tem-
pranos de toxicidad en érganos
blanco hechos para el Nifurtimox
por su fabricante y sabiendo que no
habfa estudios equivalentes para el
Benznidazol en la literatura en el
momento que fue introducido en el
mercado, nuestro laboratorio inicié
una serie de estudios ultraestructura-
les sobre los efectos potenciales del
Nifurtimox y del Benznidazol sobre
diferentes 6rganos. Por ejemplo, se
demostré que la administracion de
Benznidazol a ratas macho causa al-
teraciones significativas en la corte-
za suprarrenal involucrando las zo-
nas fasciculata y reticularis pero no
la glomerular. Los animales tratados
con Benznidazol revelaron la pre-
sencia de células en las zonas fasci-
culata y reticularis con acumulacion
marcada de lipidos y alteraciones en
los ndcleos, reticulo endoplasmico
y mitocondrias (de Castro y cols.,
1992).

Para el caso del Nifurtimox, los
efectos deletéreos involucraban las
mismas zonas suprarrenales que
aquellas alteradas por el Benznida-
zol, pero los efectos en ellas eran

diferentes. No se observaba acumu-
lacién lipidica. Sin embargo, las al-
teraciones observadas involucraban
las mitocondrias, nucleos, aparato
de Golgi y el reticulo endoplasmico,
pero eran mas intensas en las mito-
condrias (de Castro y cols., 1990).

En esta linea de investigacién
nuestro laboratorio también estudi6
los efectos de la administracion de
Nifurtimox sobre la mucosa col6-
nica de la rata. Los resultados mos-
traron alteraciones intensas en las
células epiteliales que consistian
en dilatacién moderada del reticulo
endopldsmico pero una dilatacion
intensa del aparato de Golgi (de
Mecca y cols., 2001). Los dltimos
efectos sugieren la ocurrencia po-
tencial de alteraciones serias en la
sintesis y almacenamiento de pro-
ductos secretorios de la mucosa co-
[6nica provocados por la administra-
cion de Nifurtimox. El Benznidazol
también posee un efecto deletéreo
sobre el colon. En efecto, la muco-
sa colonica de las ratas tratadas con
Benznidazol mostré alteraciones ul-
traestructurales intensas, abundante
secrecion mucosa a nivel de las cé-
lulas Goblet y dilatacion del reticulo
endoplasmico y el aparato de Gol-
gi en las células epiteliales (Diaz y
cols., 2000).

Resultados de nuestro laborato-
rio también mostraron la ocurren-
cia de alteraciones evidentes en la
ultraestructura del tejido esofagico
de ratas que recibieron Benznidazol
por via intragastrica. Las alteracio-
nes no eran obvias aunque no muy
intensas. Inclufan la separacion vy
aglomeracién de poliribosomas; la
reduccién en la presencia de des-
mosomas y en la cantidad de bac-
terias en su superficie (de Castro y
cols., 2003). El significado potencial
de estas alteraciones en el tejido
tanto colénico como esofdgico no
estd completamente claro hasta el
presente. Sin embargo, deberia ser

digno de considerarse a la luz de la
tendencia actual de utilizar estas dos
drogas en la “fase indeterminada” de
la enfermedad de Chagas. Cualquier
efecto deletéreo de los farmacos en
este estadio serfa aditivo o sinérgico
con aquellos inducidos por la evolu-
cién de la enfermedad, por ejemplo
hacia un megaeséfago.

Los primeros estudios toxicologi-
cos hechos por el productor de Ni-
furtimox incluyeron la prueba para
carcinogenicidad cuando la dro-
ga se administraba en forma tanto
oral como subcutdnea (Steinhoff y
Grundmann, 1972). Los resultados
fueron diferentes en hembras que en
machos. En las hembras la adminis-
tracion po de Nifurtimox disminuyé
significativamente el porcentaje de
tumores malignos (carcinosarcoma
de la glandula mamaria, adeno-
carcinoma de ovario) que ocurrian
espontaneamente en ellas (de 36 a
12%) pero aumentd significativa-
mente el porcentaje de ratas con
tumores (fibroadenoma de glandula
mamaria, fibroma de mama, heman-
gioma suprarrenal) (de 36 a 64%).
En la rata macho el porcentaje de
tumores malignos (adenocarcinoma
de la vesicula biliar, carcinoma de
vejiga) observado luego de la ad-
ministracion oral de Nifurtimox fue
significativamente mayor que en el
grupo control (16 contra 28%). Tam-
bién, el porcentaje de tumores be-
nignos (adenoma adrenal, heman-
gioma adrenal, adenoma mamario)
fue significativamente mayor (4 con-
tra 24%) (Steinhoff y Grundmann,
1972). La localizacién de tumores
modulados por la administracién
po de Nifurtimox a ratas hembra fue
la misma que la de los que ya ocu-
rrian espontaneamente (Steinhoff y
Grundmann, 1972). Sin embargo,
en el caso de los canceres o tumo-
res inducidos por Nifurtimox en las
ratas macho fueron observados in-
volucrando localizaciones que no
ocurrian en los controles (adenocar-
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cinoma de la vesicula biliar, heman-
gioma adrenal, adenoma adrenal,
fibroma mamario, simpatogonioma
de la glandula suprarrenal) (Stein-
hoff y Grundmann, 1972).

En estudios posteriores con am-
bas drogas administradas a ratones
hembra se evidenciaron diferencias
significativas en la incidencia de
linfomas (Teixeira y cols., 1994). El
riesgo aumentado tumoro/carcino-
génico causado por estas dos drogas
nitroheterociclicas puede no ser una
sorpresa, considerando los diversos
estudios disponibles al dia de hoy
evidenciando sus propiedades geno-
toxicas. La mayoria de los estudios
realizados respecto a esta materia
en el pasado han sido previamente
revisados y no se consideraran aqui
de nuevo (Castro, 2000). Sin em-
bargo, la consideracién de algunos
resultados utilizando pruebas mas
familiares para los toxicélogos ge-
nerales merece mencionarse aqui.
Por ejemplo, la actividad mutagé-
nica del Nifurtimox fue ensayada
en diferentes cepas de Salmonella
typhymurium en el ensayo de muta-
genicidad de Ames y en una version
simplificada del mismo conocida
como Simultest (Melo y Ferreira,
1990; Moraga y Graft, 1989; Nagel,
1987). El Nifurtimox no evidencid
toxicidad (reversién His*) en el sis-
tema TA100 en diferentes estudios
y en el Simultest (Melo y Ferreira,
1990; Moraga y Graft, 1989; Nagel,
1987). La mutagenicidad del Nifurti-
mox fue también probada en la cepa
isogénica uvrB* UTH8414 y llevé a
resultados negativos (Nagel, 1987).
Estos resultados podrian indicar que
las enzimas de reparacién de la es-
cision estan involucradas en la re-
paracién de lesiones inducidas por
el Nifurtimox. Se observaron resul-
tados similares con el Benznidazol
(Nagel, 1987). Lo que es mas, los
efectos genotdxicos del Nifurtimox
y el Benznidazol sobre los mutantes
resistentes a la nitrofurazona (cuyos

fenotipos resistentes se considera
que son atribuibles a su pérdida de
actividad nitroreductiva) fueron ne-
gativos (Nagel, 1987). Esos hallaz-
gos evidenciaron que la mutageni-
cidad observada en los sistemas de
ensayo bacterianos esta relacionada
mas probablemente con su activi-
dad nitroreductiva.

El efecto genotdxico potencial de
ambos, Nifurtimox y Benznidazol,
fue evaluado también en los siste-
mas de los mamiferos (Gorla, 1987;
Gorla y Castro, 1985; Gorla y cols.,
1988, 1989; Navarro y cols., 1984).
Navarro et al. reportaron el efecto
del Nifurtimox y Benznidazol sobre
la induccién de eritrocitos micronu-
cleados en ratones y sobre la induc-
cién de aberraciones cromosémicas
en linfocitos humanos en ensayos in
vitro (Gorla y cols., 1986). Los re-
sultados de ambas pruebas, el ana-
lisis microsomal y las aberraciones
cromosémicas, fueron claramente
indicadores de los efectos clastogé-
nicos del Nifurtimox y Benznidazol,
en roedores in vivo y en células hu-
manas in vitro. Gorla y Castro repor-
taron un aumento no significativo
en la formacién de microndcleos
en la medula ésea o los linfocitos
esplénicos de ratones tratados con
Benznidazol administrada oralmen-
te por encima de 2000 mg/kg (Gorla
y Castro, 1985). En contraste, el Ni-
furtimox caus6é un aumento estadis-
ticamente significativo con la mayor
dosis usada (2000 mg/kg) en la for-
macién de microndcleos en la me-
dula 6sea del raton (Gorla, 1987).
En estudios sobre la frecuencia de
intercambios entre cromdtidas her-
manas en los linfocitos esplénicos
de ratones luego de exposicion al
Nifurtimox o al Benznidazol a dosis
por encima de 2000mg/kg, Gorla
demostré que el Nifurtimox pero no
el Benznidazol Ileva a una frecuen-
cia aumentada de intercambio de
crométidas hermanas (Gorla, 1987).
Mas relevante, Gorla y colaborado-

res reportaron un incremento de 13
veces en las aberraciones cromo-
sémicas analizadas de cultivos de
linfocitos periféricos de dos grupos
de nifnos con Chagas antes y des-
pués del tratamiento con Nifurtimox
(Gorla y cols., 1989). Los estudios
en dos grupos de nifos con Chagas
antes y después del tratamiento de
Benznidazol demostraron niveles
pequenos pero estadisticamente sig-
nificativos de linfocitos interfase con
microndcleos y aberraciones cro-
mosomicas (Gorla y cols., 1988).

En el curso de estudios bioqui-
micos, Gorla y colaboradores repor-
taron que los metabolitos reactivos
del Benznidazol se unfan covalente-
mente tanto al ADN como a las pro-
teinas nucleares cuando el farmaco
se incubaba en un medio anaerobio
en presencia o ausencia de NADPH
(Gorlay cols., 1986). La unién cova-
lente a las proteinas nucleares com-
prende proteinas acidas no histonas.
En esos estudios no fue posible nin-
guna identificacién ni de la estruc-
tura del metabolito reactivo formado
ni de los productos formados entre
ellos y las bases o aminoacidos de
ADN (Gorla y cols., 1986).

La evidencia disponible indica
también que tanto el Nifurtimox
como el Benznidazol modifican sig-
nificativamente la respuesta inmune
del huésped. El efecto depende tanto
de la droga como del huésped. Por
ejemplo, en estudios sobre las reac-
ciones dérmicas positivas al PPD en
cobayos inmunizados se report6 que
la administracién de Nifurtimox im-
pacté en la respuesta inmune espe-
cifica mediada por células al PPD
tanto in vivo como in vitro (Lelchuk
y cols., 1977). En otros estudios, el
tratamiento con Nifurtimox llevé a
una pérdida de la resistencia a la re-
infeccion con T. cruzi, asociada pro-
bablemente con respuestas inmunes
anti-T. cruzi mediadas humoralmen-
te y por células respectivamente
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(Cabeza y cols., 1988). En el caso
de Benznidazol, algunos trabajado-
res reportaron una inmunosupresién
severa mediada por células en cone-
jos infectados con T. cruzi e inmu-
nizados con BCG (Teixeira y cols.,
1990). Sin embargo, en otros estu-
dios se reporté que la activacién del
sistema inmune por el pardsito y el
interferon-gamma enddégeno juega
un papel principal en la eficacia del
Benznidazol contra la infeccién con
el T. cruzi.

B METABOLISMO DEL NIFURTI-
MOX Y EL BENZNIDAZOL Y SU
RELACION CON SUS EFECTOS
COLATERALES TOXICOS Y SUS
PROPIEDADES  QUIMIOTERAPI-
CAS.

Existe consenso general acerca
de los efectos toxicos de los com-
puestos nitrados y de que el Nifurti-
mox o el Benznidazol en particular
requieren la reduccién enzimatica
de su grupo nitro. La nitroreduccion
del Nifurtimox y del Benznidazol
resulta en activaciéon més que en de-
toxificacién. Durante este proceso
de bioactivacion, se forman meta-
bolitos reactivos quimicamente. Los
metabolitos reactivos producidos
son considerados radicales libres en
su naturaleza. La evidencia disponi-
ble sugiere que los radicales libres

generados durante la nitroreduccion
del Nifurtimox o del Benznidazol
son un radical nitroanién (RNO,")
y el radical libre hidronitréxido
(RNHO), respectivamente. El proce-
so nitroreductivo general de ambos
nitroheterociclos se representa en la
Figura 2.

Las reacciones de transferencia
del tipo de la abstraccion de hidro-
genoy las reacciones de adicién son
comunes para los radicales libres y
a menudo compiten y poseen cons-
tantes de velocidad similares. La
reaccion del RNO,” con el oxigeno
puede llevar por ciclo redox a la for-
macién del anién superéxido. Esta
reaccion podria ser de relevancia
bajo condiciones aerdbicas y pro-
b6 estar involucrada en el caso del
Nifurtimox pero no en el del Benz-
nidazol (Castro, 2000). En el caso
del Benznidazol, el proceso reduc-
tivo es capaz de proceder incluso
in vivo, al correspondiente derivado
amino y durante esta biotransforma-
cién se forma un metabolito reactivo
(presumiblemente el RNHO)).

Se cree que la toxicidad del
Benznidazol aparece debido a la
interaccion de sus metabolitos reac-
tivos con el ADN; proteinas y lipi-
dos u otros componentes celulares
relevantes (Castro, 2000; de Toranzo

y cols., 1984, Gorla y cols., 1986;
Masana y cols., 1984a, 1985). Estos
mecanismos estarian involucrados
no solamente en los efectos de to-
xicidad en mamiferos sino también
en las acciones deletéreas sobre el T.
cruzi, las cuales son responsables de
su accion quimioterdpica (Diaz de
Toranzo y cols., 1988).

En el caso del Nifurtimox, inves-
tigadores en este campo considera-
ron que la formaciéon de especies
reactivas de oxigeno podria ser el
proceso clave involucrado en los
efectos toxicos y quimioterapéuticos
del Nifurtimox (Castro, 2000). Tam-
bién se observaron reacciones del
Nifurtimox con moléculas criticas
que contienen sulfhidrilos con gene-
racién de nitrito pero el rol de estas
reacciones en los efectos del Nifur-
timox no es conocido (Diaz y cols.,
2004; Montalto de Mecca y cols.,
2002). Los resultados disponibles
muestran que la peroxidacién lipi-
dica ocurre en el higado pero sélo
después que los niveles de gluta-
tién disminuyeron significativamen-
te (Castro y Castro, 1985; Castro y
cols., 1988).

Respecto a la naturaleza de las
enzimas involucradas en la nitro-
reduccion del Benznidazol o el
Nifurtimox la informacién disponi-
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Figura 2. Caminos metabdlicos nitroreductivos posibles del Nifurtimox y del Benznidazol.
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Figura 3. Hipdtesis de trabajo sobre los mecanismos de accién téxica para Benznidazol y Nifurtimox.

ble indica que la citocromo P450
reductasa y el citocromo P450 son
las més relevantes en el metabolis-
mo nitroreductivo hepatico de am-
bas drogas (Aguilar y cols., 1985,
1987a, 1987b; Castro, 2000; Mon-
talto de Mecca y cols., 2002; de
Toranzo y cols., 1983, 1997; Diaz y
cols., 2004; Masana y cols., 1984a,
1984b, 1985). Las fracciones mas
pequenas de la capacidad nitrore-
ductiva hepdtica fueron atribuidas
a la xantina oxidoreductasa y a la
aldehido oxidasa (Aguilar y cols.,
1985, 1987a, 1987b; Diaz y cols.,
2004; Masana y cols., 1984b).

Resulté también de interés inves-
tigar si el metabolismo hepatico de
ambos farmacos era susceptible a la
influencia de inductores conocidos
de las biotransformaciones de la fase
[. Pudo observarse que en animales
expuestos crénicamente al alcohol,
la nitroreduccién hepética de los
dos farmacos se incrementaba en los
animales macho, no asi en las hem-
bras (de Mecca y cols., 2013).

En otras localizaciones distintas
al higado (testiculos, ovarios, supra-
rrenales, colon, esdfago) la inten-
sidad de los procesos enzimdaticos

8y Vo

Pt A,

relativos puede variar hasta cierto
punto (Bernacchi y cols., 1986; de
Castro y cols., 1989, 1990, 1992,
2003; Diaz y cols., 2000). Un caso
interesante respecto a esto es el del
tejido mamario, que es una de las
fuentes mas ricas de xantino oxido-
reductasa en todo el cuerpo, donde
esta enzima posee correspondien-
temente un papel relevante en el
proceso nitroreductivo total (Bartel y
cols., 2009, 2010; de Meccay cols.,
2007).

En los drganos donde el P450
esta presente no s6lo en los micro-

\iv.:’-";"}ﬂ.'ni"h Sl T

Figura 4. Ultraestructura de la glandula adrenal de rata macho (control). En las dos primeras fotos (x 14.000)
observamos la zona fasciculata, mostrando ntcleos redondos, abundantes mitocondrias esféricas con crestas ve-
siculares, un aparato de Golgi bien desarrollado, numerosos ribosomas libres y polisomas, y abundante reticulo
endoplasmatico liso tubular. También observamos gotas grasas rodeadas por una membrana. En la tercera foto (x
8800) podemos observar un detalle de la zona reticularis. Observamos un reticulo endoplasmico liso abundante
con una dilatacién moderada y la presencia de granulos de lipofucsina en el citoplasma. Referencia: Exp Mol
Pathol 52: 98-108 (1990).
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Figura 5. Ultraestructura de la glandula adrenal de rata macho (tratadas con una sola dosis de Nifurtimox, 100 mg/
kg p.o. y sacrificadas 24 hs después). En las dos primeras fotos podemos observar las alteraciones producidas en
la zona fasciculata: la membrana perinuclear exhibe una marcada dilatacién. Las mitocondrias aparecen severa-
mente dafiadas, con pérdida parcial o completa de sus crestas y doble membrana. También hay vesiculizacion en
el reticulo endoplasmico liso. En la tercera foto observamos el dafio producido en la zona reticularis: las membra-
nas del reticulo, del Golgi y perinuclear aparecen dilatadas. Las mitocondrias presentan un swelling moderado.

Todas las fotos tienen un aumento de 14.000. Referencia: Exp Mol Pathol 52: 98-108 (1990).

somas sino también en las mitocon-
drias (6rganos esteroideogénicos) la
localizacién subcelular de la capa-
cidad nitroreductiva fue demostrada
en ambas organelas y la localiza-
cién subcelular de la injuria celular
cambié en consecuencia (Bartel y
cols., 2010; Bernacchi y cols., 1986;
de Castro y cols., 1989, 1990, 1992,
2003; Diaz y cols., 2000).

Las implicaciones practicas de
estos hallazgos probaron ser signifi-
cativas. Por ejemplo, la observacion
de que el feto es capaz de bioactivar
al Benznidazol (y probablemente
al Nifurtimox) forzd la prohibicion
de su uso en mujeres embarazadas

(de Toranzo y cols., 1984). Algunos
médicos en los tiempos muy preco-
ces del uso de ambas drogas fueron
tentados de prevenir la transmision
congénita de la enfermedad. Alter-
nativamente, la capacidad nitrore-
ductiva metabdlica baja para bioac-
tivar el Nifurtimox o el Benznidazol
del recién nacido ofreci6 una alter-
nativa racional para tratar al recién
nacido infectado (Aguilar y cols.,
1987a; Bulffer y cols., 2011). A esa
edad la bioactivacién nitroreductiva,
que es responsable de la toxicidad,
es baja, mientras que la susceptibi-
lidad del T. cruzi a las drogas es la
misma (de Toranzo y cols., 1988).
Estos hallazgos llevan a bases ra-
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cionales para concluir que los nifios
pequenos deberian ser tratados tan
pronto como sea posible luego de la
infeccion (Pinto Dias, 2000, 2003;
Rodrigues Coura y de Castro, 2002).
Las expectativas de éxito son épti-
mas en este punto.

En lo que concierne a la toxici-
dad cardiaca también ha sido rele-
vante poder demostrar un comporta-
miento completamente diferente en-
tre ambos farmacos, con una signi-
ficativa menor toxicidad a favor del
Benznidazol (Bartel y cols., 2007;
Mecca y cols., 2008). Hay que te-
ner en cuenta que en los pacientes
chagasicos frecuentemente ya existe

A

Figura 6. Microfotografias electrénicas de transmision de tejido cardiaco de ratas expuestas a una dosis Gnica de

Nifurtimox (100 mg/kg po). Puede observarse la vacuolizacién del citoplasma, la separacion y pérdida de las mi-
crofibrillas, dilatacién mitocondrial y condensacién de la cromatina perinuclear. X 17.600. Referencia: Human
Exp Toxicol 26: 781-788 (2007).
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una cardiopatia vinculada con la en-
fermedad por lo que un eventual tra-
tamiento no deberia incrementar el
riesgo sobre la funcién cardiaca. Los
resultados sugieren que el Nifurti-
mox podria agravar las condiciones
cardiacas adversas preexistentes por
la enfermedad misma.

B PROBLEMAS Y NECESIDADES
FUTURAS.

El problema de la enfermedad de
Chagas involucra algunos factores
relacionados que incluyen la salud
publica, factores cientificos, eco-
némicos, educacionales, politicos
y otros. Sin embargo, la necesidad
mds urgente es encontrar nuevas
drogas para el tratamiento de esta
enfermedad. Las dos drogas disponi-
bles no son completamente efectivas
y han mostrado importantes efectos
toxicos colaterales. El desafio per-
manece en la comunidad cientifica
(incluyendo a los toxicélogos). Las
compaiiias farmacéuticas han re-
ducido drasticamente su inversion
en el desarrollo de drogas para las
enfermedades tropicales. La razén
principal de esto es econémica. El
desarrollo de una nueva droga re-
quiere usualmente de decenas de
millones de délares para un pro-
ducto exitoso y la perspectiva de un
retorno econémico razonable es po-
bre (Aufderheide y cols., 2004; Ste-
verding y Tyler, 2005; World Bank,
1993; World Health Organization,
1991).

Actualmente existen esfuerzos
intensos de la comunidad cientificos
para establecer nuevos tratamientos
o drogas (Steverding y Tyler, 2005;
Urbina y Docampo, 2003). Sin em-
bargo, tanto el Benznidazol como el
Nifurtimox seran todavia las Unicas
drogas disponibles por algin tiem-
po. Esta revision pretende solamente
asegurarse de que los médicos que
prescriben tengan a mano un resu-
men de los efectos adversos de las

drogas para permitirles tomar deci-
siones riesgo-beneficio apropiadas.
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B GLOSARIO.

Adinamia: Es la ausencia de movi-
miento o reaccién, lo que puede
llevar a un estado de postracién.
Las causas pueden ser fisicas o psi-
colégicas. Se manifiesta por falta de
fuerza, debilidad, o la ausencia de
iniciativa fisica y emocional como
consecuencia de un estado patol6-
gico.

Agranulocitosis: Es una insuficien-
cia de la médula ésea para producir
suficientes glébulos blancos (neu-
trofilos). La médula dsea es el teji-
do blando dentro de los huesos que
ayuda a formar células sanguineas.

Amastigota: Una de las formas celu-
lares del T. cruzi, esférica u ovalada.
Es la forma reproductiva en el inte-
rior de las células mamiferas (prin-
cipalmente en células musculares y
nerviosas).

Clastogénico: Los agentes clastogé-
nicos son agentes fisicos o quimi-
cos capaces de inducir roturas en
los cromosomas que no se reparan
o se reparan mal. Los procesos clas-
togénicos pueden llevar a cambios

estructurales de los cromosomas fa-
cilmente observables en la metafase
del ciclo celular, como las aberra-
ciones cromosdémicas.

Desmosomas: Son estructuras ce-
lulares que mantienen adheridas a
células vecinas. Los desmosomas
permiten ademas que exista cier-
to movimiento en comdn entre las
células adyacentes que estan unidas
mediante ellos.

Glandulas de Cowper: Estas peque-
fias glandulas se encuentran debajo
de la préstata y su funcién es secre-
tar un liquido alcalino que lubrica
y neutraliza la acidez de la uretra
antes del paso del semen en la eya-
culacion.

Hemangioma: Es una neoplasia, ge-
neralmente benigna, de los vasos
sanguineos caracterizada por la apa-
ricion de un gran ndmero de vasos
normales y anormales sobre la piel u
otros 6rganos internos.

Linfadenopatia: Es un aumento del
tamafio de los foliculos linfaticos.
Estos foliculos contienen glébulos
blancos normales llamados linfoci-
tos. El cuerpo produce més linfoci-
tos para ayudar a impedir el ingreso
de bacterias, virus u otros tipos de
microbios al torrente sanguineo.

Megaeséfago y megacolon: Patolo-
gias que llevan a la dilatacion de los
6rganos del aparato digestivo con
compromiso del transito normal.
Las condiciones de los “megas” di-
gestivos resultan de la destruccion
masiva de neuronas en el plexo
mientérico durante la infeccién agu-
da y la incapacidad de las neuronas
de regenerarse. Los 6rganos megas
se observan durante la vida adulta,
cuando se presume que la pérdida
fisiol6gica de neuronas en un plexo
ya danado, alcanza niveles criticos
apareciendo severa disperistalsis y
una mayor dilatacion de los érganos.
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El megaesofago es la patologia mas
frecuente siguiéndole el megacolon
en orden de deteccién; sin embargo
existen formas leves de disfuncién
digestiva en gran porcentaje de los
pacientes que no muestran patolo-
gia manifiesta en los estudios habi-
tuales del aparato digestivo.

Meningoencefalitis: es una enferme-
dad que combina ambas meningitis:
por un lado, una infeccién o una
inflamacién de las meninges, y la
encefalitis, que es una infeccién o
una inflamacién del cerebro. Hay
muchos organismos causantes, tanto
patégenos virales como bacteriales
y también parasitos.

Miocarditis: La miocarditis es un
trastorno poco comdin, generalmen-

te causado por infecciones virales,
bacterianas o micéticas que afectan
el corazén.

Neutropenia: También conocida
como granulocitopenia, es la dismi-
nucion aguda o crénica de granulo-
citos de la sangre. Es una condicién
anormal de la sangre que puede pre-
disponer al cuerpo humano a con-
traer infecciones.

Parestesia: Se define como la sensa-
cién anormal de los sentidos o de
la sensibilidad general. Se traduce
por una sensacion de hormigueo,
adormecimiento,  acorchamiento,
etc., producida por una patologia en
cualquier sector de las estructuras
del sistema nervioso central o peri-
férico.

Polirribosoma: Es un conjunto de
ribosomas asociados a una molécu-
la de MARN (ARN mensajero) para
realizar la traduccion simultanea de
una misma proteina.

Pdrpura trombocitopénica: Es un
trastorno hemorragico en el cual
el sistema inmunitario destruye las
plaquetas que son necesarias para
la coagulacion normal de la sangre.
Las personas con la enfermedad tie-
nen muy pocas plaquetas en la san-

gre.

Simpatogonioma: Tumor que consti-
tuye una variedad de otro, el neuro-
blastoma, y que esta compuesto de
células muy inmaduras similares a
linfocitos pero de menor tamano.
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historia de las ciencias, cronicas de actualidad, biografias, obituarios y comentarios bibliograficos. Desde

el afio 2009 la revista tiene difusion en version on line (Www.aargentinapciencias.org)

PRESENTACION DEL MANUSCRITO

El articulo podra presentarse via correo electrénico, como documento adjunto, escrito con procesador
de texto word (extensiéon «doc») en castellano, en hoja tamafio A4, a doble espacio, con margenes de
por lo menos 2,5 cm en cada lado, letra Time New Roman tamafo 12. Las paginas deben numerarse
(arriba a la derecha) en forma corrida, incluyendo el texto, glosario, bibliografia y las leyendas de las
figuras. Colocar las ilustraciones (figuras y tablas) al final en pagina sin numerar. Por tratarse de articulos
de divulgacion cientifica aconsejamos acompanfar el trabajo con un glosario de los términos que puedan
resultar desconocidos para los lectores no especialistas en el tema.

La primera pagina debera contener: Titulo del trabajo, nombre de los autores, institucion a la que
pertenecen y lugar de trabajo, correo electrénico de uno solo de los autores (con asterisco en el nombre
del autor a quién pertenece), al menos 3 palabras claves en castellano y su correspondiente traduccion
en inglés. La segunda pagina incluira un resumen o referencia sobre el trabajo, en castellano y en inglés,
con un maximo de 250 palabras para cada idioma. El texto del trabajo comenzara en la tercera pagina y
finalizara con el posible glosario, la bibliografia y las leyendas de las figuras. La extension de los articulos
que traten temas basicos no excedera las 10.000 palabras, (incluyendo titulo, autores, resumen, glosario,
bibliografia y leyendas). Otros articulos relacionados con actividades cientificas, bibliografias, historia de
la ciencia, crénicas o notas de actualidad, etc. no deberan excederse de 6.000 palabras.

El material grafico se presentara como: a) figuras (dibujos e imagenes en formato JPG) y se numeraran
correlativamente (Ej. Figura 1) y b) tablas numeradas en forma correlativa independiente de las figuras
(Ej. Tabla 1). En el caso de las ilustraciones que no sean originales, éstas deberan citarse en la leyenda
correspondiente (cita bibliografica o de pagina web). En el texto del trabajo se indicara el lugar donde el
autor ubica cada figura y cada tabla (poniendo en la parte media de un renglén Figura... o Tabla. .., en negrita
y tamafio de letra 14). Es importante que las figuras y cualquier tipo de ilustracién sean de buena calidad.
La lista de trabajos citados en el texto o lecturas recomendadas, debera ordenarse alfabéticamente de
acuerdo con el apellido del primer autor, seguido por las iniciales de los nombres, afio de publicacion entre
paréntesis, titulo completo de la misma, titulo completo de la revista o libro donde fue publicado, volumen
y pagina. Ej. Benin L.W., Hurste J.A., Eigenel P. (2008) The non Lineal Hypercicle. Nature 277, 108 — 115.

Se debera acompafiar con una carta dirigida al Director del Comité Editorial de la revista Ciencia e
Investigacion solicitando su posible publicaciéon (conteniendo correo electronico y teléfono) y remitirse
a cualquiera de los siguientes miembros del Colegiado Directivo de la AAPC: abaldi@dna.uba.ar -

nidiabasso@yahoo.com - miguelblesa@yahoo.es — xammar@argentina.com - sarce@cnea.gov.ar
y con copia a secretaria@aargentinapciencias.org

Quienes recepcionen el trabajo acusaran recibo del mismo y lo elevaran al Comité Editorial. Todos los
articulos seran arbitrados. Una vez aprobados para su publicacion, la version corregida (con las criticas y
sugerencias de los arbitros) debera ser nuevamente enviada por los autores.
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El articulo 41 de la Constitticion Nacional expresa; i
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