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LISTADO DE ACRÓNIMOS EMPLEADOS EN ESTA TESIS 

- Aβ – β-amiloidea 

- AChE – Acetilcolinesterasa 

- ACTB – Beta-actina 

- ALDH – Aldehído-deshidrogenasa 

- ALP – Vía de autofagia lisosomal 

- AMC – Autofagia mediada por chaperonas 

- ApoE – Apolipoproteína E 

- ARNsi – ARN de silenciamiento 

- ATP – Adenosín trifosfato 

- βAPP – Proteína precursora de la Beta-amiloidea 

- BDNF – Factor neurotrófico derivado del cerebro 

- BHE – Barrera hematoencefálica 

- BSA – Albúmina de suero bovino 

- CD – Catepsina D 

- Cmax – Concentración máxima 

- CO2 – Dióxido de carbono 

- COX-1 – Ciclooxigenasa-1 

- COX-2 – Ciclooxigenasa-2 

- DAT – Transportador de dopamina 

- DL50 – Dosis letal 50 

- DNPH – 2,4-dinitrofenilhidrazona 

- DMEM – Medio Eagle modificado de Dulbecco 

- DMSO – Dimetilsulfóxido 

- DOPAC – Ácido 3,4-dihidroxifenilacético 

- DOPAL – 3,4-dihidroxifenilacetaldehído 

- E2 – Estradiol 

- EA – Enfermedad de Alzheimer 

- EFSA – Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

- EP – Receptor de prostaglandina E2 

- EPI – Equipo de protección individual 

- ER – Receptor de estrógenos 

- ERO – Especies reactivas de oxígeno 

- FAO – Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura 

- Fe – Hierro 

- FSH – Hormona folículo-estimulante 

- GFAP – Proteína ácida fibrilar glial 

- GPX – Glutatión-peroxidasa 

- H2O2 – Peróxido de hidrógeno 

- HDAC – Histona desacetilasa 

- HO1 – Hemooxigenasa-1 

- HSP70 – Proteínas de choque térmico 70 
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- IDA – Ingesta diaria admisible 

- LDH – Lactato deshidrogenasa 

- LOEL – Nivel más bajo que produce efectos observables 

- LH – Hormona luteinizante 

- NAC – N-acetil cisteína 

- NADP – Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

- NADPH – Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 

- NMDAR – Receptor de N-metil-D-aspartato 

- NO – Óxido nítrico 

- NOAEL – Nivel sin efectos adversos observables 

- NOEL – Nivel sin efectos observables 

- NOX-2 – NADPH-oxidasa 2 

- NRF2 – Factor eritroide nuclear 2 

- MAP2 – Proteína asociada a microtúbulos-2 

- MAPK – Proteína quinasa activada por mitógenos  

- mBDNF – BDNF maduro 

- MDA – Malondialdehído 

- mTOR – Diana de rapamicina 

- MTT – Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

- O2 – Oxígeno 

- OCT-3 – Transportador de cationes orgánicos 3 

- OMS – Organización Mundial de la Salud 

- P20S – Proteasoma 20S 

- P75
NTR 

– Receptor P75
NTR

 

- PBS – Solución salina tamponada con fosfato 

- PGE2 – Prostaglandina E2 

- PGES-1– Prostaglandina E2 sintasa 

- PGH2 – Prostaglandina H2 

- PKC – Proteína quinasa C 

- PQ –  Paraquat 

- PRL – Prolactina 

- proBDNF – Precursor del BDNF o BDNF inmaduro 

- PSD95 – Proteína de densidad postsináptica 95 

- pTau – Tau hiperfosforilada 

- rBDNF – BDNF recombinante 

- SOD1 – Superóxido dismutasa 1 

- SPN – Espinofilina 

- SYP – Sinaptofisina 

- T3 – Triyodotironina 

- T4 – Tiroxina 

- TFEB – Factor de transcripción EB 

- TH – Tirosina hidroxilasa 

- Tmax – Tiempo en el que se alcanza Cmax 
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- tPA – Activador tisular del plasminógeno 

- TrkB – Receptor quinasa B de la tropomiosina 

- TRX – Tiorredoxina 

- UE – Unión Europea 

- USEPA – Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos 
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SUMARY 

PARAQUAT NEUROTOXIC EFFECTS ON CENTRAL NERVOUS SYSTEM 

OF RAT AND ITS IMPLICATION IN NEURODEGENERATIVE DISEASES 

DEVELOPMENT 

 

INTRODUCTION 

 

Paraquat (PQ) is a widely used herbicide that causes alterations at multiple organic 

levels, including pulmonary, endocrine and neurotoxic effects. In this regard, PQ has 

been reported to produce cognitive disorders after acute and repeated exposure similar 

to those observed in Alzheimer´s disease (AD). However, the complete mechanisms 

through which PQ induces these deficits are unknown. 

In relation with this, PQ was reported to induce reactive oxygen species (ROS) 

generation, which have been related to NRF2 pathway enzymes downregulation. In 

addition, estradiol (E2) administration has been reported to decrease cellular oxidative 

stress levels, and estrogen receptor (ER) activation has been reported to avoid cell death 

caused by ß-amyloid (Aß) and Tau proteins production after PQ exposure. Therefore, 

PQ could mediate these effects through its antiestrogenic action, leading to the memory 

and learning disorders described. 

Likewise, PQ was described to produce dendritic spine number decline in hippocampal 

neurons, disrupting synaptic plasticity, which this could lead to the cognitive disorders 

indicated. The correct development of these spines, both in number, size and 

functionality, is due to several synaptic proteins, which are regulated by ER, so this may 

suggest that PQ antiestrogenic activity would also be able to mediate these effects in 

neurons. 
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Otherwise, PQ was reported to induce cyclooxygenase-2 (COX-2) expression, 

increasing prostaglandin E2 (PGE2) synthesis, which overproduction has been linked to 

cell death induction, synaptic plasticity alteration, oxidative stress generation, ß-

amyloid and Tau proteins production, and cognitive decline. However, there are no 

studies about the PQ effect on PGE2 production in the brain. 

As well, PQ was reported to decrease brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels 

in the hippocampus in vivo, which has been linked to oxidative stress level increase, ß-

amyloid and Tau proteins production and, consequently, hippocampal neuronal 

degeneration and cognitive alterations development. In addition, PGE2 synthesis and 

BDNF levels have been reported to be regulated by estrogen, so estrogenic disruption 

caused by PQ could also alter these signalling pathways, leading to neuronal cell death 

and alteration of memory and learning processes. 

Furthermore, PQ was described to inhibit heat shock proteins (HSP70) and proteasome 

20S (P20S) activity, which have been linked to ß-amyloid and Tau proteins increase, so 

that inhibition could also take part in cell death induction and the cognitive process 

alterations observed. 

Accordingly, firstly, we hypothesized that PQ could act as an estrogenic disruptor, 

inducing synaptic proteins alterations and neuronal cell death in hippocampus, produced 

through oxidative stress generation and ß-amyloid and Tau proteins formation, after 

unique and repeated PQ exposure. 

Secondly, we hypothesized that PQ could disturb PGE2 and BDNF signalling pathways 

through estrogenic disruption in hippocampus, which could also induce cell death in this 

brain region due to oxidative stress generated and ß-amyloid and Tau proteins 

production, after single and repeated treatment. 
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Lastly, we hypothesized that PQ could downregulate P20S activity and alter HSP70 and 

TFEB expression, easing the accumulation of toxic proteins, like ß-amyloid and Tau 

proteins, which could lead to cell viability reduction in hippocampus. 

MATERIAL AND METHODS 

To test our hypothesis, we used primary hippocampal neuronal cultures to determine PQ 

toxic effects, after 24 hours and 14 days exposure, on cell viability, dendritic spine 

density and the mechanisms that mediate these effects in this brain region. In addition, 

we evaluated PQ effects, after 24 hours and 14 days treatment, on estrogenic activity, 

cellular PGE2 signalling pathway and growth factors involved in neuronal development 

and function (neurotrophins) signalling pathways, just as their effects on oxidative 

stress induction, cytotoxic proteins production and neuronal cell loss in the 

hippocampus, and the interrelationship between all these mechanisms. 

With this aim, we employed primary neuronal cultures whose cells derived from 

hippocampus of foetuses taken from 17-18 days pregnant Wistar rats. Primary neuronal 

cultures cells, employed as experimental groups, were treated with PQ (0,1 μM to 40 

μM) for 24 hours or 14 days, with or without N-acetyl cysteine (NAC; 1 mM) and with 

or without E2 (10 nM), to evaluate the toxic effects of PQ in hippocampus’ ER 

expression and activity, the expression of the main genes that regulate synaptic 

plasticity (NMDAR1, PSD95, SYP and SPN) and those genes involved in the pathway 

that regulates oxidative stress level (NRF2, HO1, SOD1 and GPX); on cellular 

hydrogen peroxide (H2O2), malondialdehyde (MDA) and carbonyl groups content; on of 

BDNF precursor form (proBDNF) and mature BDNF (mBDNF) levels and gene 

expression that regulate their signalling pathways (TrkB, P75
NTR 

and tPA), COX-2 and 

PGE2 levels, and PGE2 receptor subtypes (EP1-4) expression, expression levels of 
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genes that regulate abnormal proteins elimination (HSP70, TFEB, P20S and CD) and 

the effect of all these factors on ß-amyloid and hyperphosphorylated Tau (pTau) 

proteins production, just as amyloid-β precursor protein (βAPP) and Tau gene silencing, 

prostaglandin E2 synthase 1 (PGES1) block or E2 and/or NAC co-treatment effects on 

cell viability, and the interaction of all these mechanisms with each other. Cells were 

seeded on glass coverslips at a density of 10
6
 cells/mL. Each experiment was performed 

in triplicate, employing three different replicates in each one of them (n=9). A dimethyl 

sulfoxide (DMSO; 0,1%) group was used in parallel for each experiment as a control 

group. 

PQ concentrations used were chosen taking into account the concentrations described in 

previous works to induce hippocampal cell death after single and repeated treatment in 

hippocampal primary neuron cultures (Del Pino et al., 2017) and after PQ intra-

hippocampal injections in rats (Bagetta et al., 1992). Moreover, to evaluate the 

mechanisms through which PQ causes cell death, we used 10 μM and 20 μM PQ 

concentrations, which are the lowest concentrations that induce cell death through 

apoptosis and necrosis, respectively, after acute exposure in hippocampal primary 

neuronal cultures (Del Pino et al., 2017). Otherwise, we chose 10 nM E2 concentration 

to evaluate possible PQ anti-estrogenic effects, because that is the physiological 

concentration in rat’s hippocampus (Prange-Kiel et al., 2006). We also chose 1 mM 

NAC concentration to investigate the oxidative stress effects on cell viability, because 

that is the lowest concentration that reverts oxidative stress completely. Figure 1 shows 

the protocol and experimental design followed in this investigation. 
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Figure 1. Summarizes the protocol and experimental design followed in this 

investigation. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The present study proves, for the first time, that PQ does not alter ER expression, but 

decrease its activation, which could either be due to blocking ER binding site, or to 

altering its conformation (Fawcett et al., 2002). 

Besides, PQ induced, after unique and long-term exposure, ROS formation, resulting in 

oxidative stress generation, entailing lipid peroxidation and protein oxidation induction, 

which led to cell death and cognitive decline, as described previously (Chen et al., 

2010). In addition, PQ co-treatment with E2 reduced partially ROS levels, which 

suggests that its increase could be mediated through ER activity alteration, supporting 

our hypothesis. Furthermore, our results showed that PQ reduces NRF2 factor 
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expression, as well as the antioxidant enzymes regulated by it (SOD1, HO1 y GPX), but 

only after continued exposure; these results are similar to another study performed in 

vivo (Li et al., 2016). For its part, E2 reverts its expression reduction, indicating that the 

inhibition of this mechanism is involved in oxidative stress generation, and the 

estrogenic disruption induced by PQ is mediating this effect, at least, partially. 

Therefore, there may be other mechanisms playing a role additionally. 

On the other hand, we found that PQ diminishes proBDNF and mBDNF levels, after 

acute and long-term exposure, whereas tissue plasminogen activator (tPA) enzyme 

expression, which is involved in proBDNF to mBDNF processing (Greenberg et al., 

2009), only decreased after continued treatment, which coincides with previously 

reported information on in vivo studies (Rudyk et al., 2019; Mangano et al., 2011). In 

this sense, tPA expression alteration seems to mediate the effects on BDNF by PQ 

repeated exposure. Moreover, estrogenic disruption, in part through tPA, and PGE2 

isinvolved in BDNF levels alteration. Furthermore, we showed that PQ increases 

P75
NTR 

receptor expression and decreases tropomyosin receptor kinase B (TrkB) 

expression, and we also showed that these effects are mediated through estrogenic 

alterations, partially and completely, respectively, leading to proBDNF and mBDNF 

signalling pathways dysfunction. 

Our results prove, for the first time, that PQ increases PGE2 synthesis, as a result of 

COX-2 expression increment, induces PGE2 receptor subtypes (EP1 and EP3) and 

decreases EP2 subtype. We also showed that estrogenic disruption is involved, in part, 

in the induction of these effects, which agree with several studies that pointed out that 

estrogen inhibit COX-2 expression (Stacey et al., 2016; Menze et al., 2015) and 

decreases circulating PGE2 levels (Wang et al., 2014). 
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Otherwise, we showed that PQ unique and repeated exposure reduces HSP70 

expression, P20S activity and TFEB expression, from 20 µM concentration, which 

mediate chaperone mediated autophagy (CMA) and autophagy lysosomal pathway 

(ALP), respectively, which are cellular mechanisms through which cytotoxic proteins 

are eliminated, such as Aβ and pTau. Related to these proteins, our results show that 

their levels increment induced by PQ, after acute and prolonged exposure, is mediated 

by estrogenic disruption, PGE2 and BDNF cellular signalling pathways alteration, 

oxidative stress induction and inhibition of the mechanisms involved in the elimination 

of toxic proteins, so they could explain the observed effects. 

PQ also exerts, after acute an repeated exposure, a negative effect on neuron dendritic 

spines development, because PQ reduces synaptic proteins expression, like N-methyl-

D-aspartate receptor (NMDAR1), postsynaptic density protein 95 (PSD95), 

synaptophysin (SYP) and spinophilin (SPN), which have been described as essential in 

synaptic plasticity (Glantz et al., 2007; Li et al., 2011). Therefore, this could be the 

cause of the spine growth dysfunction, density reduction and synaptic plasticity 

alteration. 

Finally, PQ produced, after unique and repeated exposure, cell viability decrease in 

primary hippocampal neurons, inducing cell death through apoptosis and necrosis 

mechanisms, showing an increment of caspases 3/7 activation and lactate 

dehydrogenase (LDH), respectively. Our results also show that oxidative stress, 

estrogenic disruption, and the increase of Aβ and Tau protein levels are involved in cell 

death induction in the hippocampus. We also observed that PQ produces PGE2 levels 

increase and mBDNF levels decrease, which is especially marked after repeated 

exposure, inducing, in both cases, part ofthe cell death caused by PQ. Lastly, our results 

show that PQ induces P20S activity inhibition, and TFEB and HSP70 expression 
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decrease, which are mediating, in part, cell death due to Aβ and Tau proteins 

accumulation. However, these mechanisms are not able to explain completely cell death 

observed, so this indicates that other mechanisms may be involved. 

CONCLUSIONS 

PQ induces cell death in hippocampal neurons mediated, partially, by ROS generation, 

and Aβ and Tau proteins accumulation, which exert cytotoxic actions. The mBDNF 

levels reduction and TrkB receptor decrease exerting neuroprotective effect; P75
NTR

 

overexpression makes opposite effects to mBDNF; and PGE2 levels increase and EP1 

and EP3 expression exerting negative effects on cell viability, are mediating, in turn, 

part of these effects. PQ also inhibits elimination mechanisms of these cytotoxic 

proteins. On the other hand, PQ reduces the expression of proteins that regulate 

development, density and function of neuron dendritic spines. All the described 

mechanisms that mediate cell death observed in hippocampal neurons are induced, in 

part, through estrogenic disruption caused by PQ. 

All these effects could explain, in part, cognitive disorders, that affect to memory and 

learning processes, caused by PQ. However, the described mechanisms do not explain 

completely the cell death observed. Therefore, further studies should be developed in 

order to establish the rest of mechanisms involved on the observed effects and these 

results should be validated on in vivo studies. These results are interest because they 

provide new information about mechanisms that mediate cell death induction, which 

can explain the cognitive disorders described after PQ exposure, and they can help 

determine therapeutic targets, useful in PQ poisonings and neurodegenerative diseases 

treatment. 
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RESUMEN 

EFECTOS NEUROTÓXICOS DEL PARAQUAT SOBRE EL SISTEMA 

NERVIOSO CENTRAL DE RATA Y SU IMPLICACIÓN EN EL 

DESARROLLO DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El paraquat (PQ) es un herbicida ampliamente utilizado capaz de causar alteraciones a 

múltiples niveles orgánicos, destacando sus efectos pulmonares, endocrinos y 

neurotóxicos. En este sentido, se ha descrito que la intoxicación aguda y crónica con 

este tóxico ocasiona alteraciones cognitivas, similares a las que se manifiestan en la 

enfermedad de Alzheimer (EA). Sin embargo, se desconocen los mecanismos completos 

a través de los cuales el PQ induce estos déficits. 

A este respecto, se ha descrito que el PQ induce la generación de especies reactivas de 

oxígeno (ERO), la cual se ha relacionado con la regulación negativa de la expresión de 

las enzimas antioxidantes de la vía NRF2. Además, se ha descrito que la administración 

de estrógenos disminuye el nivel de estrés oxidativo celular y que la activación del 

receptor estrogénico (ER) previene la muerte celular debida a la formación de proteínas 

ß-amiloideas (Aß) y Tau tras la exposición a PQ. Por lo tanto, el PQ podría mediar estos 

efectos a través de su actividad antiestrogénica, dando lugar a los déficits de memoria y 

aprendizaje descritos. 

Asimismo, se ha descrito que el PQ produce una disminución del número de 

terminaciones dendríticas en las neuronas del hipocampo, alterando la plasticidad 

sináptica de las mismas, pudiendo esto derivar en los déficits cognitivos señalados. La 

correcta formación, tanto en número como en tamaño y funcionalidad, de estas 

terminaciones se debe a un conjunto de proteínas sinápticas, en cuya regulación se ha 



 
19 

 

observado que interviene el ER, lo cual puede sugerir que la actividad antiestrogénica 

del PQ sería también capaz de mediar estos efectos sobre las neuronas. 

Por otra parte, se ha descrito que el PQ induce la expresión de la ciclooxigenasa-2 

(COX-2), favoreciendo la síntesis de la prostaglandina E2 (PGE2), cuya 

sobreproducción se ha relacionado con la inducción de muerte celular, alteración de la 

plasticidad sináptica y desórdenes cognitivos derivados, junto a la generación de estrés 

oxidativo y la síntesis de proteínas ß-amiloideas y Tau. Sin embargo, no existen 

estudios sobre el efecto del PQ sobre la producción de PGE2 en el cerebro. 

También se ha descrito que el PQ disminuye los niveles del factor neurotrófico derivado 

del cerebro (BDNF) en hipocampo en estudios in vivo, lo cual se ha relacionado con el 

incremento del nivel de estrés oxidativo, de la producción de proteínas Aß y Tau, y en 

consecuencia, de la degeneración neuronal en el hipocampo y la aparición de 

alteraciones cognitivas. A ello se suma que se ha descrito que la síntesis de PGE2 y los 

niveles de BDNF son regulados por los estrógenos, lo cual sugiere que la disrupción 

estrogénica producida por el PQ también podría alterar estas rutas de señalización 

derivando en muerte neuronal y en la aparición de disfunciones de los procesos de 

memoria y aprendizaje. 

Asimismo, se ha descrito que el PQ inhibe la actividad de las proteínas de choque 

térmico (HPS70) y del proteasoma 20S (P20S), lo cual también se ha relacionado con el 

incremento de las proteínas β-amiloideas y Tau, por lo que dicha inhibición podría 

participar en la inducción de muerte neuronal y originar alteraciones de los procesos 

cognitivos. 

En consecuencia, en primer lugar, hipotetizamos que el PQ puede actuar como disruptor 

estrogénico, induciendo alteraciones de las proteínas sinápticas y muerte celular en 



 
20 

 

neuronas del hipocampo, mediadas por la generación de estrés oxidativo y la formación 

de proteínas β-amiloidea y Tau fosforilada (pTau), tras la exposición única y repetida a 

este compuesto. 

En segundo lugar, hipotetizamos que el PQ podría alterar las vías de señalización de 

PGE2 y BDNF a través de la disrupción estrogénica en el hipocampo, lo cual también 

podría inducir la muerte celular en esta región, debido al estrés oxidativo generado y a 

la producción de las proteínas β-amiloidea y Tau, tanto tras tratamiento único como 

repetido. 

Finalmente, hipotetizamos que el PQ podría inhibir el proteasoma 20S y alterar la 

expresión de las HSP70 y de TFEB, favoreciendo la acumulación de proteínas tóxicas, 

como β-amiloideas y pTau, lo cual puede conducir a la reducción de la viabilidad de las 

neuronas del hipocampo. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Para probar nuestras hipótesis, utilizamos cultivos primarios de neuronas de hipocampo 

transfectados o no con ARN de silenciamiento para las proteínas β-amiloideas y Tau o 

con proteínas recombinates (rBDNF, rHSP70, rP20S, rTFEB) para evaluar los efectos 

tóxicos del PQ tras 24 horas y 14 días de exposición sobre la viabilidad celular de las 

neuronas, la densidad de sus espinas dendríticas y los mecanismos implicados que 

median estos efectos en esta región cerebral. Asimismo, se evaluaron los efectos del PQ 

tras 24 horas y 14 días de exposición sobre la actividad estrogénica y las rutas de 

señalización celular en las que participa la PGE2, y los factores implicados en el 

desarrollo y funcionalidad neuronal (neurotrofinas), al igual que la implicación de estos 

efectos en la inducción de estrés oxidativo, la producción de proteínas citotóxicas y la 

pérdida de neuronas en el hipocampo, así como las interrelaciones existentes entre ellos. 
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Con esta finalidad, se emplearon cultivos neuronales primarios a partir de células 

procedentes del hipocampo procedentes de fetos de ratas Wistar de 17-18 días de 

gestación. Las células de los cultivos primarios empleados como grupos experimentales 

fueron tratadas con PQ en un rango de concentraciones de entre 0,1 μM y 40 μM, 

durante 24 horas o 14 días, con o sin MF-63 (1 μM), con o sin N-acetilcisteína (NAC; 1 

mM) y con o sin estradiol (E2; 10 nM), con el fin de evaluar los efectos tóxicos que 

ejerce el PQ en esta región cerebral sobre la expresión y actividad del ER, la expresión 

de los principales genes reguladores de la plasticidad sináptica (NMDAR1, PSD95, 

SYP y SPN) y de los genes implicados en la vía que regula el nivel de estrés oxidativo 

(NRF2, HO1, SOD1 y GPX), el contenido celular de peróxido de hidrógeno (H2O2), de 

malondialdehído (MDA) y de grupos carbonilo, al igual que sobre los niveles del 

precursor del BDNF (proBDNF) y del BDNF maduro (mBDNF) y la expresión de 

genes que regulan sus rutas de señalización (TrkB, P75
NTR

 y tPA), los niveles de COX-

2, y de PGE2 y la expresión de los distintos subtipos de su receptor (EP1-4), los niveles 

de expresión de los genes que regulan la eliminación de proteínas anómalas (HSP70, 

TFEB, P20S y CD) y el efecto de todos estos factores sobre la generación de proteínas 

β-amiloideas y Tau fosforiladas (pTau), así como los efectos del silenciamiento de los 

genes del precursor de la proteína β-amiloidea (βAPP) y Tau, el bloqueo de la 

prostaglandina E2 sintasa 1 (PGES1), o el co-tratamiento con E2 y/o NAC sobre la 

viabilidad celular y de la interacción de todos estos mecanismos entre sí. Las células se 

sembraron en cubreobjetos de cristal con una densidad de 10
6
 células/mL. Cada 

experimento se realizó por triplicado, empleando tres réplicas diferentes en cada uno de 

ellos (n=9). Por cada experimento, se utilizó un grupo tratado con dimetilsulfóxido 

(DMSO; 0,1%) en paralelo como grupo de control. 
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Las concentraciones de PQ utilizadas se seleccionaron teniendo en cuenta las 

concentraciones descritas en la literatura a las cuales el PQ induce muerte celular en las 

células del hipocampo tras el tratamiento único y repetido en cultivos celulares 

primarios de hipocampo (Del Pino et al., 2017) y tras inyecciones intra-hipocampales de 

PQ en ratas (Bagetta et al., 1992). Además, para evaluar los mecanismos mediante los 

cuales se produce la muerte celular se utilizó PQ a concentraciones de 10 μM y 20 μM, 

que son las concentraciones mínimas a partir de las cuales se ha descrito que el PQ 

induce muerte neuronal por apoptosis y necrosis, respectivamente, tras la exposición 

aguda en cultivos neuronales primarios de hipocampo (Del Pino et al., 2017). Por otra 

parte, elegimos la concentración de E2 10 nM para evaluar los posibles efectos anti-

estrogénicos del PQ, porque es la concentración fisiológica presente en el hipocampo en 

ratas (Prange-Kiel et al., 2006). Además, se seleccionó la concentración de 1 mM de 

NAC para estudiar los efectos del estrés oxidativo sobre la viabilidad celular, ya que es 

la concentración mínima que revierte completamente el estrés oxidativo. La Figura 1 

muestra el protocolo y el diseño experimental utilizado en esta investigación. 
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Figura 1. Representación esquemática del diseño experimental de la investigación. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

El presente estudio demuestra, por primera vez, que el PQ no altera la expresión del ER, 

sino que el efecto del PQ sobre el ER se traduce en la reducción de su activación, que 

puede ser producida bien a través del bloqueo del sitio de unión, o bien debido a una 

alteración de su conformación (Fawcett et al., 2002). 

Por otra parte, el PQ indujo, tras la exposición única y a largo plazo, la formación de 

ERO, resultando en la generación de estrés oxidativo, lo que conlleva la inducción de 

peroxidación lipídica y oxidación proteica, lo que deriva en la aparición de muerte 

neuronal y que puede conducir a alteraciones cognitivas, coincidiendo con lo descrito en 

la literatura (Chen et al., 2010). Además, el co-tratamiento con PQ y E2 redujo 
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parcialmente los niveles de ERO, lo cual sugiere que su incremento podría estar 

mediado por la alteración de la actividad del ER, apoyando nuestra hipótesis. 

Asimismo, nuestros resultados muestran que el PQ reduce la expresión del factor NRF2 

y de las enzimas antioxidantes reguladas por este factor (SOD1, HO1 y GPX), pero solo 

tras la exposición continuada, coincidiendo con los resultados de otro estudio realizado 

in vivo (Li et al., 2016). Por su parte, el E2 revierte dicho efecto sobre la ruta NRF2, lo 

que indica que la inhibición de este mecanismo participa en la generación de estrés 

oxidativo y que la disrupción estrogénica inducida por el PQ se encuentra mediando 

dicho efecto, al menos, parcialmente. Por lo tanto, otros mecanismos deben actuar de 

forma complementaria. 

Por otra parte, encontramos que el PQ disminuye los niveles de proBDNF y mBDNF 

tras la exposición aguda y a largo plazo, mientras que la expresión del activador tisular 

del plasminógeno (tPA), enzima implicada en el procesamiento de proBDNF a mBDNF 

(Greenberg et al., 2009), solamente se redujo tras el tratamiento continuado, lo que 

concuerda con lo descrito en estudios in vivo (Rudyk et al., 2019; Mangano et al., 

2011). En este sentido, la alteración de la expresión de tPA parece mediar los efectos 

sobre BDNF por la exposición repetida al PQ. Además, la disrupción estrogénica, en 

parte a través de tPA, y el incremento de la PGE2 están implicados en la alteración de 

los niveles de BDNF. Asimismo, mostramos que el PQ incrementa la expresión del 

receptor P75
NTR

 y disminuye la del receptor quinasa B de la tropomiosina (TrkB), y 

además, que estos efectos están mediados por la alteración a nivel estrogénico, 

parcialmente en el caso de P75
NTR

 y completamente en el caso de TrkB, lo que conduce 

a la alteración de las vías de señalización de proBDNF y mBDNF. 

Nuestros resultados demuestran, por primera vez, que el PQ incrementa la síntesis de 

PGE2 como consecuencia del aumento de la expresión de COX-2, induce la expresión 
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de los subtipos EP1 y EP3 del receptor de PGE2, y disminuye la del subtipo EP2. 

Además, mostramos que la disrupción estrogénica está implicada, en parte, en la 

inducción de estos efectos, lo cual concuerda con estudios que habían señalado que los 

estrógenos inhiben la expresión de COX-2 (Stacey et al., 2016; Menze et al., 2015) y 

reducen los niveles circulantes de la PGE2 (Wang et al., 2014). 

Además, mostramos que la exposición única y repetida al PQ reduce la expresión de 

HSP70, a partir de la concentración de 20 µM, la actividad de P20S y la expresión de 

TFEB, los cuales median la autofagia mediada por chaperonas (AMC) y la vía de 

autofagia lisosomal (ALP), respectivamente, que son mecanismos celulares por los 

cuales se eliminan proteínas citotóxicas, como las proteínas Aβ y pTau. En relación a 

estas proteínas, nuestros resultados muestran que el aumento de los niveles de estas 

proteínas inducido por el PQ, tras la exposición única y prolongada, está mediado por la 

disrupción estrogénica, la alteración de las rutas de señalización celular en las que 

intervienen la PGE2 y el BDNF, la inducción del estrés oxidativo, y la inhibición de los 

mecanismos encargados de la eliminación de estas proteínas tóxicas, lo que podría 

explicar los efectos observados. 

Por otra parte, el PQ también ejerce, tras la exposición aguda y reiterada, un efecto 

negativo sobre el desarrollo de las terminaciones dendríticas de las neuronas, ya que 

disminuye la expresión de las proteínas sinápticas, como el receptor de N-metil-D-

aspartato 1 (NMDAR1), proteína de densidad postsináptica 95 (PSD95), sinaptofisina 

(SYP) y espinofilina (SPN), las cuales se han descrito como fundamentales en la 

plasticidad sináptica (Glantz et al., 2007; Li et al., 2011), por lo que, en definitiva, esta 

alteración puede ser la causa de disfunción de su formación, de la reducción de su 

densidad y del mecanismo de plasticidad sináptica. 
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Finalmente, el PQ produjo una disminución de la viabilidad de las células de los 

cultivos primarios, induciendo muerte neuronal a través de los mecanismos de apoptosis 

y los de necrosis, tras la exposición única y reiterada, manifestándose a través del 

aumento de la activación de las caspasas 3/7 y de la liberación de lactato-

deshidrogenasa (LDH), respectivamente. Además, nuestros resultados indican que el 

estrés oxidativo, las alteraciones a nivel estrogénico y el incremento de los niveles de 

las proteínas β-amiloideas y pTau están involucrados en la inducción de la muerte 

celular en el hipocampo. Asimismo, observamos que el PQ produce un aumento de los 

niveles de PGE2, así como una disminución de los de mBDNF, especialmente marcada 

tras la exposición repetida, lo que induce, en ambos casos, en parte, la muerte celular 

originada por el PQ. Por último, nuestros resultados ponen de manifiesto que el PQ 

provoca la inhibición de la actividad del P20S y la disminución de la expresión de 

TFEB y HSP70, mediando también, en parte, la muerte celular, consecuencia de la 

acumulación de proteínas β-amiloideas y Tau. Sin embargo, estos mecanismos no son 

capaces de explicar en su totalidad la muerte celular observada, lo que nos indica que 

deben existir otros mecanismos implicados en su inducción. 

CONCLUSIONES 

 

El PQ induce muerte celular de las neuronas del hipocampo, mediada, en parte, por la 

generación de ERO, que inducen un estado de estrés oxidativo celular en las neuronas, y 

la acumulación de proteínas β-amiloideas y Tau, las cuales ejercen acciones citotóxicas. 

Estos efectos, a su vez, están producidos por la disminución de los niveles del mBDNF 

y el receptor TrkB, mediante el cual realiza su acción neuroprotectora; la 

sobreexpresión de P75
NTR

, mediante el cual el proBDNF realiza un efecto antagónico a 

mBDNF; y por el aumento de los niveles de la PGE2 y de la expresión de subtipos EP1 
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y EP3 de su receptor, mediante los cuales ejerce un efecto negativo sobre la viabilidad 

celular. Además, el PQ inhibe los mecanismos de eliminación de estas proteínas, lo que 

también favorece su acumulación. Por otra parte, el PQ también reduce la expresión de 

las proteínas que regulan la formación, densidad y funcionalidad de las espinas 

dendríticas de las neuronas. Asimismo, todos estos mecanismos descritos que median la 

muerte celular observada en las neuronas del hipocampo están inducidos, en parte, a 

través de la disrupción estrogénica que provoca el PQ. 

Todos estos efectos podrían explicar las alteraciones cognitivas en los procesos de 

memoria y aprendizaje descritas causadas por el PQ. Sin embargo, los mecanismos 

descritos no justifican la totalidad de la muerte celular observada. Por lo tanto, deben 

desarrollarse estudios posteriores para determinar el resto de los mecanismos 

implicados en los efectos observados y validar estos resultados in vivo. Estos resultados 

resultan de interés porque aportan nuevos datos acerca de los mecanismos que median 

la inducción de muerte celular y que puedan explicar los déficits cognitivos descritos 

tras la exposición al PQ, además de para determinar dianas terapéuticas útiles en el 

tratamiento de intoxicaciones con este herbicida y frente a enfermedades 

neurodegenerativas. 
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1. JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO 

 

La exposición a ciertos herbicidas supone un riesgo para la salud de la población y de 

los animales, especialmente en cuanto a su posible implicación en el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas. En el caso concreto del PQ, se ha probado que la 

intoxicación aguda y crónica con este tóxico ocasionan déficits de memoria y en el 

aprendizaje en ratones. Estas alteraciones cognitivas son similares a las que se producen 

en la enfermedad de Alzheimer (EA), por lo que la exposición al PQ puede suponer un 

factor de riesgo en el desarrollo de esta enfermedad. Sin embargo, los mecanismos por 

los cuales se generan estos efectos no están bien determinados. 

Los procesos de memoria y aprendizaje están regulados por el sistema colinérgico, en el 

que intervienen neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, que inervan el hipocampo, 

y la corteza frontal, mediando dichos procesos. Por lo tanto, una alteración en la 

transmisión colinérgica o la disminución del número de neuronas colinérgicas en estas 

regiones pueden inducir alteraciones cognitivas. En este sentido, se ha descrito que el 

PQ genera estrés oxidativo en las neuronas y astrocitos de varias regiones cerebrales, 

entre las que se incluye el hipocampo, lo que se ha relacionado a su vez con la 

producción de proteínas β-amiloideas y Tau, la muerte de estos tipos celulares y el 

desarrollo de déficits cognitivos. Asimismo, se ha descrito que el PQ inhibe la actividad 

de las proteínas de choque térmico (HPS70) y del proteasoma 20S (P20S), lo cual 

también se ha relacionado con el incremento de las proteínas β-amiloideas y Tau, y por 

lo tanto, dicha inhibición podría participar en la inducción de muerte neuronal y originar 

alteraciones de los procesos cognitivos. También se ha descrito que el PQ reduce los 

niveles de factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en el hipocampo de ratones 

tras exposiciones repetidas, lo cual se ha relacionado con una reducción de la viabilidad 
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de las neuronas del hipocampo, el incremento del estrés oxidativo y de la producción de 

proteínas β-amiloideas y Tau. Además, se ha descrito que el PQ induce la expresión de 

la ciclooxigenasa-2 (COX-2) tras exposiciones agudas y repetidas, tanto in vivo como in 

vitro. La COX-2 participa en la síntesis de prostaglandina E2 (PGE2), cuya 

sobreproducción se ha relacionado también con la inducción de muerte neuronal en el 

hipocampo, estrés oxidativo y formación de proteínas β-amiloideas y Tau, por lo que 

podría influir en la generación de defectos cognitivos. Por otra parte, se ha descrito que 

el PQ produce alteraciones en el número, forma y densidad de las terminaciones 

dendríticas de las neuronas tras exposiciones repetidas a éste, lo que se ha relacionado 

con la aparición de desórdenes cognitivos, ya que las espinas de las terminaciones 

dendríticas intervienen en la correcta regulación de los procesos de plasticidad sináptica, 

y su alteración podría influir en el desarrollo de estos déficits en la memoria y el 

aprendizaje. Por último, se ha descrito que los estrógenos intervienen en la regulación 

de los niveles de enzimas antioxidantes y el nivel de BDNF, regulan los procesos de 

plasticidad sináptica y previenen la inducción de muerte neuronal evitando el aumento 

de las proteínas β-amiloideas y Tau. La administración conjunta de estrógenos y PQ se 

ha descrito que induce la disminución de los daños derivados del estrés oxidativo, 

sugiriendo un posible efecto anti-estrogénico del PQ y por tanto de la posible mediación 

de los mecanismos comentados a través de la disrupción estrogénica. 

El interés de la presente tesis se enfoca en aportar información nueva sobre la toxicidad 

y los mecanismos de acción neurotóxicos a nivel molecular del PQ, que puedan explicar 

los efectos observados a nivel del sistema nervioso central (SNC) tras exposiciones a 

este herbicida y que son similares a los observados en enfermedades 

neurodegenerativas, como es la EA. Por otro lado, estos datos pueden resultar de 

utilidad en la realización de evaluaciones del riesgo para este compuesto en el futuro, 
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permitiendo un ajuste más preciso de las medidas de gestión del riesgo en relación a 

este compuesto. Además, este estudio puede permitir determinar dianas terapéuticas 

útiles en el tratamiento frente a intoxicaciones debidas al PQ, al igual que para la 

prevención y el desarrollo de tratamientos frente a enfermedades neurodegenerativas. 

A partir de todo lo descrito, en primer lugar, hipotetizamos que el PQ puede actuar 

como disruptor estrogénico, induciendo alteraciones de las proteínas sinápticas y muerte 

celular en neuronas del hipocampo, mediadas por la generación de estrés oxidativo y la 

formación de proteínas β-amiloidea y Tau fosforilada, tras la exposición única y 

repetida a este compuesto. 

En segundo lugar, hipotetizamos que el PQ podría alterar las vías de señalización de 

PGE2 y BDNF a través de la disrupción estrogénica en el hipocampo, lo cual derivaría 

en muerte celular, debida al estrés oxidativo generado y a la producción de las proteínas 

β-amiloidea y Tau, tanto tras tratamientos agudos como repetidos. 

En tercer lugar, hipotetizamos que el PQ podría inhibir el proteasoma 20S y alterar la 

expresión de las HSP70 y de TFEB, favoreciendo la acumulación de proteínas tóxicas, 

como β-amiloidea y Tau fosforilada, lo que deriva en la pérdida de neuronas en el 

hipocampo. 

Para comprobar estas hipótesis, nuestros objetivos consistieron en evaluar los efectos 

del PQ en neuronas procedentes de cultivos primarios de hipocampo, transfectadas o no 

con ARNsi frente a los genes que codifican βAPP y Tau, tras 24 horas y 14 días de 

exposición sobre:  

1. La actividad del receptor estrogénico. 
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2. La expresión génica y proteica de proteínas que regulan la morfología y número 

de las espinas dendríticas y la implicación de la disfunción del receptor 

estrogénico en la alteración de las mismas. 

3. La generación de radicales oxidantes y estrés oxidativo, los mecanismos que 

conducen a su generación y en especial sobre la implicación de la disfunción del 

receptor estrogénico en su producción. 

4. Los niveles de BDNF y PGE2, la expresión de los receptores de PGE2, los 

mecanismos que conducen a su generación y en especial sobre la implicación de 

la disfunción del receptor estrogénico. 

5. La producción de proteínas β-amiloidea y Tau, los mecanismos que conducen a 

su generación y en especial sobre la implicación de la disfunción del receptor 

estrogénico sobre su producción. 

6. La actividad del P20S y la expresión de HSP70 y TFEB. 

7. La viabilidad neuronal y la influencia que los factores anteriores ejercen en la 

inducción de muerte neuronal, así como los mecanismos por los cuales se 

produce dicha muerte. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Desde mediados del siglo XIX se ha venido produciendo un importante desarrollo 

económico y demográfico a nivel mundial. Este hecho ha requerido un incremento 

notable de las necesidades de producción de alimentos con el fin de abastecer a una 

población cada vez más numerosa. 

En definitiva, estas exigencias han derivado en la necesidad de mejorar los sistemas de 

producción de alimentos, no solo a nivel de la producción primaria, sino también a nivel 

de la transformación, almacenamiento y distribución de los mismos. Cabe añadir que, a 

la exigencia inicial de producir mayor cantidad de alimentos, se ha unido, en la 

actualidad, la exigencia sanitaria desde el punto de vista de la calidad y seguridad 

alimentaria. 

Por lo tanto, la mejora de los sistemas de producción alimentaria debe aunar todos estos 

requisitos, consiguiendo un equilibrio entre el incremento de la cantidad de alimentos 

producidos, que deben ser seguros para el consumidor, y rentables para el productor, sin 

dejar al margen la sostenibilidad desde el punto de vista medioambiental. 

A nivel de la producción primaria agrícola, y con el fin de alcanzar estos objetivos, es 

fundamental maximizar la producción y minimizar las pérdidas en los cultivos. Estas 

pérdidas pueden deberse a diversos factores, entre los que destacan los factores 

climáticos (temperaturas extremadamente bajas o altas, escasez de precipitaciones y 

otras condiciones meteorológicas adversas, como granizadas) y los factores bióticos que 

afectan a la viabilidad de los cultivos (plagas de insectos, roedores, aves, hongos, 

bacterias, virus, especies de plantas indeseables…). 
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Los efectos de estos últimos adquieren tal importancia, que se ha estimado a nivel 

mundial, que las pérdidas producidas por la acción de plagas y otros patógenos alcanzan 

el 21,5% en cultivos de trigo, 30% en cultivos de arroz, 22,5% en cultivos de maíz, 

17,2% en los de patata y 21,4% en los de soja (Savary et al., 2019). Por este motivo, 

para combatir y reducir las pérdidas en la producción primaria debidas a estos factores 

bióticos, se ha hecho necesario el desarrollo de una serie de compuestos químicos 

denominados plaguicidas. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) entiende los plaguicidas como productos 

químicos utilizados para proteger los cultivos contra hongos, insectos, otros vegetales y 

otros tipos de plagas en el ámbito de la agricultura. Asimismo, se emplean para proteger 

la Salud Pública mediante su uso para el control de mosquitos y otros vectores 

transmisores de enfermedades. 

Por su parte, la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura (FAO) ofrece una definición más completa, definiéndolos como “cualquier 

sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier 

plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las 

especies de plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que interfieren de 

cualquier otra forma en la producción, elaboración, almacenamiento, transporte o 

comercialización de alimentos, productos agrícolas, madera y productos de madera o 

alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir 

insectos, arácnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos”. El término incluye, entre 

otras, las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las 

plantas, y que se denominan como herbicidas. Entre las diferentes sustancias incluidas 

en el grupo de los herbicidas, se encuentra el dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo, 

más conocido como paraquat (PQ), el cual es objeto de estudio de la presente tesis. 
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En este punto es preciso indicar que, si bien se suele hablar generalmente de 

plaguicidas, el término más correcto desde el punto de vista técnico para definir a lo que 

se denomina comúnmente como “plaguicida” es el de “producto fitosanitario”. Este 

matiz se debe a que, normativamente, el término “plaguicida” se emplea para denominar 

a un grupo de biocidas, dentro de los cuales no se incluyen los productos fitosanitarios 

propiamente dichos. 

Por todo lo indicado anteriormente, los productos fitosanitarios se constituyen como 

medios fundamentales en la producción agrícola, tanto en los sistemas convencionales 

de agricultura, como en los sistemas de agricultura integrada, ya que los daños 

potenciales que pueden ocasionar los diferentes tipos de plagas provocarían una 

reducción drástica de la producción de muchos cultivos en zonas de producción de gran 

interés económico y/o social e, incluso, podrían conllevar la imposibilidad de mantener 

almacenadas las materias primas recolectadas.  

Sin embargo, a pesar de sus innegables beneficios e importantes y variadas utilidades, 

estos compuestos también son potencialmente tóxicos para la salud de los seres 

humanos y animales, pudiendo generar múltiples trastornos a nivel reproductivo, 

inmunitario o nervioso, o provocar la aparición de tumores, entre otros.  

Tanto es así, que el uso extendido de estos productos ha generado problemas de salud e 

incluso muertes en muchas partes del mundo, consecuencia de la exposición laboral 

directa de los manipuladores que utilizan estos productos, o bien, de la intoxicación 

accidental o deliberada. En este sentido, múltiples estudios han relacionado la 

exposición a ciertos herbicidas con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. 

Es más, en el caso del PQ, se ha descrito que la exposición a este herbicida está 

asociada al desarrollo de la enfermedad de Parkinson, actuando como factor de riesgo. 
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Además, también se ha descrito que la exposición al PQ induce la aparición de déficits 

de memoria y aprendizaje, por lo que se ha sugerido que puede tener un papel 

importante en la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, en la actualidad, poco se 

conoce acerca de los mecanismos a través de los cuales el PQ podría producir daño 

neuronal y promover la patogénesis de esta enfermedad. 

Por otra parte, los productos fitosanitarios y sus residuos pueden quedar acumulados y 

persistir en el medio ambiente, produciendo contaminación ambiental, pudiendo llegar a 

aparecer en agua y alimentos como contaminantes y constituir una fuente de exposición 

indirecta para las personas a través de la ingestión de los mismos.  

Independientemente de la vía de exposición, los plaguicidas tienen un impacto evidente 

en la salud mundial. A modo de ejemplo, según señaló la OMS en 2002, se ha calculado 

que el suicidio por ingestión prevenible de un plaguicida ha causado alrededor de 

186.000 muertes, y ha supuesto 4.420.000 años de vida ajustados por discapacidad 

(DALY), es decir, el número de años perdidos debido a enfermedad, discapacidad o 

muerte prematura a nivel global, lo cual ilustra la trascendencia sanitaria de estos 

productos. 
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3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1. Paraquat 

El paraquat (PQ) es un herbicida de contacto, no selectivo, desecante y de acción rápida 

ampliamente utilizado en el mundo (Smith and Heath, 1976; Lou et al., 2016). Este 

herbicida pertenece a la familia de los bipiridilos, dentro de la cual también se encuentra 

otro compuesto denominado diquat. Los herbicidas bipiridílicos se clasifican por su 

mecanismo de acción como desviadores del fotosistema 1 (Dinis-Oliveira et al., 2006), 

interfiriendo en la fotosíntesis y produciendo radicales libres que oxidan y dañan las 

proteínas de membrana de las células vegetales (Dinis-Oliveira et al., 2006; Wirdefeldt 

et al., 2011). Generalmente se utilizan como desecantes para el control de malezas antes 

o después de la plantación y se aplican por aspersión para que alcancen las partes aéreas 

de la planta por las cuales el compuesto se internaliza rápidamente (FAO, 2008; JMPR, 

2003). Otra de sus características reside en que los bipiridilos son cationes que se fijan 

fuertemente a los coloides del suelo, lo cual implica su inactivación, no quedando 

residuos biológicamente activos en el suelo (Bonavía et al., 1991; Dinis-Oliveira et al., 

2006; Watts, 2011). 

Este compuesto fue sintetizado por primera vez en 1882 por Weidel y Russo (Serra et 

al., 2003) y sus propiedades como herbicida fueron descubiertas en 1955 (Serra et al., 

2003; Sagar, 1987), aunque no fue hasta 1962 cuando se empezó a comercializar para 

uso agrícola bajo el nombre comercial de Gramoxone® (Serra et al, 2003; Dinis-

Oliveira et al., 2008; Watts, 2011) en forma de dicloruro de paraquat en formulación del 

20% (peso/volumen) (Serra et al., 2003), siendo China el mayor productor mundial de 

este producto, con más de 100.000 toneladas anuales (Watts, 2011). Actualmente, a 

pesar de que el uso de este herbicida está prohibido en la Unión Europea (UE) y, por 
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tanto en España, desde 2007 a partir de la sentencia del Tribunal de Primera Instancia de 

la CE que anuló la Directiva 2003/112/CE, el PQ sigue siendo utilizado en varios 

países, de entre los cuales cobra gran importancia Estados Unidos. Este hecho, junto al 

elevado volumen actual de comercio internacional de productos alimenticios de origen 

vegetal procedentes de estos países, suponen un riesgo para la población europea debido 

a las implicaciones toxicológicas que conlleva la exposición a dicho compuesto, aun no 

siendo utilizado en Europa. 

El PQ como principio activo es una sustancia sólida, higroscópica, cristalina, blanca y 

no volátil (Watts et al., 2011; IPCS, 2012). Este compuesto no es inflamable en solución 

acuosa, aunque sí emite gases tóxicos e irritantes, descomponiéndose por encima de los 

300ºC. Una de sus propiedades más relevantes para abordar el estudio posterior de su 

toxicocinética y toxicidad es que posee una elevada solubilidad en agua (Serra et al., 

2003; IPCS, 2012). En la Tabla 1 se muestran las propiedades físico-químicas 

principales del PQ.  

Tabla 1. Principales propiedades físico-químicas del PQ. (IPCS, 2012, European 

Commission, 2016; Watts et al., 2011).  

Nombre químico 1,1'-dimetil-4,4'-ion de bipiridilo 

 

 

Fórmula estructural 

 

Fórmula empírica C12H14N2Cl2 

Peso molecular 257 g/mol 

Solubilidad en agua (a 20ºC) 620 g/L 
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Tabla 1 (Continuación). Principales propiedades físico-químicas del PQ. (IPCS, 2012, 

European Commission, 2016). 

Solubilidad en solventes 

orgánicos (a 20ºC) 

143 g/L en metanol 

<0,1 g/L en otros solventes (acetona, 

hexano…) 

Densidad relativa (a 25ºC) 1,13 g/cm
3 

 

Estabilidad en función del pH 

Estable a pH ácido 

Estable a pH neutro 

Se hidroliza a pH alcalino 

pH 6,4 

Punto de fusión 340 ºC aproximadamente 

Punto de ebullición 340 ºC aproximadamente 

Termoestabilidad Se descompone a 340ºC 

Presión de vapor 1 x 10
-9

 mmHg 

Fotoestabilidad Inestable en solución acuosa 

Constante de disociación Ión de paraquat no se disocia 

 

3.2.Toxicocinética 

3.2.1. Absorción 

Las principales vías de exposición, y por tanto, de absorción del PQ son la dérmica o 

cutánea, oral, inhalatoria y ocular. De estas vías, cobran especial relevancia dos de ellas. 

En primer lugar, la vía dérmica por exposición cutánea al compuesto, la cual destaca por 

ser la más frecuente. Sin embargo, la absorción de PQ por esta vía es mínima si la piel 

se encuentra intacta y no existe una patología dermatológica previa (Smith, 1988; Watts, 
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2011), alcanzando únicamente entre un 0,3% (Wester et al., 1984) y un 0,5% de la dosis 

inicial en las primeras 24 horas (Wirdefeldtet al., 2011).  

Por otro lado, la vía oral, es la principal vía de intoxicación y la más efectiva, ya sea la 

ingestión accidental o voluntaria (Diss et al., 2016; Watts, 2011). En un estudio 

realizado en asas intestinales de rata, se observó una absorción del 47% y 37% de la 

dosis inicial de PQ en duodeno e íleon, respectivamente, tras 1 hora (Nagao et al., 

1993). En otro estudio, se determinó que la absorción del PQ se produce principalmente 

en yeyuno (17%) e íleon (10%), seguidos de colon (5,7%) y duodeno (5,5%) (Heylings, 

1991). Por el contrario, otro estudio realizado en ratones señala que el colon es la región 

del tracto gastrointestinal donde se absorbe el PQ en mayor medida respecto al resto de 

tramos (Diss et al., 2016). 

La mayor eficacia de absorción mediante esta vía se debe a que el PQ se internaliza en 

los enterocitos a través de varios transportadores de membrana situados en su cara 

apical, como son el sistema transportador mediado por colina (Nagao et al., 1993; Silva 

et al., 2015) y otros transportadores de aminoácidos básicos (Silva et al., 2015). 

Una vez absorbido, el pico de concentración (Cmax) en sangre se produce a los 20 

minutos (Tmax) de administrarse la dosis por vía subcutánea, según un estudio realizado 

en ratas Sprague-Dawley (Dey et al., 1990). Sin embargo, en otro estudio realizado en 

ratones, a los cuales se les administró PQ vía intraperitoneal, el tiempo en alcanzarse la 

Cmax en sangre fue de 12 minutos (Breckenridge et al., 2013). Por su parte, en otro 

estudio se mostró que la Cmax se produjo a los 30-60 minutos tras la administración vía 

subcutánea, manteniéndose estable durante 32 horas (Daniel y Gage, 1966). 
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3.2.2. Distribución 

Una vez que el PQ es absorbido y llega al torrente sanguíneo, se va a distribuir 

rápidamente por todo el organismo, llegando a todos los órganos y tejidos. El PQ no se 

liga a proteínas plasmáticas, lo cual hace que tenga un volumen de distribución elevado, 

de aproximadamente 1-2 L/kg (Serra et al., 2003). 

Los órganos en los cuales se alcanzan concentraciones más elevadas de PQ son el riñón 

(359 nmol/g) y el pulmón (65 nmol/g), utilizando una dosis de 72 μmol/kg (Dey et al., 

1990). Sin embargo, uno de los órganos donde el PQ produce efectos de gran 

importancia, y que a su vez presenta unas características muy particulares, es el 

encéfalo.  

En primer lugar, es importante destacar que la Cmax en el tejido nervioso se alcanza a los 

15 minutos tras la administración de cada dosis de PQ (Breckenridge et al., 2013), lo 

cual indica que el paso de este tóxico al SNC se produce rápidamente post-

administración y da los primeros indicios de su gran afinidad por este tipo de tejido. Por 

otra parte, tal como reflejan las propiedades fisico-químicas (ver Tabla 1), el PQ se 

caracteriza por presentar una solubilidad muy superior en agua y solventes polares que 

en solventes orgánicos, es decir, destaca por poseer un carácter hidrofílico, el cual no 

facilitaría su paso al SNC a través de la barrera hematoencefalica (BHE). A pesar de 

ello, el PQ presenta un coeficiente de distribución o de partición elevado, que es propio 

de compuestos hidrofóbicos. 

La explicación a este hecho reside en que esta gran afinidad por el tejido nervioso no 

viene determinada por una mayor lipofilia del compuesto o por una alteración funcional 

de la capacidad protectora de la BHE producida por el propio tóxico, sino que se debe a 

la presencia de diferentes tipos de transportadores en la BHE que facilitan su rápido 
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paso al encéfalo a través de ella, como son los transportadores de aminoácidos neutros 

dependiente de sodio (Shimizu et al., 2001), así como transportadores a nivel de la 

membrana plasmática de las neuronas que facilitan su entrada a las mismas, como se 

verá más adelante. 

Además, se ha demostrado que la administración de dosis repetidas de PQ tiene como 

resultado la aparición de concentraciones más elevadas en el cerebro que la 

administración de dosis únicas, lo cual indica que este compuesto sufre un fenómeno de 

acumulación en este órgano (Widdowson et al., 1996).  

Dentro del mismo, se pueden diferenciar dos compartimentos en el encéfalo según la 

cobertura de la BHE, estableciéndose un modelo bicompartimental para explicar la 

toxicocinética del PQ: por una parte, aquellas regiones cerebrales que se encuentran 

fuera de la BHE, y por otra, las regiones que se encuentran protegidas por ella, ya que 

van a presentar diferencias en cuanto a la distribución del tóxico debido al efecto 

protector y de filtro que ejerce la BHE ante el paso del PQ. En general, estructuras que 

se encuentran fuera, como el bulbo olfatorio o glándula pineal, se alcanzan 

concentraciones dos veces superiores a las de estructuras protegidas por la BHE, como 

el telencéfalo, mesencéfalo y cerebelo (Breckenridge et al., 2013).  

En relación a esto, se han estudiado las diferentes concentraciones que se alcanzan en 

diferentes regiones cerebrales protegidas por la BHE en ratas. Transcurrida la primera 

hora tras la administración subcutánea de una dosis de 5 mg/kg, las concentraciones 

superiores inicialmente se determinan en hipotálamo (0,721 pg/g), corteza frontal (1,047 

pg/g) e hipocampo (0,177 pg/g) (Corasaniti et al., 1998). Estos resultados están 

respaldados por los de otros estudios, indicando que este tóxico se acumula en el 

hipocampo y corteza frontal (Corasaniti et al., 1992; Corasaniti y Nistico, 1993; Prasad 



 
45 

 

et al., 2009), las cuales son regiones cerebrales fundamentales en el control de las 

funciones cognitivas (Preston y Eichenbaum, 2013). 

Posteriormente, y también tras dosis repetidas, se observa un incremento de la 

concentración de PQ en ciertas regiones, como el hipocampo, mientras que disminuye 

en otras, lo que da indicios de procesos de redistribución dentro del cerebro (Corasaniti 

et al., 1998), lo que puede derivar en toxicidad selectiva en estas regiones específicas, o 

bien, en efectos tóxicos más pronunciados en dichas regiones. 

Por otra parte, la edad puede ser un factor importante en el paso del PQ a través de la 

BHE, ya que se ha visto que se alcanzan concentraciones superiores de este herbicida en 

ratas muy jóvenes (menos de dos semanas de edad) y más mayores (de más 2 años de 

edad) en comparación a las encontradas en ratas adultas (3 meses de edad), lo cual 

sugiere que los cambios en la permeabilidad de la BHE dependientes de la edad juegan 

un papel importante en el acceso del compuesto al SNC (Corasaniti et al., 1991). 

3.2.3. Metabolismo y eliminación 

En términos generales, el PQ no es metabolizado en el organismo, apareciendo sin 

modificar en la mayoría de los tejidos, y eliminándose directamente sin sufrir cambios 

en su estructura molecular (Serra et al., 2003); si bien en algunos estudios se han 

encontrado pequeñas cantidades de metabolitos derivados del PQ, tales como el l-metil-

(4'-piridil) en orina en ratas (Daniel y Gage, 1966; Lythgoe y Howard, 1995) y en 

hígado y riñón en gallinas, y el iónl-metil-(4'-piridil) piridinio en hígado en cabras 

(JMPR, 2003). 

La eliminación del PQ, de forma muy similar al resto de sustancias, se produce en dos 

fases. En primer lugar, se produce una fase inicial rápida en la cual se elimina una parte 

de la dosis inicial directamente desde la sangre. En segundo lugar, se produce el paso 
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lento y sostenido del PQ desde todos los tejidos hacia el torrente sanguíneo, dando lugar 

a la fase final lenta, para ser eliminado definitivamente desde la sangre posteriormente. 

Por otra parte, la velocidad con la que ocurre cada una de estas fases viene determinada 

por la semivida de eliminación, entendida como el tiempo que trascurre hasta eliminar 

el 50% de la dosis absorbida. Por lo tanto, se ha requerido del cálculo de dos semividas 

de eliminación, una para cada una de las fases. En este sentido, se ha obtenido una 

semivida de eliminación de 17 minutos para la fase inicial (Breckenridge et al., 2013), 

mientras que en otro estudio se determinó una semivida de eliminación para esta fase 

más prolongada, de 40 horas aproximadamente (Dey et al., 1990). 

Sin embargo, la segunda fase o fase final de eliminación desde los tejidos se produce a 

una velocidad notablemente inferior a la de la fase inicial. Esta diferencia es aún más 

acusada en el caso de la eliminación desde el tejido nervioso, donde se ha establecido 

que la semivida de eliminación del PQ del cerebro es de 24 días (Breckenridge et al., 

2013), mientras que en otro estudio se determinó que esta semivida tenía una duración 

de alrededor de 30 días (Prasad et al., 2009). De esta forma, cabe deducir que para 

eliminar el 90% de la concentración en este órgano deben trascurrir 3,32 semividas de 

eliminación, y 6,64 para eliminar un 99% de la misma, es decir, 80 y 160 días desde la 

última dosis, respectivamente (Breckenridge et al., 2013). 

El PQ es eliminado fundamentalmente a través de dos vías: urinaria (Serra et al., 2003; 

Daniel y Gage, 1966) y fecal (Daniel y Cage, 1966). Sin embargo, la proporción de PQ 

eliminado por cada una de estas vías varía en función de la vía por la cual es 

administrado. Así, por vía oral, entre el 75-90% de la dosis se elimina en heces, 

mientras solo un 10-20% se elimina en la orina. Por el contrario, en el caso de ser 

administrado vía subcutánea, la mayor parte de la dosis (73-88%) se elimina por la orina 
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y solo un 2-14% a través de las heces. También se ha visto que la excreción biliar es 

prácticamente nula (Daniel y Gage, 1966). En relación con el mecanismo de 

eliminación por vía urinaria, estudios realizados en ratas Wistar han demostrado que la 

eliminación del PQ se produce de forma activa por excreción mediante un sistema 

transportador de cationes en mayor medida que por filtración glomerular (Chan et al., 

1997). 

Respecto a su eficacia, un estudio señala que el 85% de la dosis es eliminada en orina 

transcurridos 7 días tras la administración, calculándose una semivida de eliminación de 

40,9 horas (Dey et al., 1990). Sin embargo, otro estudio eleva este porcentaje de 

eliminación hasta más del 90% eliminado en tan solo 72 horas (Lythgoe y Howard, 

1995). 

3.3.Mecanismo de acción 

El mecanismo de acción del PQ como herbicida se basa en la generación de radicales 

superóxido que destruyen la membrana de las células, produciendo la desecación de las 

hojas. El PQ compite con la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADP) por los 

electrones; de esta forma, el PQ se transforma en metilviólogeno, que es un radical libre 

que reacciona con el oxígeno para regenerar el PQ, a la vez que se producen estas 

especies reactivas de oxígeno (ERO) (Bonavía et al., 1991). 

En vertebrados superiores, el PQ, reducido gracias al NADPH, se reoxida por medio del 

oxígeno, generando radicales superóxidos que oxidan y dañan los lípidos que 

conforman la membrana celular, lesionándolas. Este mecanismo, no solo lesiona las 

células, especialmente las alveolares, sino que también interfiere con la función 

surfactante pulmonar. El daño celular se manifiesta inicialmente por inflamación y 

edema, y finalmente, fibrosis. (Bonavía et al., 1991). 
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El mecanismo de acción tóxica del PQ a nivel pulmonar es el mejor estudiado. El PQ se 

transporta activamente mediante un sistema transportador de poliaminas, que se expresa 

abundantemente en la membrana de las células de Clara y los neumocitos tipo I y II 

(Dinis-Oliveira et al., 2008), acumulándose en sus interior (Fase 1). El PQ actúa como 

receptor de electrones reduciéndose, lo cual oxida el NADPH, aumentando la tasa de 

oxidación en estas células. A continuación, los radicales de PQ reducidos reaccionan 

con el oxígeno (O2), generando iones superóxido, los cuales son radicales muy 

inestables y de gran reactividad que producen daño tisular (Fase 2) (McKeag et al., 

2002; Serra et al., 2003; Dinis-Oliveira et al., 2008). Este mecanismo se puede aplicar 

del mismo modo a los hepatocitos y células renales. Todas estas reacciones están 

catalizadas por la enzima reductasa microsomal del citocromo P450 (Serra et al., 2003). 

 

Figura 2. Ciclo de oxidación-reducción del PQ (McKeag et al., 2002). 
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Como mecanismo de defensa, las células poseen una enzima denominada superóxido-

dismutasa (SOD), la cual metaboliza los radicales superóxido a peróxido de hidrógeno 

(H2O2) mediante la reacción de Haber-Weiss (Fase 3), que también lesiona la membrana 

plasmática de las células al producir una peroxidación de los lípidos de membrana (Fase 

4) (Serra et al., 2003; Dinis-Oliveira et al., 2008). Además, no solo se lesiona la 

membrana plasmática, sino que también afecta a las membranas de las organelas y 

mitocondrias (Yamada y Fukushima, 1996). En este sentido, el PQ altera la 

permeabilidad de la membrana interna de las mitocondrias debido a su capacidad de 

desestabilizar la apertura de canales MTP presentes en esta membrana (Constantini et 

al., 1995). 

 

Figura 3. Mecanismo de acción del PQ (Serra et al, 2003; Dinis-Oliveira et al., 

2008). 
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Como consecuencia de las lesiones de los neumocitos alveolares, se produce una 

fibrosis crónica pulmonar generalizada (Fase 5) (Serra et al., 2003). 

A nivel del sistema gastrointestinal, el PQ produce de forma selectiva una atenuación de 

las rutas de señalización en las que el óxido nítrico (NO) actúa como neurotransmisor, 

como ocurre en el plexo mioentérico, debido a su potencial oxidante. Esto se traduce en 

una disminución de la motilidad intestinal, ralentizando el tránsito digestivo y 

favoreciendo, a su vez, la absorción de mayor cantidad de PQ (Diss et al., 2016). 

3.3.1. Mecanismo de acción neurotóxico 

Como se ha descrito anteriormente, el PQ penetra y se acumula en el SNC gracias a la 

facilidad con la que atraviesa la BHE, debido a la presencia de los transportadores de 

aminoácidos neutros dependientes de sodio, principalmente (Shimizu et al., 2001). 

Una vez se encuentra en el tejido nervioso, el PQ es reducido mediante enzimas 

extracelulares como la NADPH-oxidasa 2 (NOX-2) de las células de microglía (Zhang 

et al., 2016). A continuación, la entrada del PQ reducido en las neuronas se puede 

producir a través de varios transportadores que tienen esta molécula como sustrato. 

Entre ellos, destacan el transportador de dopamina (DAT), especialmente importante en 

las neuronas dopaminérgicas, ya que es el transportador principal que media la entrada 

del PQ en este tipo de neuronas (Rappold et al., 2011; Shimizu et al., 2001) y el 

transportador de cationes orgánicos-3 (OCT-3) (Rappold et al., 2011; Prasad et al., 

2009). El OCT-3 es un transportador bidireccional que se expresa en las neuronas y, con 

un nivel de expresión muy importante, en astrocitos y neuronas GABAérgicas de la 

sustancia negra y cuerpo estriado (Rappold et al., 2011). En relación a la participación 

del DAT, también se ha señalado que el PQ no es sustrato ni tiene afinidad por este 

transportador (Richardson et al., 2005); sin embargo, existen evidencias de que el DAT 
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sí está implicado, ya que se ha descrito que inhibidores selectivos del DAT disminuyen 

la captación de PQ en las neuronas dopaminérgicas (Rappold et al., 2011; Shimizu et 

al., 2003). 

De este modo, el PQ reducido se acumula en el citoplasma neuronal y altera el 

equilibrio oxidación-reducción intracelular, derivando en la generación de especies 

reactivas de oxígeno y radicales superóxido, que van a inducir un estado de estrés 

oxidativo en las neuronas y astrocitos y que, en definitiva, va a desencadenar su 

degeneración debido a su efecto neurotóxico (Rappold et al., 2011; Chinta et al., 2018; 

Wu et al., 2013). Esta neurotoxicidad está relacionada con la disminución del nivel de 

glutatión reducido, el cual es el principal sistema antioxidante del SNC, y la alteración 

del metabolismo de la dopamina por la vía oxidativa (Kang et al., 2009). Varios 

estudios han señalado que este incremento de ERO está relacionado con la alteración de 

la vía del factor eritroide nuclear 2 (NRF2) y otras enzimas antioxidantes que ésta 

regula, como son la superóxido dismutasa 1 (SOD1), la glutatión-peroxidasa (GPX) o la 

hemooxigenasa 1 (HO1) (Izumi et al., 2015; Dou et al., 2015; Li et al., 2016; Wang et 

al., 2017). Además, se ha descrito que el PQ actúa directamente sobre el complejo 

mitocondrial I (NADPH deshidrogenasa), reduciendo su actividad (Fukushima et al., 

1994), lo cual induce la disfunción de las mitocondrias de neuronas y astrocitos y, en 

consecuencia, la muerte celular de estas células por apoptosis (Zhang et al., 2016). 

Las ERO, entre las que se incluyen los radicales superóxido e hidroxilo, causan 

modificaciones en la estructura de las proteínas, tanto en su estructura primaria 

aminoacídica como en su conformación (estructuras secundaria y terciaria), que las 

hacen más susceptibles a la fragmentación espontánea o a la proteólisis (Davies et al., 

1987a y 1987b). En este mismo sentido, dichos radicales libres presentes en el 

citoplasma oxidan la forma citosólica de las tiorredoxinas (TRX) entre otras proteínas, 
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las cuales conforman un mecanismo antioxidante importante a nivel neuronal, y cuyas 

modificaciones son muy importantes para la acción neurotóxica del PQ (Ramachandiran 

et al., 2007). 

Asimismo, el PQ también incrementa la producción de ERO en la microglía, mediante 

la inducción de la expresión de NOX-2, que a su vez también favorece la formación de 

PQ reducido, que continúa el ciclo de oxidación-reducción, de forma que cada vez se 

incrementen aún más los niveles de estrés oxidativo (Zhang et al., 2016). En este 

sentido, en otro estudio también se ha descrito que la actividad de la microglía se 

incrementa ante la exposición aguda a este herbicida. Esta activación se produce de 

forma más importante en las regiones del cuerpo estriado y la sustancia negra, siendo 

esta última región especialmente sensible al PQ por este motivo, ya que esta región es 

muy rica en células de microglía, que participan en los procesos inflamatorios en el 

SNC y, por tanto, intervienen en la aparición de neurotoxicidad (Wu et al., 2013). 

Por otra parte, se ha descrito que el PQ es capaz de inducir la síntesis de NO en las 

neuronas mediante la activación de la enzima NO-sintasa. A continuación, el NO 

reacciona con los radicales superóxido previamente formados, dando lugar a aniones 

peroxinitrito, los cuales oxidan las proteínas, los lípidos y el ADN de las neuronas, 

además de inhibir la actividad de otras enzimas antioxidantes, incrementando aún más 

el estrés oxidativo (Zhang et al., 2016). Entre las enzimas antioxidantes, resulta 

especialmente relevante la enzima SOD, siendo otro de los principales mecanismos 

protectores endógenos frente a los radicales libres, cuya actividad es claramente 

inhibida por el PQ en las regiones del hipocampo, cuerpo estriado y mesencéfalo (Wu et 

al., 2013). Como resultado de la acción de dichos radicales libres, se detecta un 

incremento de metabolitos derivados de la peroxidación de los ácidos grasos, como es el 

malondialdehído (MDA), en el cerebro (Wu et al., 2013). 



 
53 

 

En relación al material genético de las neuronas, el PQ acaba produciendo la 

fragmentación del ADN y compactación de la cromatina en las neuronas, como se ha 

descrito en el hipocampo transcurridas 24 horas desde la exposición al mismo 

(Melchiorri et al., 1998). 

Igualmente, el PQ induce alteraciones en la vía de las pentosas fosfato, alterando así el 

metabolismo energético de las neuronas y dando lugar a diferentes metabolitos, como 

glucosa-6-fosfato y glucono-1,5-lactona, que favorecen el ciclo redox del PQ (Zhang et 

al., 2016). 

También se ha descrito que PQ incrementa la producción de proteínas β-amiloidea en la 

corteza cerebral (Chen et al., 2012 y 2015), sustancia negra y cuerpo estriado (Su y Niu, 

2015), e induce la fosforilación de la proteína Tau en el cuerpo estriado de ratones 

(Wills et al., 2012), las cuales son tóxicas para las neuronas e inducen su muerte. 

En relación al incremento de estas proteínas en las neuronas, se ha sugerido que este 

aumento puede estar mediado por la inhibición de la actividad del proteasoma 20S 

(P20S) y por la inactivación de la vía de autofagia lisosomal (ALP) a través del 

incremento de una proteína denominada diana de rapamicina (mTOR) (Wills et al., 

2012; Su y Niu, 2015). El P20S es la subunidad catalítica del proteasoma 26S, que se 

encarga de la eliminación de proteínas aberrantes, tóxicas o que se han agregado, como 

las proteínas β-amiloideas y Tau hiperfosforiladas, y su inhibición se ha descrito que 

deriva en muerte neuronal (Cao et al., 2019). 

La función de las proteínas de choque térmico (HSP) incluye la regulación del 

plegamiento de las proteínas con el fin de que sea el adecuado, evitando que se 

agreguen unas a otras por una conformación incorrecta, y cuando no es posible su 

reparación inducen su eliminación o autofagia a través de la vía ubiquitina-proteasoma, 
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previniendo que su acumulación induzca la muerte de las neuronas (Gumeni et al., 

2017; Saibil, 2013). Entre estas proteínas cabe destacar el papel de las proteínas de 

choque térmico 70 (HSP70), la cual se ha señalado como la responsable de eliminar las 

proteínas Tau hiperfosforiladas y prevenir la generación y agregación de las proteínas β-

amiloideas (Fernández-Fernández et al., 2017; Ou et al., 2014). Se ha descrito que la 

exposición al PQ incrementa los niveles de HSP70 en el cuerpo estriado de ratón, lo que 

sugiere que el PQ no obstaculiza la autofagia mediada por chaperonas (Wills et al., 

2012; Su y Niu, 2015). Asimismo, el PQ también incrementa las HSP70 en el bulbo 

olfatorio de rata (Crum et al., 2015). 

El PQ no reduce la eliminación de alfa-sinucleína en el mesencéfalo, la cual es 

eliminada mediante autofagia mediada por chaperonas (AMC) y cuya agregación 

anómala se ha relacionado con el desarrollo de la enfermedad de Parkinson, por lo que 

su acumulación parece deberse al aumento de su síntesis (Mak et al., 2010). 

En el curso de enfermedades neurodegenerativas, como la EA, se produce la disfunción 

de la ALP, es decir, la vía regulada por P20S, lo que provoca la acumulación de 

proteínas anómalas y tóxicas, como las β-amiloideas y Tau hiperfosforiladas; todo ello 

deriva en pérdida neuronal y déficits cognitivos (Cao et al., 2019). Relacionado con esta 

vía, se encuentra el factor de transcripción EB (TFEB), siendo su principal factor 

regulador al controlar la expresión de genes que codifican para proteasas y otras 

enzimas de los lisosomas, como la catepsina-D (CD); por ello, alteraciones en su 

regulación también se han asociado a acumulación de proteínas tóxicas y 

neurodegeneración (Cortes y La Spada, 2019). 

Por otra parte, se ha descrito que el PQ activa los receptores de N-metil-D-aspartato 

(NMDAR), que son un subtipo de receptores de glutamato, cuya activación favorece la 
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generación de ERO (Zhang et al., 2016). Subtipos concretos de este receptor, como 

NMDAR1, están relacionados con el correcto crecimiento, tanto en densidad como en 

número, de las terminaciones dendríticas neuronales, fundamentales para el buen 

desarrollo del mecanismo de plasticidad neuronal (Zhang et al., 2016; Kannangara et al., 

2014). En este sentido, se ha descrito que el PQ reduce la expresión del receptor 

NMDAR1 en neuronas primarias hipocampales tras exposiciones repetidas a éste (Del 

Pino et al., 2017). Además, existen otras proteínas, como son la sinaptofisina (SYP), 

espinofilina (SPN) y la proteína de densidad postsináptica 95 (PSD95), que participan 

en el adecuado establecimiento de las sinapsis entre las neuronas (Tarsa y Goda, 2002), 

en la regulación de la forma y la densidad de las espinas de las dendritas (Li et al., 2011; 

Glantz et al., 2007) y la disminución de su síntesis se traduce en la pérdida de 

terminaciones sinápticas y/o su funcionamiento inadecuado, apareciendo desórdenes 

cognitivos (Mi et al., 2017; Steiner at al., 2008; De Pins et al., 2019). 

Como se ha introducido anteriormente, el PQ es capaz de alterar la vía oxidativa del 

catabolismo de la dopamina, reduciéndose los niveles de dopamina y ácido 

homovalínico (Kang et al., 2009). Se ha especulado que la acción específica del PQ en 

esta ruta metabólica se basa en la inhibición de la enzima aldehído-deshidrogenasa 

(ALDH) a causa de los productos resultantes de la peroxidación lipídica generados por 

la acción de los radicales oxidantes. Esta enzima regula el paso de 3,4-

dihidroxifenilacetaldehído (DOPAL) a ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), los 

cuales son metabolitos intermedios del catabolismo de la dopamina hasta el ácido 

homovalínico. De esta forma, su inactivación produce una acumulación de DOPAL, el 

cual es un tóxico endógeno para las neuronas, favoreciendo también así la muerte de las 

neuronas, en este caso, dopaminérgicas principalmente. Del mismo modo, en este tipo 

de neuronas resulta de gran importancia la enzima tirosina hidroxilasa (TH), reguladora 
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de la síntesis de dopamina, y cuya actividad se ve reducida por la acción del PQ. Según 

se ha descrito, las especies reactivas de nitrógeno producen nitrogenación de la tirosina, 

lo cual inactiva a esta enzima, resultando en una disminución de los niveles de 

dopamina, afectando a la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas (Zhang et al., 

2016). 

Otro aspecto a tener en consideración es que se ha descrito que el PQ induce la 

expresión de la COX-2 tras exposición aguda y repetida a este herbicida in vitro (Yang 

et al., 2010; De Oliveira et al., 2018) y tras exposición continuada in vivo (Mangano et 

al., 2012; Malekinejad et al., 2013). Esta enzima junto con la enzima ciclooxigenasa-1 

(COX-1) sintetiza la prostaglandina H2 (PGH2), a partir de la cual se sintetizan el 

tromboxano y los diferentes tipos de prostaglandinas (Resler et al., 2014; Luo et al., 

2017), entre las cuales resulta especialmente trascendente la prostaglandina E2 (PGE2), 

la cual es sintetizada a partir de la PGH2 por la enzima prostaglandina-E2-sintasa-1 

(PGES1) (Resler et al., 2014). En relación con la PGE2, múltiples estudios han descrito 

que su sobreproducción y la consecuente activación de sus receptores inducen muerte 

neuronal y alteraciones en la plasticidad sináptica en el hipocampo, además de producir 

desórdenes cognitivos (Takadera et al., 2004; Hein y O´Banion, 2009; Cunningham y 

Skelly, 2012; Miyagishi et al., 2013; Fattahi y Mirshafiey, 2014; Han et al., 2016; Ni et 

al., 2016; Xiao et al., 2018). Además, la PGE2 favorece la generación de estrés 

oxidativo celular (Liang et al., 2005; Saleem et al., 2007; Shi et al., 2012; Zhao et al., 

2015), así como la producción de proteínas Tau y β-amiloideas (Pepicelli et al., 2005; 

Luo et al., 2011; Shi et al., 2012; Qin et al., 2016; Gabr et al., 2017; Cao et al., 2019). 

Sin embargo, no existen estudios acerca del efecto del PQ sobre la síntesis de PGE2 en 

el cerebro. 
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Aparte de todo lo comentado anteriormente, se ha descrito que el PQ reduce los niveles 

de factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en el hipocampo de ratones tras 

exposiciones repetidas a este compuesto (Mangano et al., 2011). Este factor se expresa 

abundantemente en el hipocampo y forma parte del grupo de las neurotrofinas, proteínas 

fundamentales para la supervivencia de las neuronas (Scharfman y MacLusky, 2014). 

La forma madura del BNDF (mBDNF) se produce a partir del precursor de BDNF 

(proBDNF) gracias a la acción catalítica del activador tisular del plasminógeno (tPA) 

(Greenberg et al., 2009). El mBDNF es imprescindible para el mantenimiento de la 

viabilidad celular de las neuronas y los procesos de plasticidad sináptica de las neuronas 

en el hipocampo gracias a su actuación sobre el receptor quinasa B de la tropomiosina 

(TrkB) (Foltran y Díaz, 2016). De hecho, se ha descrito que en personas afectadas por la 

EA se observa una disminución de los niveles de BDNF, lo cual se ha asociado a la 

degeneración neuronal en el hipocampo y a alteraciones en la memoria (Hu et al., 2014; 

Song et al., 2015; Zhong et al., 2018). Por otro lado, el BDNF también participa en la 

prevención del estrés oxidativo, ya que su reducción incrementa los niveles de ERO en 

el hipocampo (Lee et al., 2019; Hacioglu et al., 2016). Además, deficiencias en el 

mecanismo de señalización en el que participan el mBDNF y TrkB también están 

relacionadas con la generación de proteínas β-amiloideas y Tau (Gerenu et al., 2017; 

Zhang et al., 2018; Wang et al., 2019). 

Por su parte, se ha descrito que el pro-factor neurotrófico derivado del cerebro 

(proBDNF) o forma inmadura del BDNF, también participa en una vía de señalización 

celular, pero actúa de modo completamente contrapuesto a la forma madura del BDNF, 

promoviendo así la degeneración y muerte de las neuronas a través del receptor P75
NTR

 

(Nagahara y Tuszynski, 2011; Hempstead, 2015; Gerenu et al., 2017); por el contrario, 

en otros estudios se ha descrito que esta forma inmadura también presenta efectos 
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neuroprotectores (Hempstead, 2015; Foltran y Díaz, 2016), por lo que existe cierta 

controversia. El efecto final de este sistema de señalización depende del equilibrio entre 

ambos factores y sus interacciones con sus correspondientes receptores, pudiendo 

derivar en patologías neurológicas en caso de alterarse dicho equilibrio (Foltran y Díaz, 

2016). 

Finalmente, también se ha descrito que este tóxico induce mecanismos de autofagia, no 

como mecanismo de muerte, sino como mecanismo de supervivencia neuronal, ya que 

su incremento reduce la muerte por apoptosis (Zhang et al., 2016); sin embargo, el 

mecanismo exacto por el cual se produce este fenómeno no está completamente 

definido. 

3.4. Toxicidad 

El PQ representa un problema de gran trascendencia para la Salud Pública (Watts, 

2011). Uno de los factores que están involucrados en su peligrosidad reside en las 

condiciones en las que se realiza su aplicación, entre las que se pueden incluir 

condiciones de alta temperatura y humedad, falta de equipos de protección individual 

(EPIs), manejo incorrecto o no seguro del producto y uso repetido del mismo (Watts, 

2011), lo cual puede conllevar la exposición directa al PQ de forma continuada, lo que 

unido a la falta de un tratamiento o antídoto específico, resulta en intoxicaciones graves 

muy frecuentes en países en desarrollo, tanto en personas (JMPR, 2003; Viales, 2014) 

como en animales de compañía (Bonavía et al., 1991). 

Otro aspecto a tener en cuenta son los casos de intoxicación accidental debidos al 

almacenamiento inadecuado de productos a base de PQ en envases que previamente 

contenían bebidas y otros alimentos. A modo de ejemplo, este tipo de accidentes en 
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Estados Unidos han supuesto un total de más de 1400 casos entre 1998 y 2009 solo en 

California, sumando las intoxicaciones con PQ y otros plaguicidas (USEPA, 2019). 

A pesar de ello, el número de intoxicaciones accidentales, frecuentemente por vía 

cutánea y vía oral, es relativamente bajo respecto al porcentaje de intoxicaciones 

derivadas de la ingestión voluntaria en intentos de suicidio (Serra et al., 2003).  

Un estudio llevado a cabo en Francia comparó los casos de intoxicación accidental y los 

casos de intoxicación voluntaria previa y posteriormente a su prohibición en la UE en 

2007, revelando que, tras ésta, el porcentaje de casos de intoxicación accidental 

disminuyó en mayor medida en comparación con los intentos de suicidio, mientras que 

estos últimos han seguido siendo un serio problema de salud en ciertas regiones de ese 

país (Kervégant et al., 2013). 

En este marco, los casos de intoxicación aguda pueden ser divididos en (Serra et al., 

2003): 

 Fulminante, debida a la ingestión de una dosis muy elevada de PQ que 

produce edema pulmonar agudo, oliguria, insuficiencia hepática y múltiples 

alteraciones bioquímicas, muriendo en 1-4 días. 

 Subaguda, desarrollando una fibrosis pulmonar mortal en 4 días, pudiendo 

alargarse varias semanas. 

 

Desde el punto de vista de la sintomatología, las intoxicaciones agudas por PQ 

producen una gran variedad de síntomas, entre los que cabe destacar pérdida de apetito, 

letargia, quemaduras en la boca, epistaxis, insuficiencia respiratoria aguda junto a 

respiración acortada y superficial, taquicardia, dolor abdominal, sensación de sed, 



 
60 

 

síntomas digestivos (náuseas, vómito, diarrea…), dolor de cabeza, fiebre y dolor 

muscular (Watts, 2011). 

En las intoxicaciones agudas por PQ estudiadas en ratas, durante los siguientes 3-7 días 

tras la exposición se observa un empeoramiento progresivo de los animales apareciendo 

anorexia e inactividad física, muriendo un 20% de ellos en los primeros 4-7 días. 

Además, en algunos animales aparecieron síntomas respiratorios, acompañados en 

algunos casos con epistaxis y sangrado en la boca (Wu et al., 2013). 

El parámetro de toxicidad aguda más relevante es la dosis letal 50 (DL50), es decir, la 

dosis que provoca mortalidad en el 50% de los individuos. A modo de ejemplo, en la 

Tabla 2 se muestran las DL50 (expresadas en mg/kg) por vía oral, dérmica e inhalatoria 

determinadas en ratas, recogidas por la FAO en 2008 y por la Comisión Europea (CE) 

en 2003 (Watts, 2011).  

Tabla 2. DL50 (expresadas en mg/kg) recogidas por FAO (2008) y CE (2003) para el 

PQ en ratas (Watts, 2011). 

 CE (2003) FAO (2008) 

Oral 93,4-113,5 93,4-113,5 

Dérmica 200 >660 

Inhalatoria 0,6-1,4 0,83-1,93 

 

Por su parte, Kemi (2006) describe las DL50 por vía oral en varias especies de animales, 

además de la rata, las cuales están recogidas en la Tabla 3. 
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Tabla 3. DL50 (expresadas en mg/kg) por vía oral en distintas especies (Kemi, 2006). 

Especie DL50 (mg/kg) 

Rata 40-200 

Ratón 120 

Cerdo de Guinea 22-80 

Conejo 49-100 

Oveja 50-75 

Gato 26-50 

Perro 25-50 

Mono 50 

Ser humano 40-60 

 

Por su parte, las intoxicaciones crónicas causadas por el PQ suelen cursar con una gran 

variedad de síntomas, como pueden ser la diarrea, pérdida de apetito, epistaxis e 

hipoquinesia (Minakata et al., 1995). 

Además, este tipo de exposiciones más prolongadas en el tiempo se caracterizan por dar 

lugar a la aparición de neumonía intersticial, fibrosis de los conductos biliares en el 

hígado, formación de cataratas oculares, patologías renales tales como nefritis 

intersticial y degeneración tubular renal, además de quistes en las glándulas adrenales, 

disfunción miocárdica, anemia hemolítica y diversos tipos de neoplasias (Watts, 2011). 

En relación a la pérdida de apetito y la consecuente pérdida de peso, estudios realizados 

en ratas muestran, en general, una disminución de la ganancia media diaria de peso de 

los animales. En un estudio realizado en ratas Wistar y Sprague-Dawley, a las cuales se 

administraba PQ vía oral e intravenosa, se observó que se producía una pérdida de peso 
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corporal en los animales y se determinó que existía una relación directamente 

proporcional entre esta disminución y la tasa de mortalidad y las concentraciones de PQ 

detectadas en los pulmones y riñones (Sharp et al., 1972). 

Otro aspecto importante a tener en cuenta son los parámetros toxicológicos referentes a 

toxicidad crónica, siendo el parámetro de referencia para el PQ referente a la vía de 

intoxicación oral la ingesta diaria admisible (IDA), la cual está establecida en 0,004 

mg/kg/día (USEPA, 2017). 

La ingesta diaria admisible se calcula a partir de otro parámetro, denominado nivel sin 

efectos adeversos observables (NOAEL), es decir, la cantidad diaria máxima de tóxico 

que no produce alteraciones funcionales o morfológicas en el organismo. En este 

sentido, la CE en 2003 estableció como NOAEL por vía oral un valor de 0,45 mg/kg/día 

y como NOAEL por vía inhalatoria un valor de 10 μg/m
3
. 

Aparte de estos parámetros, existen otros dos índices toxicológicos establecidos para 

este herbicida: el nivel sin efectos observable (NOEL), entendido como la dosis máxima 

de tóxico que no porduce ningún efecto observable en el organismo; y el nivel más bajo 

que produce efectos observables (LOEL), que consiste en la dosis mínima de tóxico que 

produce efectos observables en el organismo. Los valores de ambos para el PQ en ratas 

fueron establecidos por la FAO en 2008. Así, el valor NOEL para este herbicida es de 

1,25 mg/kg/día y el LOEL es de 3,75 mg/kg/día. 

El PQ produce daños en multitud de órganos, como son los pulmones, el corazón, el 

hígado, el bazo, los riñones, las glándulas adrenales, el SNC y los músculos, causando 

fallo multiorgánico y muerte, si bien la muerte suele darse más frecuentemente tras 

intoxicaciones agudas pocos días después y a consecuencia de un fallo respiratorio 

(Watts, 2011). 
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A continuación, se describen los efectos tóxicos producidos por el PQ en algunos de los 

aparatos y sistemas orgánicos. 

3.4.1. Toxicidad respiratoria 

La exposición aguda al PQ, incluso siendo administrado por vía intraperitoneal 

(sistémica), se caracteriza por producir daño pulmonar acompañado de 

hemorragias focales que evolucionan a hemorragia difusa, y/o bronquitis (Wu et 

al., 2013). En intoxicaciones graves, aparece rápidamente edema pulmonar, 

produciendo dificultad respiratoria (disnea), lo que conduce a la aparición de 

hipoxemia. Posteriormente, las lesiones producidas en el parénquima pulmonar 

pueden evolucionar con el paso de los días a fibrosis pulmonar, que suele ser 

fatal en el plazo de 4 días o varias semanas (Serra el al., 2003). 

En las necropsias se identifican macroscópicamente en los pulmones lesiones 

tales como congestión, edema, colapso y hemorragia, mientras que 

microscópicamente se observa fibrosis alveolar en un estadio inicial y pérdida de 

neumocitos alveolares (Darke et al., 1977). 

En caso de que la exposición suceda por vía inhalatoria, estudios realizados con 

ratas han determinado que el PQ induce cambios y lesiones en las vías 

respiratorias, como metaplasia escamosa en la base del proceso epiglótico, 

ulceración, inflamación, necrosis e hiperplasia en la epiglotis y los aritenoides, 

mientras que en los cornetes nasales no se observan lesiones macroscópicas 

(JMPR, 2003). 
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3.4.2. Toxicidad digestiva 

En los casos de intoxicación aguda por vía oral, los primeros síntomas que se 

producen tras la ingestión consisten en náuseas, vómito, dolor abdominal y 

diarrea. 

A nivel del aparato digestivo, dejando a un lado las lesiones que se producen en 

la mucosa oral y faríngea debido a su efecto cáustico, entre las que se incluyen 

edema, exudación, úlceras y formación de pseudo-membranas (Serra et al., 

2003), se ha descrito que el PQ es capaz de inhibir la síntesis y liberación de NO 

en las neuronas que conforman del plexo mioentérico, atenuando de este modo 

las vías de señalización en las que participa dicho neurotransmisor; lo cual 

implica la disminución de la motilidad del colon, que ralentiza el tránsito 

digestivo aumentando así el tiempo de permanencia del tóxico en la luz 

intestinal y el contacto con la mucosa del colon, favoreciendo la absorción de un 

mayor porcentaje de PQ, incrementando de este modo su toxicidad (Diss et al., 

2016). 

3.4.3. Toxicidad hepática 

En el hígado, 24 horas tras la exposición, se observa un incremento de células de 

Kupffer. Posteriormente, a los 3 días se desarrolla inflamación en las venas 

centrales intralobulillares (Wu et al., 2013; Serra et al., 2003), que se acompaña 

de la degeneración de los hepatocitos de la zona periportal y necrosis celular en 

la región central de los lóbulos hepáticos. Debido a ello, se puede llegar a 

producir inflamación portal y colestasis, consecuencia del edema y la 

degeneración y necrosis de los canalículos biliares, tanto intra como extra 

hepáticos, y de la vesícula biliar (Serra et al., 2003). 
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En lo referente a la sintomatología, la toxicidad hepática del PQ se manifiesta 

clínicamente con elevación de las enzimas hepáticas e ictericia (Burk et al., 

1980), es decir, síntomas completamente inespecíficos. 

3.4.4. Toxicidad renal 

Se ha descrito que el PQ se acumula en mayor medida en las células de los 

túbulos contorneados proximales, alterando los procesos de transferencia de 

electrones en sus mitocondrias, disminuyendo la actividad metabólica de estas 

células y, en consecuencia, comprometiendo la funcionalidad de las nefronas, lo 

cual determina la nefrotoxicidad de este herbicida (Serra et al., 2003; Ecker et al, 

1975). 

De forma paralela, consecuencia del desarrollo de edema pulmonar y de las 

pérdidas digestivas de líquidos por los vómitos y la diarrea causados por el 

tóxico, se puede llegar a la aparición de hipovolemia, lo que afecta de forma 

directa a los riñones, ya que son muy sensibles a disminuciones de la perfusión 

sanguínea. Por todo ello, es frecuente el desarrollo de insuficiencia renal aguda 

tras exposiciones graves a este herbicida (Serra et al., 2003). 

3.4.5. Toxicidad cardiovascular 

El PQ causa disfunción de la contractilidad del miocardio (Ge et al, 2010). 

También se han descrito miocarditis tóxicas asociadas a la exposición aguda al 

PQ, así como el desarrollo de arritmias y shock cardiovascular en los casos más 

graves (Serra et al., 2003). 

Por otra parte, se ha descrito que se produce un descenso en el número de 

eritrocitos, hemoglobina, leucocitos y proteínas séricas, al mismo tiempo que 

genera un incremento de polimorfonucleados (USEPA, 1997). 
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3.4.6. Toxicidad cutánea 

Con el objetivo de determinar los efectos de la exposición dérmica del PQ sobre 

la propia piel, se llevó a cabo un estudio realizado en conejos albinos, el cual 

mostró que el PQ causa eritema que se mantiene en torno a 3-4 días, aunque 

puede prolongarse hasta 23 días en algunos casos. Asimismo, se observó que el 

tóxico produjo edema cutáneo, el cual puede persistir durante 4 días (JMPR, 

2003). Sin embargo, en otro estudio se concluyó que el PQ no posee capacidad 

de sensibilización cutánea (JMPR, 2003). 

También se han descrito otros síntomas a largo plazo, como engrosamiento, 

descamación e, incluso, desprendimiento de las capas superficiales de la 

epidermis (USEPA, 1997). 

Posteriormente, la CE clasificó el PQ como irritante para la piel de categoría 2 

(H315) según el Reglamento (CE) 1272/2008 (European Commission, 2016). 

3.4.7. Toxicidad ocular 

En el pasado se han realizado estudios con el fin de evaluar los efectos de la 

exposición ocular al PQ en conejos, administrando soluciones con diferentes 

concentraciones de PQ aplicadas en el saco conjuntival. A concentraciones 

bajas, se observaron reacciones conjuntivales severas, con hiperemia y 

quemosis, y alguna lesión corneal ocasional (Sinow y Wei, 1973; JMPR, 2003), 

sin que se observen alteraciones en la cámara anterior y el cristalino (McKeag et 

al., 2002). Sin embargo, a concentraciones más elevadas, se produjeron lesiones 

más severas, entre las que se incluyeron congestión e hinchazón del iris y 

opacidad corneal (Sinow y Wei, 1973). Tras una exposición ocular única, 

pueden aparecer otros síntomas y lesiones, entre los que cabe destacar la 
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conjuntivitis pseudomembranosa con adherencias fibrinosas (McKeag et al., 

2002). 

A nivel histopatológico, se observa destrucción de la membrana basal del 

epitelio corneal y úlceras del estroma en función de la gravedad de la 

exposición, los cuales se asocian a la acción de los radicales libres (Nordquist et 

al., 1995). 

Como resultado de estos estudios y observaciones, el PQ fue clasificado como 

irritante para los ojos de categoría 2 (H319) mediante el Reglamento (CE) 

1272/2008 (European Commission, 2016). 

3.4.8. Toxicidad fetal y perinatal 

El PQ es capaz de atravesar la placenta y alcanzar la circulación fetal. Los 

efectos tóxicos dependerán de la etapa de gestación, pudiendo llegar a causar 

durante la organogénesis efectos tóxicos agudos en el feto, incluyendo la muerte 

del mismo; o bien, efectos crónicos persistentes en la etapa adulta (Watts, 2011). 

Por otra parte, se ha indicado que el feto es capaz de tolerar bien la exposición al 

PQ si ésta se produce en una etapa temprana de la gestación. Sin embargo, si la 

exposición se produce a partir de la semana 30 de gestación, se desarrollan 

manifestaciones toxicas rápidamente, lo cual se debe posiblemente a una mayor 

presencia de oxígeno en el feto. En esta línea, se ha sugerido que este hecho 

pueda estar relacionado con la ausencia de neumocitos tipo II hasta su aparición 

alrededor de las 28 y 32 semanas de gestación. Es decir, el pulmón se encuentra 

más protegido de la acción tóxica del PQ hasta este momento. A pesar de ello, la 

exposición al PQ suele ser fatal para el neonato por la aparición de un fallo 

multiorgánico tras el parto (Serra et al., 2003). 
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Vinculado a ello, también se ha descrito que existe relación entre la exposición 

prenatal al PQ y el desarrollo de malformaciones congénitas en neonatos (Watts, 

2011). 

Estudios realizados en ratones identificaron 3 efectos principales en sus crías 

(Ait-Bali et al., 2016): 

a. Se observó un retraso en la aparición de los reflejos innatos tras el 

nacimiento, así como déficits motores durante el crecimiento. 

b. Las crías sufrieron alteraciones de la fertilidad y un descenso de los 

parámetros reproductivos al alcanzar la madurez sexual. 

c. Se produjeron alteraciones cognitivas, manifestándose en la edad adulta, 

y modificaciones del comportamiento compatibles con un incremento del 

nivel de ansiedad. 

 

3.4.9. Disrupción endocrina 

El PQ forma parte del grupo de compuestos capaces de actuar como disruptores 

endocrinos. 

Por un lado, se ha descrito que este compuesto disminuye los niveles de 

testosterona, hormona folículo-estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y 

prolactina (PRL) en machos de rata (Watts, 2011). También se ha descrito que el 

PQ ejerce un efecto antiestrogénico, ya que la administración conjunta de 

estrógenos y PQ atenúa y disminuye los daños derivados del estrés oxidativo (Si 

et al., 2001). 

Sin embargo, dicha acción antiestrogénica no está solo relacionada con el 

incremento de los niveles de ERO, ya que se han descrito otras relaciones en las 
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que la actividad del receptor de estrógenos (ER) podría intervenir en los efectos 

tóxicos del PQ, como las que se presentan a continuación. 

En primer lugar, se ha descrito que la vía NRF2 está regulada por el ER, de tal 

forma que su activación incrementa la expresión de las enzimas antioxidantes 

que participan en esta vía, previniendo la muerte celular inducida por los ERO 

(Chen et al., 2013; Zhu et al., 2015). 

En segundo lugar, se ha descrito que la activación del ER protege frente a la 

muerte de neuronas sometidas a un tratamiento con proteínas β-amiloideas y Tau 

hiperfosforiladas (Anukulthanakorn et al., 2013; Tang et al., 2018). 

En tercer lugar, también se ha visto que el receptor de estrógenos regula los 

niveles de SYP, SPN, PSD95 y NMDAR1, interviniendo finalmente en la 

regulación de la densidad dendrítica y la plasticidad sináptica (Murphy et al., 

1998; McEwen et al., 2001; Brake et al., 2001; Rune et al., 2002). 

En cuarto lugar, los niveles de PGE2 están regulados por la actividad 

estrogénica, al igual que los subtipos EP1, EP2, EP3 y EP4 del receptor de 

PGE2 (Huang et al., 2015; Rage et al., 1997). En concreto, una reducción de los 

niveles de estradiol (E2), o bien, de la actividad del ER, ocasionan la 

sobreexpresión de COX-2 (Menze et al., 2015; Stacey et al., 2016) y el 

incremento de los niveles de PGE2 como resultado (Wang et al., 2014). 

En quinto y último lugar, los estrógenos también regulan los niveles de BDNF y 

la expresión de TrkB (Scharfman y MacLusky, 2014), de forma que se ha 

asociado la reducción de la actividad estrogénica con la disminución de los 
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niveles de BDNF (Bora et al., 2005; Pan et al., 2010; Harte-Hargrove et al., 

2013). 

Por otra parte, estudios epidemiológicos han descrito los efectos que originan 

éste y otros pesticidas sobre la producción de hormonas tiroideas (T3 y T4) en el 

organismo (Goldner et al. 2010; Kongtip et al., 2019). 

La exposición al PQ y a otros pesticidas, como organofosforados y piretroides, 

origina la disminución de la síntesis de tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), 

habiendo sido relacionado con el desarrollo de hipotiroidismo, encontrándose 

una prevalencia superior en aquellos individuos que han estado expuestos de 

forma repetida a estos químicos. Análisis post-mortem realizados han 

determinado que se acumulan cantidades detectables de PQ en la glándula 

tiroides en los individuos expuestos (Goldner et al., 2010). También se ha 

demostrado que existe una relación entre los niveles de hormonas tiroideas y 

ciertas regiones cerebrales, como el hipocampo; así, se ha descrito que las 

hormonas tiroideas inducen cambios en la arquitectura neuronal hipocampal 

para su correcta formación y desarrollo durante el crecimiento del individuo 

(Zanin et al., 2004). 

Además, el PQ también ejerce efectos sobre las glándulas suprarrenales, 

produciendo necrosis de la corteza de estas glándulas (Serra et al., 2003). 

Finalmente, otra enfermedad endocrina, en cuya patogenia podría participar el 

PQ, es la diabetes, especialmente en la diabetes tipo II. Se ha descrito que el PQ 

presenta un efecto inhibitorio sobre la acción a la insulina, en el cual interviene 

el estrés oxidativo, lo que termina generando resistencia a la insulina (Kimura et 

al., 2010). 
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3.4.10. Genotoxicidad 

Existen evidencias de que exposiciones repetidas al PQ pueden tener efectos 

genotóxicos a largo plazo, concretamente relacionados con el desarrollo de 

cáncer y tumores, como el cáncer de piel. Además, en ratas se ha visto que este 

tóxico causa carcinomas de células escamosas (Watts, 2011). 

El desarrollo de las distintas tipologías de tumores se debe a que se ha 

demostrado que el PQ produce daños en el ADN, mutaciones de todo tipo, y 

alteraciones en la hibridación de los cromátidas, generándose aberraciones en los 

cromosomas (Watts, 2011). 

3.4.11. Neurotoxicidad 

Como ha comentado anteriormente, el SNC es uno de los sistemas orgánicos 

donde el PQ ejerce efectos tóxicos más significativos y de mayor trascendencia. 

Tanto es así que la exposición a este herbicida ha sido relacionada con el 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Li et al., 2018), asociándose 

con el desarrollo de la enfermedad de Parkinson en múltiples estudios (Dinis-

Oliveira et al., 2006; Prasad et al., 2009), actuando como factor de riesgo; 

mientras que en otras enfermedades neurodegenerativas, como en la EA, se ha 

sugerido que puede jugar un papel importante, debido a que la exposición única 

y repetida al PQ se ha asociado a la aparición de déficits de memoria y 

aprendizaje similares a los manifestados durante el curso de dicha enfermedad 

(Chen et al., 2010, 2012 y 2015; Lou et al., 2016). Sin embargo, la totalidad de 

los mecanismos por los cuales el PQ induce estas alteraciones cognitivas se 

desconoce.  
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Sintomatológicamente, la exposición a dosis elevadas provoca cuadros de 

ansiedad, convulsiones, ataxia y trastornos del sueño (Serra et al., 2003). 

Los efectos neuropatológicos del PQ sobre el comportamiento que se producen 

en las primeras 24 horas tras la intoxicación aguda se inician con convulsiones a 

los pocos minutos de la exposición; de forma paralela se producen lesiones 

neuronales que afectan a las células piramidales de todas las capas de la corteza 

frontal (Bagetta et al., 1992). También se han descrito casos de leucoencefalitis 

hemorrágica que afecta a la totalidad del SNC, acompañada de 

desmielinizaciones focales (Serra et al., 2003). 

En estudios de toxicidad crónica, dosificando durante dos semanas, se observa 

pérdida de los cuerpos de Nissl neuronales y una disminución del número de 

neuronas, así como un aumento de la reactividad glial en sustancia negra (Liou 

et al., 1996). 

El PQ produce un cuadro neurológico central caracterizado por la aparición de 

marcha en círculos, nerviosismo, sacudidas corporales (síndrome del perro 

mojado), convulsiones clónicas, rigidez muscular, inclinación contralateral de la 

cabeza y el cuello y cifosis postural, manifestados junto a desincronización del 

electrocorticograma y picos epileptiformes de alto voltaje en el mismo (De Gori 

et al., 1988). Mediante la realización de estudios en ratas se han intentado 

relacionar estos síntomas observados con la estructura cerebral que se ve 

afectada mediante la infusión de PQ en cada una de ellas. Sin embargo, se ha 

determinado que la mayoría de los síntomas son comunes a la afección de todas 

las regiones y no se pueden asociar a lesiones en cada zona específicamente 

(Caló et al., 1990). 
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Como se ha introducido en apartados anteriores, se ha observado que el PQ 

induce muerte neuronal en el hipocampo. Esta región es una de las principales 

encargadas de la regulación de los procesos de memoria y aprendizaje. Por ello, 

se ha observado que una reducción de neuronas en dicha región, como ocurre 

durante el curso de la EA y otras demencias, da lugar a alteraciones cognitivas 

(Danysz y Parsons, 2012). 

Una parte de la muerte neuronal ocasionada por el PQ se produce a través del 

mecanismo de apoptosis, desencadenado principalmente por el incremento de 

los niveles intracelulares de ERO, observándose neuronas apoptóticas de forma 

predominante en la sustancia negra y cuerpo estriado (Melchiorri et al., 1998; 

Wu et al., 2013) y en el hipocampo, tras exposiciones únicas y repetidas tanto in 

vivo (Melchiorri et al., 1998; Chen et al., 2010; Li et al., 2015) como in vitro 

(Del Pino et al., 2017). Asimismo, se ha descrito que la exposición aguda al PQ 

genera muerte de los astrocitos por apoptosis en el hipocampo y el cuerpo 

estriado; sin embargo, no se detectaron cambios morfológicos compatibles con 

apoptosis en los astrocitos de la corteza frontal (Wu et al., 2013). 

Un estudio realizado con astrocitos humanos reveló que este tipo de células 

nerviosas es extremadamente sensible a la exposición al PQ a concentraciones 

de 200, 400 y 800 µmol/L durante 12, 24 y 48 horas, respectivamente. Tras 

dicha exposición, los astrocitos mostraron signos de astrogliosis, caracterizada 

por una expresión mayor de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) y una 

disminución de la expresión de apolipoproteína E (ApoE) y de los niveles de 

colesterol, glutamato y adenosín trifosfato (ATP), que en conjunto alteran la 

funcionalidad sináptica de los astrocitos, lo que puede estar relacionado con el 

desarrollo de procesos neurodegenerativos (Li et al., 2018). En este sentido, se 
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ha señalado que el déficit de ApoE puede estar implicado en el desarrollo de la 

EA, ya que el silenciamiento del gen que codifica esta proteína en ratones 

provoca pérdida de la función sináptica y disfunción cognitiva, similares a los 

que se producen en esta enfermedad neurológica (Nunes et al., 2018).  

Por otra parte, como se ha visto anteriormente, exposiciones agudas al PQ 

generan alteraciones a nivel de las dendritas de las neuronas, que se traducen en 

la disminución del número de espinas dendríticas, lo cual afecta al proceso de 

plasticidad sináptica (Caló et al., 1990). Este efecto tóxico a nivel de las 

neuronas del hipocampo y otras regiones, como el prosencéfalo basal, se ha 

asociado con la disfunción de las interconexiones neuronales involucradas en las 

funciones de memoria y aprendizaje (Baloyannis, 2015), y la aparición de 

alteraciones cognitivas (Mandolesi et al., 2008; Hains et al., 2015). 

En estudios anteriores se ha determinado que la muerte celular de las neuronas 

hipocampales está mediada asimismo por la alteración que produce sobre las 

transmisiones glutamatérgica y colinérgica, resultado de la alteración de la 

expresión fisiológicamente normal de las diferentes variantes de la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE) (Del Pino et al., 2017). 

Todo lo visto hasta este punto, junto a los mecanismos de acción que se 

desencadenan en el SNC, sugiere que el PQ ejerce sus efectos neurotóxicos a 

través de la intervención de un conjunto de mecanismos que se interrelacionan, 

de entre los cuales, el estrés oxidativo parece asumir un papel central, y que 

resulta en la muerte de las neuronas de regiones implicadas en los procesos de 

memoria y aprendizaje, derivando en la aparición de trastornos cognitivos. 
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3.4.12. Toxicidad medioambiental 

Aparte de todos los efectos adversos descritos en el ámbito de la salud humana 

asociados al PQ, también presentan gran importancia sus efectos sobre la fauna, 

flora y el medio ambiente en general. 

A nivel ambiental, se han detectado restos de PQ en aguas superficiales, agua de 

bebida y algunos alimentos (Zhang et al., 2016), siendo este último punto una de 

las principales preocupaciones en materia de Salud Pública, ya que la presencia 

de residuos de PQ en alimentos de origen vegetal puede ser la principal fuente 

de exposición crónica a este tóxico.  

Algunos estudios señalan que los efectos del PQ sobre la flora y fauna silvestre 

son escasos, debido a su fotosensibilidad y su elevada solubilidad en agua, 

además de la fijación a los minerales presentes en el suelo que sufre y que 

conduce a su inactivación (Serra et al., 2003). Por el contrario, también se han 

observado fenómenos de bioacumulación en tejidos de animales acuáticos como 

peces, anfibios y lombrices, en los cuales produce estrés y mortalidad en los 

casos más graves (Zhang et al., 2016). En esta misma dirección se encuadran las 

conclusiones de la última evaluación ambiental sobre el PQ realizada en 2019 

por la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (USEPA), indicando 

que existe riesgo de exposición de organismos terrestres y acuáticos a residuos 

de PQ. Además, señala que, aun utilizando correctamente este herbicida según 

las indicaciones del fabricante, su uso puede resultar en efectos adversos para la 

supervivencia, crecimiento y reproducción de organismos terrrestres y acuáticos. 

De esta forma, concluye que todos los usos registrados del PQ conllevan 

potencialmente efectos adversos directos para aves, mamíferos, anfibios, 

resptiles, plantas terrestres y acuáticas y, en menor grado, para insectos 
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polinizadores, peces e invertebrados que habitan en el fondo de ecosistemas 

acuáticos (USEPA, 2019). 

Finalmente, destaca la gran persistencia del PQ en el ambiente, por lo que resalta 

la importancia de respetar los tiempos de aplicación para prevenir la aparición de 

efectos reproductivos sobre vertebrados terrestres y sobre insectos polinizadores 

cuando se aplica en plantas en floración (USEPA, 2019). 

3.5. Normativa y Legislación 

3.5.1. Regulación a nivel internacional 

El uso del PQ ha sido prohibido o no está permitido en 33 países por razones de 

Salud Pública, entre los que se encuentran los 27 Estados Miembros de la UE, 

Reino Unido y otros países del panorama internacional, como son: Kuwait desde 

1986, Camboya desde 2003, Costa de Marfil desde 2004, Siria desde 2005 y 

Emiratos Árabes Unidos desde 2006. Por otra parte, diferentes organizaciones y 

empresas internacionales han eliminado su utilización de sus sistemas de 

producción (Watts, 2011). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica el PQ como un tóxico de 

Clase 2 (moderadamente tóxico); sin embargo, debido a sus efectos tóxicos tanto 

agudos como crónicos o retardados, así como la falta de tratamiento específico, 

debería reclasificarse como tóxico de Clase 1. 

Por su parte, la USEPA requiere desde 2016 el establecimiento de medidas de 

seguridad para el personal que maneje este producto, entre las que caben 

destacar a modo de ejemplo el uso de aplicadores certificados, uso de equipos de 

protección individual, sistemas de cierre seguro de los envases, la modificación 

de las etiquetas de los plaguicidas para resaltar su toxicidad y riesgos asociados, 
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así como capacitación especializada del personal (USEPA, 2017). Asimismo, 

esta Agencia ha emitido recomendaciones para el público general con el fin de 

mitigar la incidencia de accidentes relacionados con la ingesta de productos que 

contienen PQ. Algunas de estas medidas incluyen no trasvasar el producto a 

otros envases que previamente contenían alimentos, no almacenarlo en viviendas 

de particulares, mantener el producto fuera del alcance de los niños y no 

utilizarlo en jardines domésticos, escuelas, parques y áreas infantiles (USEPA, 

2019). 

3.5.2. Regulación a nivel europeo 

La Comisión Europea ha clasificado el PQ como muy tóxico por inhalación, 

tóxico en contacto con la piel y por ingestión, con riesgo de efectos nocivos 

graves para la salud en caso de exposición prolongada y, finalmente, como 

irritante para los ojos, el sistema respiratorio y la piel.  

A pesar de ello, inicialmente a través de la Directiva 2003/112/CE, se modificó 

la Directiva 91/414/CEE, del 15 de julio de 1991, relativa a la comercialización 

de productos fitosanitarios, para incluir al PQ en el Anexo I de la Directiva 

91/414/CEE, en el cual se establece la lista de sustancias activas autorizadas en 

la UE. 

Sin embargo, el uso del PQ en la UE está prohibido desde el año 2007, a raíz del 

recurso planteado por Suecia ante el Tribunal de Primera Instancia de las 

Comunidades Europeas por el cual se pedía la anulación de la decisión de la CE 

de incluir el PQ en la mencionada lista de sustancias autorizadas en la UE, 

exponiendo motivos de protección de la salud y respeto al medio ambiente. 
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A continuación, se repasan algunos de los otros actos legislativos que afectan al 

PQ a nivel comunitario. 

3.5.2.1. Reglamento (CE) 1272/2008 

Según el Reglamento (CE) 1272/2008, sobre clasificación, etiquetado y 

envasado de sustancias y mezclas, el PQ está clasificado como irritante para la 

piel categoría 2 (H315) y para las ojos categoría 2 (H319), además de ser tóxico 

de forma aguda categorías 2 (H372) y 3 (H301 y H311) y para organismos 

acuáticos categoría 1 (H400). 

 

3.5.2.2. Reglamento (CE) 396/2005 

El Reglamento (CE) 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo, relativo a 

los límites máximos de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen 

vegetal y animal, y que modifica la Directiva 91/414/CEE, recoge los límites 

máximos de residuos (LMRs) para el PQ, entre otros muchos compuestos en 

gran variedad de alimentos. Puesto que la Salud Pública debe estar por encima 

de la protección de la sanidad vegetal, este Reglamento establece como su 

principal objetivo que los residuos de las sustancias activas empleadas en los 

productos fitosanitarios no estén presentes en las materias primas y/o alimentos 

en niveles que conlleven un riesgo inaceptable para las personas y también para 

los animales. Así, en esta norma están establecidos LMRs para productos de 

origen vegetal o cultivables, como verduras, leguminosas, cereales, frutas, frutos 

secos, azúcar, hongos y algas, en los que se establece para el PQ un LMR de 

0,02 mg/kg de producto. Sin embargo, para otras materias primas, como son 

café, té, infusiones, cacao y especias, se establece un LMR superior (0,05 

mg/kg). 
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3.5.2.3. Reglamento (UE) 520/2011 

Este Reglamento modifica a los anexos II y III del Reglamento (CE) 

nº 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que respecta a los 

límites máximos de residuos de benalaxil, boscalida, buprofecina, carbofurano, 

carbosulfan, cipermetrina, fluopicolide, hexitiazox, indoxacarbo, metaflumizona, 

metoxifenozida, PQ, procloraz, espirodiclofeno, protioconazol y zoxamida en 

determinados productos. 

3.5.2.4. Reglamento (CEE) 315/93 

Esta norma concierne al PQ en lo relativo a su condición de posible contaminate 

presente en productos alimenticios, siendo aplicable a contaminantes que no 

sean objeto de una regulación más específica. Como puntos clave de este 

Reglamento cabe destacar que está prohibida la puesta en el mercado de 

productos alimenticios que contengan contaminantes en proporciones 

inaceptables para la Salud Pública, y desde el punto de vista toxicológico, que 

los contaminantes deberán mantenerse al mínimo nivel posible mediante 

prácticas correctas en todas las fases de la cadena alimentaria, y que para 

proteger la Salud Pública, habilita a la CE para que se establezcan las tolerancias 

máximas para contaminantes específicos en ciertos productos alimenticios, de 

acuerdo con el procedimiento del Comité Permanente de Plantas, Animales, 

Alimentos y Piensos y previa consulta a la Autoridad Europea de Seguridad 

Alimentaria (EFSA). 

3.5.2.5. Reglamento (CE) 1107/2009 

El Reglamento (CE) 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de 

agosto de 2009, relativo a la comercialización de productos fitosanitarios. Este 
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Reglamento regula la comercialización y el uso de los productos fitosanitarios. 

Entre sus pilares fundamentales se encuentra el principio consistente en que para 

poder usarse un sustancia activa en la fabricación de productos fitosanitarios, 

dicha sustancia debe haber demostrado beneficios claros para la producción 

vegetal, además de no tener efectos adversos en la salud de las personas o 

animales, ni presentar efectos inaceptables sobre el medio ambiente. 

 

3.5.2.6. Directiva 2006/61/CE 

La Directiva 2006/61/CE de 7 de julio de 2006, que modifica los anexos de las 

Directivas 86/362/CEE, 86/363/CEE y 90/642/CEE del Consejo por lo que 

respecta a los límites máximos de residuos de atrazina, azinfos-etil, ciflutrin, 

etefon, fention, metamidofos, metomilo, PQ y triazofos, recoge los mismos 

límites máximos de residuos y en los mismos alimentos que el Reglamento (CE) 

396/2005 en el caso concreto del PQ. 

 

3.5.3. Regulación a nivel nacional 

3.5.3.1. Real Decreto 971/2014 

El Real Decreto 971/2014 tiene entre sus objetivos adaptar el procedimiento de 

evaluación de productos fitosanitarios a nivel nacional. De esta forma, en España 

la competencia de la autorización para la comercialización de los productos 

fitosanitarios recae en el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación 

teniendo en consideración un informe preceptivo del Ministerio de Sanidad, 

Servicios Sociales e Igualdad. 

3.5.3.2. Plan Nacional de Control Oficial de la Cadena Alimentaria (PNCOCA) 

En el contexto de la presente tesis, tiene importancia señalar el objetivo 

estratégico 2.3 del PNCOCA, que consiste en “reducir en lo posible y, en todo 



 
81 

 

caso a niveles aceptables, la exposición de los consumidores a los riesgos 

biológicos y químicos presentes en los alimentos”. Dicho objetivo se desarrolla 

mediante una serie de programas, como es el Programa de Control de Residuos de 

Plaguicidas en Alimentos. Su objetivo general es minimizar la aparición de 

riesgos asociados a la presencia de residuos de plaguicidas no autorizados o en 

niveles superiores a los establecidos en la normativa vigente. A su vez, este 

objetivo se desarrolla a través de tres objetivos operativos, que caben resumir en 

la realización de toma de muestras en función del riesgo, para su posterior 

análisis, con el fin de detectar en los alimentos la presencia de plaguicidas no 

autorizados o en niveles superiores a los marcados por la legislación para, 

posteriormente, adoptar medidas ante los incumplimientos detectados. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. Productos químicos 

Los productos de PQ (99,99%), estradiol, ácido ditionitrobenzoico, NS-398, poli-L-

lisina, dimetil-sulfóxido (DMSO), y bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) fueron adquiridos de Sigma (Madrid, España). Los anticuerpos 

anti-proteína asociada a microtúbulos-2 (MAP2) y anti-proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP) se adquirieron de Millipore (Madrid, España). MF-63 fue suministrado por 

Cayman (Madrid, España) y BDNF recombinante (rBNDF) se obtuvo de Abcam 

(Cambridge, RU). Todos los demás productos químicos fueron de grado reactivo de la 

pureza más alta disponible de laboratorio. 

4.2. Preparación de los cultivos neuronales primarios de hipocampo 

Los procedimientos experimentales fueron realizados conforme a la normativa de la 

Unión Europea (2010/63/EU) y al Real Decreto 53/2013, sobre la protección de los 

animales de experimentación. 

Se extrajeron fetos procedentes de ratas Wistar gestantes, de 17-18 días de gestación 

(Charles River, Barcelona, España), anestesiadas previamente con pentobarbital sódico, 

y a continuación sus cerebros se extrajeron y se diseccionaron con un 

estereomicroscopio (Olympus SZ51, Barcelona, España). La preparación de los cultivos 

primarios de neuronas se realizó siguiendo el protocolo de Del Pino et al. (2015). El 

hipocampo fue extraído y mantenido en medio Hibernate E (Life Technologies, Madrid, 

España); posteriormente fue separado mediante incubación durante 10 minutos a 37ºC 

en 1 mL de solución tripsina-EDTA (0,25%; Invitrogen, Madrid, España) y 0,5 mL de 

solución de DNasa (Sigma, D4263, Madrid, España). Tras la acción de la tripsina, la 

solución de tripsina y DNasa se aspiró y seguidamente se añadieron 0,5 mL de albúmina 
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sérica bovina al 4% (BSA, Sigma, Madrid, España), 1 mL de medio Eagle modificado 

de Dulbecco (DMEM/F-12 con Glutamax-1, Life Technologies, Madrid, España) 

suplementado con suero fetal bovino al 20% (FBS, Sigma, Madrid, España), 

antibióticos (penicilina/estreptomicina 1 mL/L, Sigma, Madrid, España) y 2 mL de 

solución DNasa. Las células fueron separadas mediante una trituración suave usando 

una pipeta Pasteur de vidrio templado. La suspensión de células se centrifugó a 250 rpm 

(Eppendorf 5804R, Madrid, España) durante 5 minutos y el pellet resultante fue re-

suspendido en medio de crecimiento y a continuación se hizo pasar a través de un filtro 

de nylon de 40 mm. Esta suspensión volvió a centrifugarse (250 rpm, 5 minutos) y se 

re-suspendió en medio de cultivo. La suspensión celular se cultivó con una densidad de 

1 x 10
5
 células/mL en cubreobjetos de cristal de 22 mm de diámetro, recubiertos por 

poli-L-lisina a una concentración de 0,1 mg/mL, colocados en placas Petri de plástico 

de 35 mm de diámetro recubiertas con poli-L-lisina. Tras la incubación durante 12 horas 

a 37ºC en una atmósfera humidificada compuesta por un 95% de aire y un 5% de 

dióxido de carbono (CO2), el medio se cambió por un medio nutritivo compuesto por 

DMEM, insulina (400 µl, Sigma, Madrid, España), transferrina (50 µL, Sigma, Madrid, 

España), progesterona (100 µL, Sigma, Madrid, España), putrescina (16 mg/L, Sigma, 

Madrid, España), selenito de sodio (100 µL, Merck, Madrid, España) y 

penicilina/estreptomicina.  

La viabilidad de las células de los cultivos fue comprobada mediante el método de 

exclusión del colorante azul de tripano 0,4% (Sigma, Madrid, España), siendo ésta, de 

forma rutinaria, superior al 95%. El marcador neuronal MAP2 fue usado para 

caracterizar inmuno-histo-químicamente las células del cultivo y el marcador astrocítico 

GFAP para comprobar la pureza celular del cultivo. Se observó que las neuronas 

predominaban con un 92% del total de células presentes en el cultivo. 
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Tras 6-7 días, en el cultivo neuronal primario se formó una red funcional de sinapsis 

entre las neuronas, adquiriendo éstas las características de neuronas maduras. Las 

células permanecen viables durante 3 semanas en cultivo.  

4.3. Diseño experimental 

La Figura 4 representa el diseño experimental seguido en la investigación sobre el 

cultivo primario de neuronas procedentes del hipocampo.  

Figura 4. Representación esquemática del diseño experimental de la investigación. 

Al séptimo día, las células hipocampales fueron tratadas con PQ (0,1 µM hasta 40 µM), 

durante 24 horas o diariamente durante 14 días. Tras el tratamiento, se emplearon 3 

pocillos por cada tratamiento. El rango de concentraciones de PQ utilizadas fue 

seleccionado según las concentraciones descritas a las cuales el PQ induce muerte 
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celular en las células del hipocampo tras el tratamiento único y repetido en cultivos 

celulares primarios de hipocampo (Del Pino et al., 2017) y tras inyecciones intra-

hipocampales de PQ en ratas (Bagetta et al., 1992). Se eligieron concentraciones de 1 

mM de N-acetilcisteína, que es la concentración mínima que revierte completamente el 

estrés oxidativo; 10 nM de estradiol, la cual es la concentración presente en el 

hipocampo fisiológicamente (Prange-Kiel et al., 2006); y 10 µM y 20 µM de PQ, es 

decir, las concentraciones mínimas con las cuales se ha observado que se induce muerte 

celular por apoptosis y necrosis, respectivamente, tras la exposición aguda en cultivos 

neuronales primarios de hipocampo (Del Pino et al., 2017), para estudiar los 

mecanismos a través de los cuales el PQ reduce la viabilidad celular.  

Por otra parte, para comprobar los efectos del PQ sobre las vías de señalización de 

PGE2 y BDNF se emplearon NS-398 (10 µM) y MF63 (1 µM), los cuales son 

inhibidores selectivos de COX-2 y PGES1, respectivamente, y proteína recombinante 

de BDNF (rBDNF; 20 µM). Se usó PQ a una concentración de 10 µM para analizar las 

disfunciones que el PQ produce sobre dichas vías de señalización y la vía estrogénica y 

su relación en la inducción de la muerte celular por apoptosis. 

Para determinar los efectos del PQ sobre la actividad del proteasoma 20S (P20S) y los 

niveles de HSP70 y TFEB, se utilizaron las proteínas recombinantes rP20S (10 µM, 

Sigma, Madrid, España), rHSP70 y rTFEB (20 µM, Abcam, Cambridge, RU). Se usó 

PQ a una concentración de 10 µM para analizar la implicación de estas proteínas en los 

mecanismos propuestos. Se emplearon las proteínas recombinantes rHSP70, rTFEB y 

rP20S desnaturalizadas como control negativo para corroborar su inacción cuando son 

inactivadas. Se usó Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Madrid, España) para introducir las 

proteínas recombinantes rHSP70, rTFEB y rP20S en las células. 
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De forma paralela a cada experimento, se trató un grupo con DMSO al 0,1%, actuando 

como grupo control. 

4.4. Ensayo de cuantificación de la activación del receptor de estrógenos 

Las proteínas del núcleo celular se obtuvieron a partir de homogeneizados celulares 

usando un kit de extracción nuclear (Abcam, Cambridge, UK; ab113474), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. En primer lugar, las proteínas del núcleo celular fueron 

obtenidas a partir de homogeneizados celulares usando un kit de extracción nuclear 

(ab113474; Abcam, Cambridge, UK) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La 

actividad del receptor estrogénico se determinó en los extractos nucleares mediante el 

kit colorimétrico de determinación del ER como factor de transcripción (ab207203; 

Abcam, Cambridge, UK), siguiendo las instrucciones del fabricante. En dicho kit se 

encuentra inmovilizada, en cada pocillo de una placa de 96 pocillos, una secuencia de 

ADN de doble hebra que contiene específicamente el sitio de unión consenso del 

receptor estrogénico (5 ’- GGTCACAGTGACC - 3’) al que se une como factor de 

trascripción. El receptor de estrógenos, activado previamente por su ligando y 

traslocado al núcleo celular, se encuentra presente en el extracto nuclear previamente 

obtenido y al añadirse al pocillo se une específicamente al oligonucleótido 

inmovilizado. A continuación, el ER unido al oligonucleótido es detectado por un 

anticuerpo primario que reconoce un epítopo del ER que solo esta accesible cuando la 

proteína está activada y unida a su ADN diana. A continuación, un anticuerpo 

secundario conjugado con HRP proporciona una lectura colorimétrica sensible a una 

longitud de onda de 450 nm con un lector de microplacas (Fluoroskan Ascent FL 

Microplate Fluorometer and Luminometer, Thermo Fisher Scientific, Madrid, España), 

permitiendo su cuantificación. 
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Las concentraciones de proteínas se midieron mediante un kit BCA (Thermo Fisher 

Scientific, Madrid, España), siguiendo el protocolo del fabricante. Los resultados del kit 

ELISA fueron normalizados con la concentración de proteínas nucleares, para evitar 

interferencias de la cantidad de proteínas con los resultados obtenidos, y presentados 

como porcentaje respecto al control. 

4.5. Cuantificación de la actividad de P20S 

Se estudió la actividad del P20S dado que es la subunidad catalítica del proteasoma 26S 

que media la degradación de proteínas tóxicas, aberrantes o agregadas como Aβ o Tau.  

El análisis de la actividad de P20S se llevó a cabo mediante un kit comercial (ab112154; 

Abcam, Madrid, España), según las instrucciones del fabricante, expresándose los 

resultados como porcentaje respecto al control. Brevemente, se añadieron 25 μL de 

DMSO (componente C) al vial del sustrato de Proteasoma LLVY-R110 (componente 

A) y se mezcló bien; posteriormente se añadieron 25 μL de esta solución preparada 

sobre 10 mL de la solución Buffer de ensayo (componente B) y se mezcló bien, 

obteniéndose la solución de ensayo de proteasoma. Después del último tratamiento 

sobre los cultivos, en cada pocillo (placa de 96 pocillos) se agregaron 100 μL de 

solución de ensayo de proteasoma, y se incubó la placa a 37° C durante 1 hora en la 

oscuridad. La intensidad de la fluorescencia se leyó a una longitud de onda Ex/Em = 

490/525 nm con un lector de microplacas (Fluoroskan Ascent FL Microplate 

Fluorometer and Luminometer, Thermo Fisher Scientific, Madrid, España). 

4.6. Cuantificación de la PGE2, proteínas Tau y β-amiloideas 

Parte del medio de los cultivos control y tratados (procedente de 6 pocillos por cada 

muestra) fue recogido y preparado de acuerdo al protocolo de Del Pino et al. (2016). Se 

usaron kits ELISA disponibles comercialmente, siguiendo las instrucciones del 
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fabricante, para analizar lisados celulares con el fin de determinar los niveles de 

proteína β-amiloidea 1-40 (KMB3481; Invitrogen, Madrid, España) y proteína β-

amiloidea 1-42 (KMB3441; Invitrogen, Madrid, España), y para analizar medios de 

cultivo con el fin de terminar los niveles de proteína Tau fosforilada (KMB7041; 

Invitrogen, Madrid, España) y PGE2 (ab133021, Abcam, Cambridge, RU). La lectura se 

realizó, a 450 nm para los kits de Invitrogen y a 405 nm para el kit de Abcam, con un 

lector de microplacas (Fluoroskan Ascent FL Microplate Fluorometer and 

Luminometer, Thermo Fisher Scientific, Madrid, España).  Los valores resultantes del 

ELISA se obtuvieron en pg/ml y fueron corregidos por el total de proteínas 

intracelulares (µg/ml), resultando en pg/µg, y presentados como porcentaje respecto al 

control. 

4.7. Cuantificación del nivel de peróxido de hidrógeno 

El contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2) fue medido usando un ensayo comercial 

de peróxido de hidrógeno (ab102500; Abcam, Cambridge, RU) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Las células se recolectaron en el buffer del ensayo de H2O2 

a las 24 horas y 14 días tras el tratamiento con PQ y después fueron centrifugadas 

durante 15 minutos a 1000 rpm. El sobrenadante (50 µL) se combinó con la mezcla de 

reactivos (buffer: 46 µL; OxiRed Probe: 2 µL; HRP: 2 µL) y posteriormente fue 

incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuación, se midió la 

absorbancia a 572 nm con un lector de microplacas (Fluoroskan Ascent FL Microplate 

Fluorometer and Luminometer, Thermo Fisher Scientific, Madrid, España). El 

contenido de peróxido de hidrógeno en las muestras fue expresado en nmol/ml y 

presentado como porcentaje respecto al control. 
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4.8. Ensayo de peroxidación lipídica 

La concentración intracelular de malondialdehído (MDA), como marcador de 

peroxidación lipídica, se cuantificó a las 24 horas y 14 días de la exposición al PQ, 

usando un kit de ensayo de peroxidación lipídica (ab118970; Abcam, Cambridge, RU) 

siguiendo el protocolo del fabricante. Aproximadamente 10
6
 células fueron 

homogeneizadas en hielo junto al buffer MDA de lisis (300 µL) con 3 µL de 

hidroxitolueno butilado (100X) y sometidas a centrifugación durante 10 minutos a 

13.000 rpm para retirar la fracción insoluble. La muestra (200 µL) o el blanco (200µL 

de MDA) se mezcló con 600 µL de solución de ácido tiobarbitúrico, incubado a 95ºC 

durante 50 minutos y atemperado a temperatura ambiente en una cubeta de hielo 

durante 10 minutos. Los blancos y las muestras (200 µL) fueron cargados (por 

duplicado) en una placa de 96 pocillos y se midió la absorbancia a 532 nm usando un 

lector de microplacas (Fluoroskan Ascent FL Microplate Fluorometer and 

Luminometer, Thermo Fisher Scientific, Madrid, España). El contenido de 

malondialdehído se determinó como nmol/mg de proteína y presentado como porcentaje 

respecto al control. 

4.9. Ensayo de oxidación proteica 

El daño oxidativo fue medido también mediante la cuantificación de la carbonilación 

proteica. La derivatización de los grupos carbonilos con 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH), dando lugar a la formación de aductos estables de dinitrofenilhidrazona, se 

utilizó para medir la formación de grupos carbonilos. Tras 24 horas y 14 días de 

exposición al PQ, el contenido de proteínas carboniladas se cuantificó usando un kit de 

ensayo del contenido de proteínas carboniladas (ab126287; Abcam, Cambridge, RU), 

siguiendo los procedimientos del fabricante. Unas 10
6
 células fueron recolectadas y 
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homogeneizadas en hielo con un buffer de lisis (100µL) y a continuación los lisados 

fueron derivatizados con DNPH. Los blancos y las muestras (100 µL) se cargaron (por 

duplicado) en una placa de 96 pocillos y se determinó la absorbancia a 370 nm usando 

un lector de microplacas (Fluoroskan Ascent FL Microplate Fluorometer and 

Luminometer, Thermo Fisher Scientific, Madrid, España). Los contenidos de proteínas 

carboniladas fueron determinados como nmol/mg de proteína y presentados como 

porcentaje respecto al control. 

4.10. Análisis PCR a tiempo real 

Para la realización de la determinación de los cambios en la expresión génica tras la 

exposición al PQ se realizó una reacción en cadena de la polimerasa semicuantitativa 

(qPCR). La totalidad del ARN fue extraída mediante el método del Trizol (Invitrogen, 

Madrid, España). La concentración de ARN se determinó con un espectrofotómetro 

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Madrid, España) y la calidad del ARN de las 

muestras se determinó usando un gel de electroforesis (Experion Lab Chip gel (Bio-

Rad, Madrid, España). La síntesis de las hebras de ADN complementario al ARN 

mensajero se realizó partiendo de 1000 ng del ARN mensajero extraído mediante la 

utilización del kit de síntesis “PCR Array First Strand-Synthesis Kit” (C-02; Super 

Array Bioscience, Madrid, España), siguiendo las instrucciones del fabricante, e incluye 

un paso de eliminación de ADN genómico y controles externos de ARN. Después de la 

transcripción inversa, se ejecutó la PCR a tiempo real usando sets de cebadores 

prevalidados (SuperArray Bioscience) para los ARN mensajeros que codifican para 

NMDAR1 (PPR06847D), PSD95 (PPH01848A), SPN (PPM34114A), SYP 

(PPM03241A), NRF2 (PPR45094A), SOD1 (PPR43506A), HO1 (PPR57718A), GPX 

(PPR48980A), P75
NTR 

(PPR45155A), TrkB (PPR45322B), tPA (PPR56502A), COX-2 

(PPR4974F-), PGES1 (PPR45155A), EP1 (PPR45426A), EP2 (PPR44757A), EP3 
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(PPR44810A), EP4 (PPR46217A), HSP70 (PPR42362A), CD (PPR45222A), TFEB 

(PPR47250A), β-APP (PPR06788A), Tau (PPR42757D), ERα (PPR44939B), Erβ 

(PPR48980A) y ACTB (PPM02945B). Se utilizó el gen de la Beta-actina (ACTB) como 

control interno para la normalización. Las reacciones se realizaron en una CFX96, 

usando “Real-Time SYBR Green PCR master mix PA-012” (SuperArray Bioscience). 

Los parámetros del termociclador fueron de 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40 

ciclos de 95ºC durante 15 segundos y 72ºC durante 30 segundos. Los cambios relativos 

en la expresión génica fueron calculados usando el método Ct (cycle treshold). Los 

datos de expresión se presentaron como múltiplos de cambio reales (Livak y 

Schmittgen, 2001). 

4.11. Determinación de proteínas 

Para determinar las concentraciones y niveles de PSD95, NMDAR1, SYP, SPN, Erα, 

Erβ, NRF2, SOD1, HO1, GPX, P75NTR, TrkB, tPA, COX-2, PGES1, EP1, EP2, EP3, 

EP4, proBDNF, mBDNF, HSP70, TFEB y CD se utilizaron kits ELISA comerciales 

(MBS2019180, MBS9500425, MBS2088127, MBS908122, MBS029410, 

MBS2022938, MBS752046, MBS036924, MBS9303006, MBS727547, MBS762067, 

MBS2512413, MBS763372, MBS725633, MBS720955, MBS9334852, MBS011285, 

MBS722050, MBS2608396, MBS7606755, MBS175935, MBS8291440, MBS9346315 

y MBS2885873, respectivamente, MyBiosource, CA, EEUU), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se realizó un control negativo para determinar 

interferencias entre el PQ y los reactivos de los kits. Las concentraciones proteicas de 

cada gen diana se normalizaron con la concentración total de proteínas determinada 

mediante el kit BCA, con el fin de evitar desviaciones respecto al valor real del 

contenido de proteínas debidas a la reducción del número de células por muerte celular. 
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Los contenidos de las distintas proteínas se calcularon en ng/mg de proteína y sus 

valores fueron expresados como porcentaje del contenido de enzimas del control. 

4.12. Silenciamiento génico 

Las células del hipocampo fueron transfectadas con ARN de silenciamiento (ARNsi) en 

placas de 6 pocillos (10
6
 células/pocillo) usando el reactivo de transfección HiPerfect de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Qiagen, Barcelona, España). Se diseñó un 

conjunto de ARNsi dobles (Qiagen, Barcelona, España) homólogos a las secuencias de 

las proteínas βAPP y Tau de rata usando el algoritmo de diseño de HiPerformance 

(Novartis AG) y comprados a Qiagen (números SI01488767 y SI02876027 del 

catálogo, respectivamente). Como control de la transfección, se usó el control negativo 

de ARNsi Stars (Qiagen, Barcelona, España). La eficiencia del silenciamiento de βAPP 

y Tau mediante ARNsi se determinó mediante PCR a tiempo real una vez transcurridas 

48 horas desde la transfección, usando cebadores específicos para el ARNm específicos 

de las proteínas βAPP y Tau de rata (Qiagen, Barcelona, España). Los efectos de este 

silenciamiento en el daño celular fueron medidos mediante el ensayo MTT y la 

medición del contenido de LDH y la activación de las caspasas 3 y 7. Las células se 

lavaron con solución salina tamponada con fosfato (PBS) tras 24 horas de incubación 

con los ARNsi y después se incubaron otras 24 horas o 14 días en medio de cultivo con 

PQ acompañado o no de E2 o NAC. 

4.13. Medición de la viabilidad celular 

Para establecer la viabilidad de las células de cultivos primarios de hipocampo tras 24 

horas y 14 días de tratamiento con PQ se usó el ensayo MTT, como se ha descrito por 

Del Pino et al. (2017). Este ensayo se basa en escisión de la sal de tetrazolio de color 

amarillo en cristales de formazán de color púrpura por la acción de la deshidrogenasa 
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mitocondrial. Las células se incubaron con 100 µL de solución de MTT (concentración 

final 0,5 mg/mL) durante 4 horas, después del tratamiento con PQ. Transcurridas 4 

horas a 37ºC, el medio se retiró y el producto de formazán resultante se disolvió en 250 

µL de DMSO. La formación del producto de formazán solubilizado se midió con un 

espectrofotómetro a 570 nm (Fluoroskan Ascent FL Microplate Fluorometer and 

Luminometer, ThermoFisher Scientific, Madrid, España). La viabilidad de las células 

control tratadas con DMSO se tomó como referencia (100% viables). 

Para determinar la inducción de apoptosis mediante la medida de la activación de las 

caspasas se empleó el kit Caspase-Glo 3/7 Luminiscence Assay (G8091; Promega, 

Madrid, España), de acuerdo al protocolo del fabricante. En resumen, al final del 

tratamiento, las células cultivadas se lavaron con PBS, se rasparon y recogieron las 

células en un tubo de microcentrífuga en oscuridad. A las células se les adicionaron 

volúmenes iguales de reactivo y de tampón lisis y se incubaron a temperatura ambiente 

en oscuridad durante 1 hora y la luminiscencia resultante se leyó en cada muestra.  

Finalmente, se midió la concentración de LDH liberada en el medio de cultivo, la cual 

es un marcador de necrosis, utilizando el kit de ensayo de LDH (MAK066; Sigma-

Aldrich, Madrid, España), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el 

medio de cultivo se retiró y se pipeteó en placas de 96 pocillos. Se añadió la mezcla de 

reactivos maestra, y después de 3 minutos se determinó la intensidad colorimétrica a 

450 nm cada 5 minutos utilizando un espectrofotómetro (Fluoroskan Ascent FL 

Microplate Fluorometer and Luminometer, ThermoFisher Scientific, Madrid, España). 
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4.14. Análisis estadístico 

Por cada condición experimental, se hicieron 3 cultivos primarios separados, los cuales 

se obtuvieron a partir de 3 experimentos animales diferentes, y de cada uno de ellos se 

realizaron al menos 3 réplicas independientes (n=9). Los resultados presentados son 

representativos de estas réplicas. Los datos están representados como la media ± 

desviación estándar. La comparación entre los grupos experimentales y los grupos 

control se realizó un análisis ANOVA de 2 factores (silenciamiento génico vs 

tratamiento) o un análisis ANOVA de 1 factor (análisis concentraciones de PQ-

respuesta), seguido de la prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando p≤0,05. El análisis estadístico de los datos fue 

llevado a cabo por ordenador usando el programa GraphPad Prism 5 (San Diego, CA. 

EEUU). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
96 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 



 
97 

 

5. RESULTADOS 

5.1. Análisis de la activación del receptor de estrógenos 

 

El tratamiento con PQ disminuyó la activación del subtipo α del ER de forma 

concentración-dependiente tras la exposición de los cultivos primarios de neuronas del 

hipocampo al PQ durante un día o durante 14 días a una concentración de 10 µM y 1 

µM, respectivamente, comparado con el grupo control (Figura 5). 

 

Figura 5. Efectos del PQ sobre la activación del receptor de estrógenos en cultivos 

primarios de neuronas del hipocampo determinados mediante ELISA tras 24 horas y 14 

días de tratamiento. Los datos representan la media ± error estándar de la media de los 

resultados de tres experimentos independientes con células procedentes de diferentes 

cultivos, cada uno de ellos realizado por triplicado. Los resultados presentaron 

diferencias significativas respecto a su correspondiente grupo control. 
***

p≤0,001 

comparado con el control. 

5.2. Análisis de la vía NRF2 

Tras la incubación de los cultivos primarios de neuronas del hipocampo, durante 24 

horas, con diferentes concentraciones de PQ, las expresiones de NRF2, SOD1, HO1 y 

GPX se incrementaron significativamente, de forma concentración-dependiente, a partir 
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de una concentración de 10 µM; sin embargo, tras 14 días de exposición al PQ, se 

indujo, a partir de una concentración de 1 µM, una reducción pronunciada de la 

expresión de estas proteínas (Figura 6). El tratamiento con E2 no alteró la expresión de 

estas enzimas. Por su parte, el co-tratamiento con E2 y PQ durante 24 horas indujo un 

incremento mayor de las expresiones de NRF2, SOD1, HO1 y GPX que el tratamiento 

solo con PQ, pero tras la exposición durante 14 días se revirtió parcialmente la 

disminución en la expresión de dichas proteínas producida por el PQ (Figura 6). 

Figura 6. Efecto del tratamiento de PQ, con o sin E2, durante 24 horas y 14 días sobre la 

expresión de las proteínas NRF2 (A), SOD1 (B), HO1 (C) y GPX (D). Se compararon las 

expresiones de NRF2, SOD1, HO1 y GPX con los controles. Cada barra representa la 

media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos independientes 

con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por triplicado. Los niveles se 

determinaron utilizando kits ELISA. 
***

p<0,001 comparado con el control; 
&&&

p≤0,001 

comparado con el tratamiento con PQ. 
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5.3. Cuantificación de las proteínas proBDNF y mBDNF 

El tratamiento con PQ produjo una disminución concentración-dependiente en los 

niveles de proBDNF (Figura 7A) y mBDNF (Figura 7B) tras la exposición a 

concentraciones de 10 µM y 1 µM durante un día y 14 días, respectivamente, de 

cultivos primarios de neuronas de hipocampo. La disminución observada en ambos 

niveles se inició a concentraciones más bajas, siendo esta reducción más pronunciada en 

los niveles de mBDNF que la reducción observada en los niveles de proBDNF tras 

exposiciones prolongadas (Figuras 7A y 7B). 

Figura 7. Cuantificación del contenido de proBDNF (A) y mBDNF (B) generado tras la 

exposición al PQ (0,1-30 µM) durante 24 horas y 14 días. Cuantificación del contenido 

de proBDNF (C) y mBDNF (D) tras el co-tratamiento con PQ (10 µM) y/o E2 (10 nM) 

y/o MF-63 (1 µM) durante 24 horas o 14 días. Los datos representan la media ± error 

estándar de la media de los resultados de tres experimentos independientes con células 

de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por triplicado. 
***

p≤0,001 comparado 

con el control; 
###

p≤0,001 comparado con el tratamiento de PQ; 
&&&

p≤0,001 comparado 

con el tratamiento de PQ y MF-63. 
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El co-tratamiento con E2 o MF-63 y PQ atenuó, parcialmente, la reducción de los 

niveles de proBDNF (Figura 7C) y de mBDNF (Figura 7D) producida tras la exposición 

única y continuada al PQ. El co-tratamiento de E2 y/o MF-63 con PQ atenuó la 

reducción de proBDNF y mBDNF observada tras el tratamiento único o repetido solo 

con PQ, pero no abolió esta reducción completamente (Figuras 7C y 7D). Ni E2 ni MF-

63 o su combinación alteraron por sí mismos los niveles de proBDNF y mBDNF 

(Figuras 7C y 7D). 

 

5.4. Análisis de la generación de estrés oxidativo 

Los niveles de peróxido de hidrógeno (H2O2), peroxidación lipídica y carbonilación 

proteica se determinaron en cultivos primarios de neuronas del hipocampo tras el 

tratamiento con PQ a una concentración de 10 µM y 1 µM durante uno y 14 días, 

respectivamente.  

El PQ originó un incremento en los niveles de H2O2 (Figura 8A), MDA (Figura 8B) y 

de la carbonilación de las proteínas (Figura 8C) trascurridos uno y 14 días de 

exposición, lo cual muestra que el PQ induce la carbonilación proteica y la peroxidación 

lipídica. 

El tratamiento con E2 y PQ revirtió parcialmente el incremento del contenido de H2O2 

(Figura 8A), MDA (Figuras 8B) y grupos carbonilos (Figuras 8C) observado tras el 

tratamiento individual con PQ. Sin embargo, el tratamiento con NAC y PQ bloqueó 

completamente el incremento de H2O2, grupos carbonilo y MDA producido por el PQ 

(Figura 8). 
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Figura 8. Cuantificación del contenido de H2O2 (A), MDA (B) y grupos carbonilo (C) 

generados tras el tratamiento con PQ, con o sin E2, durante 24 horas y 14 días. Los 

datos representan la media ± error estándar de la media de los resultados de tres 

experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos 

realizado por triplicado. 
***

p<0,001 comparado con el control; 
&&&

p≤0,001 comparado 

con el tratamiento con PQ. 
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Figura 9. Cuantificación del contenido de H2O2 (A), MDA (B) y grupos carbonilo (C) 

tras el co-tratamiento con PQ (10 µM) y/o E2 (10 nM) y/o MF-63 (1 µM) y/o rBDNF 

(20 µM) durante 24 horas y 14 días. Los datos representan la media ± error estándar de 

la media de los resultados de tres experimentos independientes con células de diferentes 

cultivos, cada uno de ellos realizado por triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el 

control; 
###

p≤0,001 comparado con el tratamiento de PQ; 
&&&

p≤0,001 comparado con el 

tratamiento con PQ y rBDNF; 
γγγ

p≤0,001, 
γγ

p≤0,01 y 
γ
p≤0,05 comparado con el 

tratamiento con PQ y MF-63; 
τττ

p≤0,001 y 
τ
p≤0,05 comparado con el tratamiento con 

PQ y E2. 
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Por otra parte, el tratamiento de rBNDF o MF-63 con PQ atenuó, en parte, el 

incremento de la concentración de H2O2 (Figura 9A), MDA (Figura 9B) y grupos 

carbonilos (Figura 9C), pero no se observaron diferencias significativas entre ambos co-

tratamientos (Figura 9). El co-tratamiento con E2 y PQ atenuó parcialmente el 

incremento de los niveles de H2O2, grupos carbonilos y MDA resultantes tras la 

exposición al PQ (Figura 9). Además, el co-tratamiento con E2 y PQ indujo una 

atenuación significativamente más marcada que la producida por el co-tratamiento con 

rBDNF o MF-63 y PQ sobre el incremento de los niveles de H2O2, grupos carbonilos y 

MDA (Figura 9). El co-tratamiento conjunto con E2, rBDNF, MF-63 y PQ provocó una 

atenuación sobre los incrementos de H2O2, grupos carbonilos y MDA mucho mayor que 

la producida tras el co-tratamiento con PQ y E2, o rBDNF o MF-63 de forma 

individual, pero no los revirtió completamente (Figura 9). Por otra parte, ni el E2, NAC, 

rBDNF o MF-63 por separado ni conjuntamente alteraron los niveles de H2O2, grupos 

carbonilos y MDA (Figura 9). 

5.5. Cuantificación de las proteínas P75
NTR

, TrkB y tPA 

El tratamiento con PQ produjo una reducción concentración-dependiente del nivel de 

TrkB (Figura 10A) y un incremento del nivel de P75
NTR

 (Figura 10B) tras 24 horas o 14 

días de exposición a partir de las concentraciones de 10 µM y 1 µM, respectivamente, 

en cultivos primarios de neuronas del hipocampo. La disminución de TrkB y el aumento 

de P75
NTR

 comenzó a concentraciones más bajas y fue menos pronunciada tras el 

tratamiento prolongado (Figuras 10A y 10B). El tratamiento con PQ causó una 

disminución concentración-dependiente en los niveles de tPA únicamente tras la 

exposición durante 14 días a concentraciones de 1 µM (Figura 10C). El co-tratamiento 

con E2 y PQ atenuó, en parte, la reducción de los niveles de TrkB (Figura 10A) y el 
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incremento de P75
NTR

 (Figura 10B) que se produce tras el tratamiento único y 

prolongado solamente con PQ. El co-tratamiento con E2 y PQ revirtió completamente la 

reducción del nivel de tPA producida tras la exposición prolongada al PQ (Figura 10C). 

La exposición a E2 de forma individual no alteró los niveles de TrkB, P75
NTR

, y tPA. 

 

Figura 10. Cuantificación del contenido de TrkB (A), P75
NTR

 (B) y tPA (C) tras el 

tratamiento con PQ (0,1-30 µM) con o sin E2 (10 nM) durante 24 horas y 14 días. Los 

datos representan la media ± error estándar de la media de los resultados de tres 

experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos 

realizado por triplicado. 
***

p<0,001 comparado con el control; 
&&&

p≤0,001 comparado 

con el tratamiento de PQ. 
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5.6. Análisis de la expresión de COX-2, PGE2 y EP1-4. 

El tratamiento con PQ produjo un incremento concentración-dependiente de los niveles 

de COX-2 (Figura 11A), PGE2 (Figura 11B), EP1 (Figura 11C) y EP3 (Figura 11E) y 

una disminución asimismo concentración-dependiente en el nivel de EP2 (Figura 11D)  

Figura 11. Cuantificación del contenido de COX-2 (A), PGE2 (B), EP1 (C), EP2 (D) y 

EP3 (E) tras el tratamiento con PQ (0,1-30 µM) con o sin E2 (10 nM) durante 24 horas 

y 14 días. Los datos representan la media ± error estándar de la media de los resultados 

de tres experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de 

ellos realizado por triplicado. 
***

p<0,001 comparado con el control; 
&&&

p≤0,001 

comparado con el tratamiento de PQ. 
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tras 24 horas y 14 días de exposición desde una concentración de 10 µM y 1 µM, 

respectivamente, en cultivos primarios de neuronas del hipocampo. El aumento de 

COX-2, PGE2, EP1 y EP3 y la reducción de EP2 se iniciaron a concentraciones más 

bajas, siendo menos pronunciadas tras el tratamiento continuado (Figura 11). 

El co-tratamiento con E2 y PQ revirtió parcialmente el incremento de COX-2 (Figura 

11A), PGE2 (Figura 11B), EP1 (Figura 11C) y EP3 (Figura 11E) y la reducción de EP2 

(Figura 11D) producidos tras el tratamiento único y continuado solo con PQ. El co-

tratamiento de NS-398 o MF-63 con PQ revirtió parcial y completamente, 

respectivamente, los niveles aumentados de PGE2, lo cual indica que la sobreexpresión 

de COX-2 medió parcialmente este incremento inducido por la exposición al PQ. El 

tratamiento individual con E2 no alteró los niveles de COX-2, PGE2, EP1, EP2 y EP3 

(datos no mostrados). 

5.7. Cuantificación de la actividad de P20S, y de los niveles de expresión de TFEB 

y HSP70. 

La expresión de HSP70 se incrementó tras la exposición al PQ durante uno y 14 días a 

concentraciones entre 1 y 10 µM, pero se redujo a partir de la concentración de 20 µM 

(Figura 12A). 
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Figura 12. Análisis de la expresión de HSP70 (A) y TFEB (B) y de la actividad de 

P20S (C). Cada barra representa la media ± error estándar de la media de los resultados 

de tres experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de 

ellos realizado por triplicado. 
***

p≤0,001, significativamente diferente con respecto a los 

controles. 
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La expresión de TFEB (Figura 12B) y CD (Figura 13) y la actividad de P20S (Figura 

12C) sufrieron una disminución concentración-dependiente a partir de las 

concentraciones de 1 y 10 µM, respectivamente, tras 24 horas de exposición al PQ, y a 

partir de la concentración de 1 µM tras el tratamiento durante 14 días. 

Figura 13. Análisis de la expresión de la catepsina D (CD). Cada barra representa la 

media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. 
***

p≤0,001, significativamente diferente con respecto a los controles. 

 

5.8. Análisis de la expresión de proteínas sinápticas 

Las expresiones de NMDAR1 (Figura 14A), PSD95 (Figura 14B), SYP (Figura 14C) y 

SPN (Figura 14D) sufrieron una disminución marcada, de forma concentración-

dependiente, tras la exposición única y repetida durante 14 días desde concentraciones 

de PQ de 10 µM y 1 µM, respectivamente, en cultivos primarios de neuronas del 

hipocampo. Por su parte, el tratamiento individual con E2 no alteró la expresión de estas 

proteínas. Además, el co-tratamiento con E2 y PQ revirtió completamente la 

disminución de la expresión de estas proteínas sinápticas generada tras el tratamiento 

solamente con PQ (Figura 14). 
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Figura 14. Efecto del tratamiento de PQ, con o sin E2, durante 24 horas y 14 días, sobre 

la expresión proteica de NMDAR1 (A), PSD95 (B), SYP (C) y SPN (D). Se 

compararon las expresiones de NMDAR1, PSD95, SYP y SPN con los controles. Cada 

barra representa la media ± error estándar de la media de los resultados de tres 

experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos 

realizado por triplicado. Los niveles se determinaron utilizando kits ELISA. 
***

p<0,001 

comparado con el control; 
&&&

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ. 

 

5.9. Cuantificación de las proteínas β-amiloideas y Tau 

El tratamiento con PQ durante uno y 14 días produjo un incremento, concentración-

dependiente, de las concentraciones de las proteínas Aβ 1-40 (Figura 15A), Aβ 1-42 

(Figura 15A) y pTau (Figura 15C), en comparación con el grupo control, en cultivos 

primarios de neuronas de hipocampo. Además, observamos que el incremento de la 
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proteína Aβ 1-42 fue superior al de la proteína Aβ 1-40, tanto tras el tratamiento único 

como del repetido con PQ (Figura 15B).  

Figura 15. Efectos del tratamiento de PQ, acompañado o no de E2, sobre los niveles de 

las proteínas Aβ1-40 (A), Aβ1-42 (B) y Tau fosforilada (pS199) (C) en neuronas de 

hipocampo. Los datos representan la media ± desviación estándar de los resultados de 

tres experimentos independientes con células procedentes de diferentes cultivos, cada 

uno de ellos realizado por triplicado. Los resultados se normalizaron mediante la 

concentración total de proteínas. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 

comparado con los niveles de Aβ1-40; 
&&&

p≤0,001 comparado con el tratamiento de PQ 

(Aβ1-40); 
γγγ

p≤0,001 comparado con el tratamiento de PQ (Aβ1-42). 
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Por otra parte, el co-tratamiento de BDNF recombinante o MF-63 con PQ atenuó 

parcialmente el incremento en la concentración de Aβ 1-40 (Figura 16A), Aβ 1-42 

(Figura 16B) y pTau (Figura 16C) observado tras el tratamiento solo con PQ, pero no 

hubo una diferencia significativa entre los efectos de cada co-tratamiento (Figura 16).  

El co-tratamiento con PQ y E2 produjo una reversión parcial del incremento de los 

niveles de las proteínas pTau, Aβ 1-40 y Aβ 1-42 producida tras el tratamiento solo con 

PQ (Figura 16). Este co-tratamiento indujo una atenuación significativamente superior a 

la producida por los co-tratamientos de rBDNF o MF-63 con PQ sobre los niveles de las 

proteínas pTau, Aβ 1-40 y Aβ 1-42 (Figura 16). Por su parte, el co-tratamiento con E2, 

rBDNF, MF-63 y PQ indujo una atenuación significativamente superior a la producida 

tras los co-tratamientos de E2 o rBDNF o MF-63 con PQ sobre el incremento de los 

niveles de pTau, Aβ 1-40 y Aβ 1-42, pero, aun así, no fue revertida completamente 

(Figura 16). Además, no se observó ningún efecto sobre las concentraciones de pTau, 

Aβ 1-40 y Aβ 1-42 tras el tratamiento único o repetido con E2, rBDNF y/o MF-63, 

tanto de forma conjunta como cada uno de ellos individualmente en cultivos primarios 

de neuronas del hipocampo (Figura 16). 

Los niveles totales de las proteínas Tau (Figura 17A) y pTau (Figura 17B) y de los 

péptidos Aβ 1-40 (Figura 18A) y Aβ 1-42 (Figura 18B) se incrementaron, de forma 

concentración-dependiente, tras el tratamiento único, a partir de 10 µM, y repetido, a 

partir de 1 µM. Sin embargo, el incremento de estas proteínas se revirtió parcialmente 

tras aplicarse tratamientos de PQ combinado con rHSP70, rP20S y/o rTFEB en cultivos 

primarios de neuronas del hipocampo (Figuras 17 y 18). 
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Figura 16. Cuantificación del contenido de Aβ1-40 (A), Aβ1-42 (B) y Tau fosforilada 

(pS199) (C) tras el co-tratamiento con PQ (10 µM) y/o E2 (10 nM) y/o MF-63 (1 µM) 

y/o rBDNF (20 µM) tras 24 horas y 14 días. Los datos representan la media ± error 

estándar de la media de los resultados de tres experimentos independientes con células 

de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por triplicado. 
***

p≤0,001 comparado 

con el control; 
###

p≤0,001 comparado con el tratamiento de PQ; 
&&&

p≤0,001 comparado 

con el tratamiento con PQ y rBDNF; 
γγγ

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y 

MF-63; 
τττ

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y E2. 
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Figura 17. Efecto del PQ en los niveles de Tau total (A) y pTau (B). Cada barra 

representa la media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. Los valores obtenidos se normalizaron usando la concentración total de 

proteínas. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 comparado con el 

tratamiento de PQ; 
τττ

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y rHSP70; 
&&&

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y rTFEB. 
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Figura 18. Efecto del PQ en los niveles de Aβ1-40 (A) y Aβ1-42 (B). Cada barra 

representa la media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. Los valores obtenidos se normalizaron usando la concentración total de 

proteínas. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 comparado con el 

tratamiento de PQ; 
τττ

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y rHSP70; 
&&&

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y rTFEB. 
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5.10. Análisis de la expresión génica en los ensayos de eficacia del silenciamiento 

Las células transfectadas con el ARN de silenciamiento control no mostraron ninguna 

alteración en cuanto a la expresión de los genes que codifican para βAPP y Tau. Sin 

embargo, la transfección con ARN de silenciamiento específico para estos genes 

provocó una disminución pronunciada de la expresión de las proteínas codificadas por 

estos genes (Figura 19B, 19C, 20B y 21). Aunque este silenciamiento no tuvo ningún 

efecto sobre la viabilidad celular (Figura 19A y 20A).  

 

Figura 19. Determinación de la alteración de βAPP y Tau y su impacto en la viabilidad 

celular y la expresión génica en cultivos primarios de neuronas del hipocampo. Control: 

células transfectadas sin ARNsi. Control negativo (Neg.): células transfectadas con una 

mezcla de ARNsi. βAPP-ARNsi: transfección con ARNsi frente a βAPP; Tau-ARNsi: 

transfección con ARNsi frente a Tau; βAPP-Tau-ARNsi: transfección simultánea con 

ARNsi frente a βAPP y Tau. (A) El test MTT muestra que la alteración de βAPP y Tau 

no indujo un daño celular significativo tras 48 horas. (B) La alteración de βAPP y Tau 

pudo detectarse mediante RT-PCR 48 horas después de la transfección. Los datos 

representan la media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el control. 
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Por otra parte, transcurridos uno o 14 días, el tratamiento con PQ no alteró la expresión 

de los genes de PGES-1 y del subtipo del receptor de prostaglandinas EP4 en cultivos 

primarios de neuronas del hipocampo. Asimismo, la expresión de ERα y Erβ tampoco 

se vio alterada. 

Figura 20. Determinación de la alteración de βAPP y Tau en cultivos primarios de 

neuronas del hipocampo y su impacto en la viabilidad celular y la expresión génica. 

Control: células primarias transfectadas sin ARNsi. Control negativo (Neg.): células 

transfectadas con una mezcla de ARNsi. βAPP-Tau-ARNsi: transfección simultánea 

con ARNsi frente a βAPP y Tau. (A) El test MTT muestra que la alteración de βAPP y 

Tau no indujo un daño celular significativo tras 48 horas. (B) La alteración de βAPP y 

Tau pudo detectarse mediante RT-PCR 48 horas después de la transfección. Los datos 

representan la media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el control. 
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Figura 21. Determinación de la alteración de βAPP y Tau en y su impacto en la 

expresión génica en cultivos primarios de neuronas del hipocampo. Control: células 

transfectadas sin ARNsi. Control negativo (Neg.): células transfectadas con una mezcla 

de ARNsi. βAPP-Tau-ARNsi: transfección simultánea con ARNsi frente a βAPP y Tau. 

La alteración de βAPP y Tau pudo detectarse mediante RT-PCR 48 horas después de la 

transfección. Los datos representan la media ± error estándar de la media de los 

resultados de tres experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada 

uno de ellos realizado por triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el control. 

 

5.11. Efecto del PQ sobre la viabilidad celular 

El ensayo MTT y el test de activación de las caspasas 3/7 se emplearon para evaluar la 

supervivencia celular y la inducción de muerte celular por apoptosis transcurridos uno y 

14 días de exposición al PQ a una concentración de 10 µM. Por otra parte, el ensayo de 

LDH se utilizó para determinar la presencia de muerte celular por el mecanismo de 

necrosis tras la exposición al PQ a una concentración de 20 µM durante uno y 14 días. 

Los resultados de los ensayos MTT y de activación de las caspasas 3/7 mostraron que 

los tratamientos con PQ durante uno y 14 días disminuyeron la viabilidad de las células 

e indujeron muerte celular por apoptosis, en comparación con el grupo control (Figuras 

22, 24 y 25). Asimismo, la mortalidad celular fue más pronunciada tras el tratamiento 

repetido (Figuras 22, 23 y 24). Por su parte, el ensayo de LDH mostró un incremento de 

la liberación de LDH al medio de cultivo tras 24 horas y 14 días de tratamiento con PQ, 

comparado con los cultivos celulares que constituyen el grupo control (Figura 23). 
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Figura 22. Resultados del ensayo MTT (A) y el ensayo de actividad de las caspasas 3/7 

(B) tras el co-tratamiento de PQ (10 µM), simultáneamente o no, con E2 o NAC, en 

células no transfectadas y en células silenciadas, individual o simultáneamente, para los 

genes βAPP y Tau. Los datos representan la media ± error estándar de la media de los 

resultados de tres experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada 

uno de ellos realizado por triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 

comparado con el tratamiento de PQ; 
&&&

p≤0,001 y 
&&

p≤0,01 comparado con las 

células con el gen de βAPP silenciado tratadas con PQ; 
γγγ

p≤0,001 y 
γγ

p≤0,01 

comparado con las células con el gen de Tau silenciado tratadas con PQ; 
τττ

p≤0,001 y 
ττ

p≤0,01 comparado con las células no transfectadas co-tratadas con PQ y E2. 
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En este sentido, no se han observado efectos significativos sobre la viabilidad celular 

tras el silenciamiento simultáneo o individual de los genes Tau y βAPP (Figuras 19, 20, 

22, 23 y 25), ni tras el tratamiento con E2 o NAC (Figuras 22, 23 y 24). El tratamiento 

con PQ aplicado durante uno y 14 días sobre células transfectadas o células sin 

modificar tratadas conjuntamente con E2 o NAC produjo un aumento menos marcado 

de la muerte celular por apoptosis y necrosis en comparación con la generada por el PQ 

individualmente (Figuras 22, 23 y 24). Esta reversión parcial resultó ser más marcada 

con el co-tratamiento con E2 y PQ en cultivos celulares sin transfectar, en comparación 

con la observada en los cultivos celulares transfectados tras el tratamiento individual 

con PQ (Figuras 22 y 23). Se observaron diferencias significativas entre el efecto del 

tratamiento con PQ de células silenciadas para βAPP y Tau en relación a la reversión de 

la inducción de muerte celular causada por el PQ (Figuras 22 y 23). Es más, el co-

tratamiento único y repetido con PQ, E2 y NAC en células transfectadas para silenciar 

simultáneamente βAPP y Tau produjo una reversión aún mayor de la inducción de 

muerte en comparación con los tratamientos descritos anteriormente; sin embargo, esta 

reversión continuó siendo incompleta (Figuras 22 y 23). No se detectaron diferencias 

significativas entre los datos de las células tratadas con vehículo y las células sin ningún 

tratamiento. 
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Figura 23. Efecto del PQ (20 µM) en la liberación de LDH en células sin transfectar y 

células con los genes βAPP y Tau silenciados, individual o simultáneamente, co-

tratadas con E2 o NAC, determinado mediante el test LDH. Los resultados se expresan 

en porcentaje de liberación de LDH respecto al grupo control. Los datos representan la 

media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 comparado con el 

tratamiento de PQ; 
&&&

p≤0,001 y 
&&

p≤0,01 comparado con las células con el gen de 

βAPP silenciado tratadas con PQ; 
γγ

p≤0,01 comparado con las células con el gen de Tau 

silenciado tratadas con PQ; 
τττ

p≤0,001 comparado con las células no transfectadas co-

tratadas con PQ y E2. 

 

Por otra parte, tampoco se observaron cambios en la viabilidad celular tras los 

tratamientos con E2, rBDNF o MF-63 por separado o tras el co-tratamiento con E2, 

rBDNF y MF-63 aplicados sobre células silenciadas para los genes de βAPP y Tau 

(Figura 24). De todas formas, tanto el co-tratamiento con rBDNF y PQ, como el co-

tratamiento con MF-63 y PQ, aplicados durante uno o 14 días, disminuyeron 
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parcialmente la inducción de muerte celular mediante apoptosis causada por el 

tratamiento individual con PQ, siendo esta atenuación superior con el co-tratamiento 

con MF-63 y PQ. El co-tratamiento con E2 y PQ indujo una reducción mayor de la 

muerte por apoptosis producida por el tratamiento solo con PQ en comparación con la 

atenuación generada por los co-tratamientos de rBDNF o MF-63 con PQ (Figura 24).  

Figura 24. Efectos del PQ (10 µM) sobre la viabilidad de las células sin transfectar y 

las células silenciadas simultáneamente para los genes de βAPP y Tau co-tratadas con o 

sin E2 (10 nM) y/o NAC (1 nM) y/o MF-63 (1 µM) y/o rBDNF (20 µM) determinados 

mediante el test MTT (A) y el ensayo de actividad de las caspasas 3/7 (B). Los datos 

representan la media ± error estándar de la media de los resultados de tres experimentos 

independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos realizado por 

triplicado. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 y 
##

p≤0,01 comparado con 

el tratamiento de PQ; 
&&&

p≤0,001 y 
&

p≤0,05 comparado con el tratamiento con PQ y 

rBDNF; 
γγγ

p≤0,001 y 
γ
p≤0,05 comparado con el tratamiento con PQ y MF-63; 

τττ
p≤0,001 y 

ττ
p≤0,01 comparado con el tratamiento con PQ y E2. 
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Por último, el co-tratamiento único y prolongado de PQ con E2, rBDNF y MF-63 

aplicado en células transfectadas para silenciar βAPP y Tau produjeron la mayor 

disminución en la inducción de la muerte celular generada por el PQ, pero no llegó a 

revertirla completamente (Figura 24). No se detectaron diferencias significativas entre 

los datos de las células tratadas con vehículo y las células sin ningún tratamiento. 

Finalmente, la inducción de muerte celular inducida por PQ también disminuyó, en 

parte, tras el co-tratamientos con PQ y rHSP70, rP20S y rTFEB, de forma única o 

simultánea en células con los genes de βAPP y Tau silenciados (Figura 25). 
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Figura 25. Resultados de los test MTT (A) y de actividad de las caspasas 3/7 (B). Cada 

barra representa la media ± error estándar de la media de los resultados de tres 

experimentos independientes con células de diferentes cultivos, cada uno de ellos 

realizado por triplicado. Los valores obtenidos se normalizaron usando la concentración 

total de proteínas. 
***

p≤0,001 comparado con el control; 
###

p≤0,001 comparado con el 

tratamiento de PQ; 
τττ

p≤0,001 comparado con el tratamiento con PQ y rTFEB; 
&&&

p≤0,001 comparado con el silenciamiento de Tau en células primarias expuestas al 

PQ. 
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6. DISCUSIÓN 

Los resultados de nuestra investigación muestran que el PQ no altera la expresión 

génica del ER, lo cual no se había descrito hasta la actualidad. Sin embargo, el 

tratamiento con PQ redujo la activación del ER, de forma concentración-dependiente, 

en cultivos neuronales primarios de hipocampo. Por otra parte, el tratamiento único y 

repetido con PQ incrementó, de forma concentración-dependiente, la producción de 

radicales superóxido y, en consecuencia, la peroxidación de los lípidos y la 

carbonilación de las proteínas. Nuestros hallazgos concuerdan con un estudio previo que 

muestra que la exposición prolongada al PQ favorece la producción de radicales 

oxidantes y la peroxidación lipídica en el hipocampo de ratón, dando lugar a muerte 

celular y alteraciones cognitivas (Chen et al., 2010). Además, la administración de NAC 

bloqueó el estrés oxidativo generado por el PQ completamente, lo cual concuerda con 

los resultados de trabajos que muestran que NAC, al ser un potente antioxidante, 

disminuye la generación de estrés oxidativo inducida tras la administración de PQ 

(Niraula y Kim, 2019). Además, otro estudio señala que los tratamientos antioxidantes 

previenen el menoscabo en los procesos de memoria y aprendizaje inducido por el PQ 

(Somayajulu-Niţu et al., 2009), lo que indica que el estrés oxidativo puede que medie 

los efectos cognitivos derivados de la exposición al PQ. Por su parte, el co-tratamiento 

con PQ y E2 revirtió parcialmente la producción de especies reactivas de oxígeno y las 

consiguientes peroxidación lipídica y oxidación proteica. Aunque no hay estudios 

acerca de los efectos del PQ sobre la acción de los estrógenos, algunos estudios previos 

han descrito que el E2 atenúa la disminución del número de neuronas y el incremento 

del estrés oxidativo observado tras la exposición al PQ (Robb y Stuart, 2011; Si et al., 

2001). Esta información apoya nuestra hipótesis acerca de una posible acción anti-

estrogénica del PQ relacionada con la generación de estrés oxidativo y muerte neuronal. 
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Puesto que el PQ no altera la expresión de las variantes alfa y beta del ER, el efecto del 

PQ sobre la activación del receptor podría ser debido al bloqueo del sitio de unión del 

receptor, o bien, a una alteración de su conformación causada por los radicales libres de 

oxígeno, como se ha descrito previamente (Fawcett et al., 2002). El bloqueo de la unión 

efectiva del E2 al ER también podría ejercer un efecto anti-estrogénico, provocando la 

disminución en el número de receptores activados que podrían internalizarse en el 

núcleo celular y realizar así su acción. 

También, observamos que el tratamiento con PQ durante 24 horas incrementó la 

expresión del factor NRF2 y de las enzimas SOD1, HO1 y GPX; mientras que, por el 

contrario, la exposición al PQ durante 14 días redujo la expresión de estas proteínas, de 

forma concentración-dependiente, en ambos periodos de tratamiento. Previamente, se 

había descrito que el PQ aumenta la expresión del factor de transcripción NRF2 y de las 

enzimas antioxidantes reguladas por este factor, como son la SOD1, HO1 y GPX, tras la 

exposición aguda, tanto en animales como en cultivos celulares, como mecanismo de 

protección celular frente a la producción de radicales oxidantes ocasionada por el PQ 

(Dou et al., 2015; Izumi et al., 2015). Sin embargo, de forma similar a lo observado en 

nuestros resultados, la exposición prolongada al PQ disminuye la expresión de NRF2 y 

de las enzimas que regula in vivo (Li et al., 2016), lo cual corrobora nuestros resultados. 

En nuestro estudio, el co-tratamiento con PQ y E2 durante 24 h aumentó la expresión de 

NRF2, SOD1, HO1 y GPX con respecto al tratamiento con PQ, mientras que, tras la 

exposición prolongada, este co-tratamiento revirtió parcialmente la regulación negativa 

de la vía NRF2. Así, el tratamiento con E2 tras la exposición prolongada al PQ, podría 

reducir la producción de radicales oxidantes y el daño celular inducido por este. Es más, 

la sobreexpresión de las enzimas participantes en la vía NRF2 fue el objetivo de 

distintos tratamientos frente al estrés oxidativo causado por el PQ, resultando en una 
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reducción del estrés oxidativo y sus efectos tóxicos (Qin y Hou, 2016; Yan et al., 2017; 

Zhao et al., 2017). Por otra parte, se ha descrito que el E2 participa en la regulación de 

la vía NRF2 a través de la vía de señalización PI3K/AKT, la cual representa un 

mecanismo de protección frente a la síntesis de ROS (Chen et al., 2013; Zhu et al., 

2015), lo que se asimila a nuestros resultados. Por lo tanto, la acción antiestrogénica del 

PQ debilita el mecanismo de defensa celular frente al estrés oxidativo, favoreciendo 

inicialmente la activación de la vía NRF2 ante la exposición aguda e incrementando su 

inactivación tras exposiciones prolongadas. Nuestros resultados sugieren que el PQ 

altera la vía NRF2 mediante la disrupción estrogénica que causa, aunque debe haber 

otros mecanismos involucrados. En este sentido, existen varias quinasas que fosforilan 

NRF2, como las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) y la proteína 

quinasa C (PKC), que regulan la expresión génica de diferentes enzimas antioxidantes, 

entre otros genes diana (Qin y Hou, 2016; Yan et al., 2017; Zhao et al., 2017). Además, 

se ha descrito que el PQ altera la expresión de PKC y MAPKs, lo que altera la vía de 

señalización de NRF2 (Dou et al., 2015; Zhao et al., 2017), por lo que su disfunción en 

neuronas del hipocampo es posible que participe en los efectos descritos. 

El tratamiento con PQ durante 24 horas y 14 días también redujo los niveles de 

proBDNF y mBDNF en cultivos primarios de neuronas de hipocampo. En este sentido, 

nunca se han realizado estudios con el fin de determinar los efectos del PQ sobre los 

niveles de proBDNF y mBDNF. Aun así, se ha descrito que el PQ reduce la expresión 

del precursor de BDNF en el hipocampo (Rudyk et al., 2019; Mangano et al., 2011) y 

en el cuerpo estriado (Mangano et al., 2012) de ratones machos tras tratamientos 

repetidos, y en células SH-SY5Y después de tratamientos durante 24 horas (Alural et 

al., 2015). Estos datos concuerdan con nuestros resultados y sugieren que el efecto del 

PQ sobre proBDNF y mBDNF en las neuronas del hipocampo puede deberse a una 
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reducción de la expresión del precursor de BDNF, aunque no puede descartarse una 

disminución de la transformación del precursor en proBDNF. Además, el PQ redujo 

parcialmente la expresión de la enzima tPA, solamente tras tratamientos prolongados. 

Esta acción la medió a través de la disfunción estrogénica, lo que podría explicar que la 

reducción de los niveles de proBDNF sea superior tras el tratamiento repetido con PQ, 

lo cual se debe a la reducción del procesamiento de proBDNF en mBDNF. Hasta el 

momento, no se ha estudiado el efecto del PQ sobre la enzima tPA en el cerebro, pero se 

ha descrito que produce un incremento de sus niveles plasmáticos en pacientes 

afectados por una intoxicación aguda con este herbicida (Seok et al., 2011). Esta 

discrepancia con nuestros resultados podría ser explicada por tres factores: en primer 

lugar, las diferentes acciones que esta enzima ejerce en el cerebro y en el plasma; en 

segundo lugar, el tiempo y nivel de exposición; y por último, las diferencias existentes 

entre especies y los modelos usados in vivo e in vitro. Por otra parte, se ha descrito que 

los agonistas del receptor de estrógenos incrementan la expresión de tPA en células de 

la línea Hep89 (HepG2 transfectada para expresar ERα de forma estable) (Kelly et al., 

2014), por lo que la reducción de la actividad de ER, como produce el PQ, podría 

reducir la expresión de tPA, corroborando nuestros resultados. Aun así, puede haber 

otros mecanismos involucrados. En este sentido, el PQ induce la expresión de MAPK 

en cultivos neuronales (Dou et al., 2015; Ju et al., 2019; Zhao et al., 2017) y se ha 

descrito que la inducción de esta enzima reduce la expresión de tPA (Son et al., 2002; 

Ulfhammer et al., 2006), por lo que esta acción podría contribuir a explicar el efecto 

observado. 

Por otra parte, el tratamiento con PQ durante 24 horas y 14 días incrementó la expresión 

de P75
NTR

 y disminuyó la expresión de TrkB en las células del cultivo primario de 

hipocampo, mediando dichos efectos completamente a través de la disfunción 
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estrogénica en el caso de TrkB, y parcialmente en el caso de P75
NTR

. Hasta el momento, 

no se han realizado estudios acerca del efecto del PQ sobre las expresiones génicas de 

P75
NTR

 y TrkB. Sin embargo, se ha descrito que el PQ (0,1 µM) induce muerte celular 

en la línea celular NSC-34, y este efecto se revirtió debido a la regulación negativa de 

P75
NTR

 tras ser tratadas con clozapina y PQ (Turner et al., 2003), lo que sugiere que el 

PQ puede ejercer su efecto tóxico a través de P75
NTR

. También se ha descrito que la 

deficiencia de E2 en animales ovariectomizados disminuye la expresión de TrkB y 

aumenta la de P75
NTR

 en el cerebro, y que la administración de E2 revierte este efecto 

(Hasan et al., 2005; Pan et al., 2010; Ping et al., 2002), apoyando así nuestros 

resultados. Sin embargo, la alteración de la expresión de P75
NTR

 inducida por el PQ 

parece estar mediada por otros mecanismos adicionales. Con respecto a estos, se ha 

descrito que el PQ reduce la actividad de la enzima histona desacetilasa (HDAC), así 

como la expresión de HDAC2, 3, 4 y 7 en células N27, induciendo muerte celular por 

apoptosis (Song et al., 2011). También se ha descrito que HDAC regula la expresión de 

P75
NTR

 y que la inhibición de su actividad o la reducción de la expresión de HDAC1 y 3 

incrementan la expresión de P75
NTR

 en células SH-SY5Y (Zhang et al., 2017). De esta 

forma, si el PQ reduce la actividad de HDAC o la expresión de sus subtipos en los 

cultivos primarios de neuronas de hipocampo, este mecanismo también podría 

contribuir a explicar el efecto observado. 

Además, nuestro estudio muestra que el tratamiento con PQ durante uno y 14 días 

incrementó en cultivos neuronales primarios los niveles de PGE2 a través de la 

sobreexpresión de COX-2, e indujo la expresión de los subtipos EP1 y EP3, al mismo 

tiempo que redujo la expresión del subtipo EP2, todo ello de forma concentración-

dependiente, lo cual no se había descrito hasta el momento. A pesar de que la expresión 

de la enzima PGES-1 no se vio afectada, no se puede descartar que el efecto del PQ 
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sobre PGE2 pueda estar mediado, en parte, a través de un incremento de la actividad de 

PGES-1, y también como consecuencia del aumento de la actividad o expresión de la 

COX-1, puesto que no hay constancia de que se hayan realizado estudios hasta este 

momento acerca del efecto del PQ sobre la expresión génica de los subtipos de los 

receptores EP, PGES-1 y COX-1. De todas formas, se ha descrito en estudios previos 

que el tratamiento único con PQ aumenta la expresión de COX-2 in vitro (De Oliveira 

et al., 2018; Yang et al., 2010), mientras que el tratamiento prolongado la incrementa in 

vivo (Malekinejad et al., 2013). Por su parte, el tratamiento único con PQ solamente 

incrementa los niveles plasmáticos de PGE2 en ratas (Giri et al., 1980). Todo ello, 

refrenda nuestros resultados. El co-tratamiento con PQ y E2 revirtió parcialmente el 

efecto del PQ sobre PGE2, COX-2 y los subtipos del receptor de EP, lo que sugiere que 

la alteración estrogénica inducida por el PQ media una parte de estos efectos, por lo que 

parece que otros mecanismos también deben estar implicados. Se ha descrito que la 

acción de los estrógenos regula negativamente la expresión de COX-2 en las neuronas, 

tanto en estudios in vitro (Stacey et al., 2016) como in vivo (Menze et al., 2015). 

Además, se ha descrito que los niveles de PGE2 en el cerebro se incrementan en ratas 

ovariectomizadas, que presentan niveles de estrógenos circulantes inferiores (Wang et 

al., 2014), lo cual apoya nuestros resultados. También se ha descrito que los estrógenos 

regulan la expresión de los subtipos del receptor de EP, presentando diferentes efectos 

en función del tejido estudiado (Huang et al., 2015; Rage et al., 1997), pero ninguno de 

los estudios fue realizado en el hipocampo. Por otra parte, el PQ incrementa la 

liberación de glutamato, activando los receptores NMDA (Del Pino et al., 2017), lo cual 

induce la sobreexpresión de COX-2 (Pepicelli et al., 2002) y la síntesis de PGE2 

(Pepicelli et al., 2005), por lo que este mecanismo también podría contribuir a los 

efectos observados. 
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Las disfunciones de las rutas de señalización en las que participan los estrógenos y 

PGE2 median parte del efecto del PQ sobre proBDNF y mBDNF. Se ha observado que 

el promotor de BDNF presenta un elemento sensible al receptor de estrógenos (Sato et 

al., 2007; Sohrabji et al., 1995; Zhou et al., 2005). Se ha descrito que animales 

ovariectomizados presentan una menor expresión de BDNF en el hipocampo y otras 

regiones cerebrales, al mismo tiempo que la administración exógena de E2 revierte este 

déficit en su expresión (Bora et al., 2005; Harte-Hargrove et al., 2013; Pan et al., 2010). 

Además, la PGE2 ejerce una regulación negativa sobre la expresión de BDNF en el 

hipocampo de rata (Ajmone-Cat et al., 2006). A su vez, la sobreexpresión de COX-2 

incrementa los niveles de PGE2 y la expresión del receptor EP3, a la vez que disminuye 

la expresión de BDNF en hipocampo de rata, mientras que su silenciamiento revierte 

estos efectos. Esto indica que PGE2 disminuye la expresión de BDNF a través de EP3 

(Luo et al., 2017), lo cual confirma nuestros resultados y sugiere que PGE2 podría 

mediar, mediante la activación de EP3, el efecto que el PQ genera sobre BDNF. En 

relación a las disfunciones en las rutas de señalización en las que participan PGE2 y los 

estrógenos, además de los citados, deben participar otros mecanismos. En este sentido, 

se ha descrito que el bloqueo del receptor de NMDA genera una disminución de la 

expresión de BDNF (Tanqueiro et al., 2018; Yu et al., 2019). Además, como se ha 

señalado anteriormente, el tratamiento repetido con PQ reduce la expresión de 

NMDAR1 (Del Pino et al., 2017), lo que indica que este mecanismo podría jugar un 

papel en este efecto únicamente tras la exposición continuada al PQ. 

Nuestros resultados también muestran que el nivel de expresión de HSP70 se 

incrementó tras la exposición al PQ durante 24 horas y 14 días, mientras que se redujo a 

partir de la concentración de 20 µM. Se ha descrito que el tratamiento único con PQ 

incrementa los niveles de HSP70 en las neuronas del bulbo olfatorio de rata a 
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concentraciones que inducen estrés oxidativo como mecanismo protector, pero no 

muerte celular (Crum et al., 2015), lo cual apoya nuestros resultados. Sin embargo, 

también se ha descrito que el tratamiento repetido con PQ no afecta a la expresión de 

HSP70 en el cuerpo estriado de ratón. Estas diferencias podrían deberse a los diferentes 

modelos usados y al tiempo de exposición al PQ.  

Por su parte, el nivel de actividad de P20S disminuyó tras la exposición al PQ durante 

24 horas a partir de la concentración de 10 µM, y durante 14 días a partir de la 

concentración de 1 µM. Además, se ha descrito que el PQ inhibe la actividad de P20S 

en células PC12 y N27 de rata después de 48 horas de tratamiento a partir de 

concentraciones de 50 µM y 500 µM, respectivamente (Izumi et al., 2015; Chinta et al., 

2008) o en células humanas SH-SY5Y tras 6 y 24 horas de tratamiento a 

concentraciones de 20 µM y 500 µM, respectivamente (Ding y Keller, 2001; Chen et 

al., 2017), apoyando así nuestros resultados. Las diferencias observadas en las 

concentraciones a partir de las cuales comienza el efecto pueden achacarse al modelo, 

tiempo de exposición o protocolo usados. Además, el PQ induce estrés oxidativo, 

oxidación proteica e incremento de los niveles de proteínas Aβ y pTau (Moyano et al., 

2020), cuya acumulación deriva en la inhibición de la actividad de P20S (Gillardon et 

al., 2007), lo que podría constituir la causa del efecto observado. 

En relación con TFEB, observamos que el tratamiento único y repetido con PQ redujo 

su nivel de expresión. Se ha sugerido que el PQ disminuye la ALP a causa de la 

inducción de mTOR, el cual es inhibidor de la ALP, pero al mismo tiempo también se 

observa la inducción de marcadores de activación de la ALP (Wills et al., 2012). En este 

sentido, TFEB es el principal regulador de la ALP, y su inhibición, debida 

probablemente a la inducción de mTOR, junto a la CD, produce la inhibición de la 
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ALP, poniendo de manifiesto este efecto como uno de los mecanismos que dan lugar a 

la acumulación de proteínas tóxicas.  

Por otra parte, el PQ influyó negativamente en la expresión de las proteínas sinápticas 

NMDAR1, PSD95, SYP y SPN, disminuyendo de forma concentración-dependiente, 

comenzando a una concentración de 10 µM en caso del tratamiento único, y a 1 µM en 

caso del tratamiento continuado. Las proteínas sinápticas, entre las que se incluyen 

NMDAR1, PSD95, SYP y SPN, regulan la formación de las terminaciones dendríticas, 

así como su forma, jugando también un papel fundamental en la plasticidad sináptica 

(Glantz et al., 2007; Li et al., 2011). En estudios previos se ha determinado que el PQ 

reduce la densidad de las espinas dendríticas en las neuronas del hipocampo de ratones 

tras exposiciones agudas (Calò et al., 1990). Además, también se ha descrito que el PQ 

reduce la expresión de NMDAR1 tras su administración única y repetida en cultivos 

primarios de neuronas de hipocampo (Del Pino et al., 2017). Esta información y los 

datos obtenidos sugieren que la alteración de estas proteínas podría intervenir en los 

efectos que el PQ produce sobre las terminaciones dendríticas de las neuronas y los 

trastornos de la memoria y aprendizaje descritos. La administración concomitante de PQ 

y E2 atenuó completamente la disminución de la síntesis de estas proteínas sinápticas 

producida tras la exposición al PQ individualmente. En este sentido, se ha descrito que 

el ER regula las funciones de memoria y aprendizaje y los procesos de plasticidad 

sináptica a través de la regulación de NMDAR1, PSD95, SYP y SPN (Brake et al., 

2001; McEwen et al., 2001; Murphy et al., 1998; Rune et al., 2002), lo cual apoya 

nuestros resultados, y sugiere que la alteración de la expresión de estas proteínas es 

posible que derive en la disrupción de la plasticidad sináptica y en el desarrollo de 

desórdenes cognitivos. Además, observamos que la alteración de las proteínas 
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sinápticas fue superior tras exposiciones repetidas, lo que probablemente puede deberse 

a la reducción mayor de la actividad del ER a los 14 días de exposición al PQ. 

Por su parte, la administración del PQ también indujo un incremento en los niveles de 

las proteínas pTau, Aβ 1-40 y Aβ 1-42 tras la administración única (a partir de una 

concentración de 10 µM) y prolongada (a partir de una concentración de 1 µM), siendo 

mayor la inducción de Aβ 1-42. Esto es importante porque se ha visto en estudios con 

animales que Aβ 1-42 causa mayor citotoxicidad (Klein et al., 1999). También se ha 

descrito que la administración de PQ a corto y largo plazo en ratones Tg2576, los cuales 

sobreexpresan APP, favorece la generación de proteínas Aβ en la corteza cerebral (Chen 

et al., 2012, 2015) y pTau en el cuerpo estriado (Wills et al., 2012), lo cual apoya 

nuestros resultados. Además, la disminución de la actividad de ER medió en parte estos 

efectos. Estudios previos han señalado que la deficiencia de E2 o ciertos factores anti-

estrogénicos inducen la producción de proteínas Aβ y Tau, la reducción del número de 

neuronas y el desarrollo de deficiencias en la capacidad de memoria y aprendizaje 

(Anukulthanakorn et al., 2013; Bang et al., 2011; Tang et al., 2018), lo que apoya 

nuestros resultados. Esos efectos resultaron ser más marcados tras la exposición 

repetida al PQ, lo que podría ser debido a una reducción superior de la actividad de ER 

observada tras la exposición continuada.  

La disrupción estrogénica inducida por el PQ medió el incremento de PGE2 y la 

disminución de BDNF, alteraciones que a su vez observamos que indujeron la 

producción de las proteínas Aβ 1-40, Aβ 1-42 y pTau, y la generación de estrés 

oxidativo inducido por el PQ. Se ha descrito que PGE2 incrementa la producción de 

proteínas Aβ y Tau a través de la activación del receptor EP2 (Cao et al., 2019; Gabr et 

al., 2017). Sin embargo, nuestros resultados muestran que el PQ redujo la expresión de 

EP2, lo cual parece indicar que estos efectos no estarían mediados por este subtipo del 
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receptor. Por su parte, el receptor EP3 también está involucrado en la producción de las 

proteínas Aβ y Tau (Cao et al., 2019; Shi et al., 2012). Por ello, la sobreexpresión y 

activación de EP3 por PGE2 producida por el PQ, podría mediar la producción de 

dichas proteínas. Además, el incremento de la expresión de COX-2 y del nivel de PGE2 

se ha relacionado con la inducción de estrés oxidativo celular (Luo et al., 2011; Pepicelli 

et al., 2005; Qin et al., 2016), lo cual apoya nuestros resultados. En este mismo sentido, 

la activación de los subtipos EP1, EP2 y EP3 del receptor también se ha relacionado con 

el incremento de radicales oxidantes en las neuronas (Liang et al., 2005; Saleem et al., 

2007; Shi et al., 2012; Zhao et al., 2015), por lo que el PQ podría mediar el incremento 

del estrés oxidativo a través la activación de los subtipos EP1 y EP3. 

Asimismo, se ha descrito que la activación de la vía de señalización BDNF/TrkB reduce 

la generación de estrés oxidativo y la formación de proteínas Aβ y Tau (Lee et al., 2019; 

Song et al., 2015; Wu et al., 2019), mientras que deficiencias en la vía mBDNF/TrkB 

dan lugar al aumento del estrés oxidativo y los niveles de Aβ y Tau (Gerenu et al., 2017; 

Hacioglu et al., 2016; Wang et al., 2019; Zhang et al., 2018). Por ello, la reducción 

observada en los niveles de mBDNF y en la expresión de TrkB podría causar las 

alteraciones descritas. Por otra parte, se ha descrito que proBDNF induce la formación 

de las proteínas Aβ y Tau (Chen et al., 2017; Mañucat-Tan et al., 2019) y la generación 

de estrés oxidativo (Fleitas et al., 2018). El proBDNF realiza su actividad a través de la 

activación de P75
NTR

, la cual se ha descrito que induce la formación de proteínas Tau 

(Mañucat-Tan et al., 2019) y el incremento del estrés oxidativo, especialmente debida a 

la acción de las proteínas Aβ cuando se une a ellas (Perini et al., 2002). Además, la 

activación de P75
NTR

 gracias a las proneurotrofinas, reduce la actividad de TrkB y su 

efecto neuroprotector (Song et al., 2010). En consecuencia, el efecto final de proBDNF 

y mBDNF está regulado por la proporción de ambos factores y por la expresión de sus 



 
136 

 

receptores (Foltran y Díaz., 2016). Nuestros resultados muestran que el tratamiento 

único y repetido con PQ reduce los niveles de proBDNF, así que su contribución al 

efecto observado parece limitada. Sin embargo, su reducción fue inferior tras el 

tratamiento repetido con PQ debido a la disminución de su transformación en mBDNF, 

lo que incrementa la ratio proBDNF/mBDNF, así que proBDNF podría mediar los 

efectos producidos tras exposiciones continuadas. Además, también aumentó la 

expresión de P75
NTR

, y de esta forma puede compensarse la reducción de los niveles de 

proBDNF y bloquear la señalización mBDNF/TrkB, dando lugar a al efecto final 

observado. 

Finalmente observamos que el incremento de la concentración de las proteínas Tau y 

Aβ producido por el PQ tras administración única y prolongada fue mediado 

parcialmente a través de la alteración de la expresión de HSP70 y TFEB y de la 

actividad de P20S. En este sentido, se ha descrito que las HSPs regulan la 

desagregación y degradación de proteínas aberrantes, como Aβ y Tau (Gumeni et al., 

2017; Saibil, 2013), siendo HSP70 la principal representante de esta familia de 

proteínas (Fernández-Fernández et al., 2017). Además, en su eliminación también 

participan los proteasomas y la ALP (Cao et al., 2014). La inhibición de P20S se ha 

relacionado con el incremento de los niveles de proteínas Aβ y Tau (Bonet-Costa et al., 

2016), la muerte de neuronas en el hipocampo y el desarrollo de disfunciones cognitivas 

(Zhao et al., 2018), por lo que este mecanismo podría mediar los efectos observados. 

Por otra parte, se ha descrito que la disminución de TFEB está implicada en el aumento 

de estas proteínas tóxicas, estrés oxidativo, así como en la aparición de muerte celular y 

alteraciones cognitivas (Cortes y La Spada, 2019). Asimismo, se ha descrito que la 

sobreexpresión de TFEB reduce la acumulación de proteínas Aβ y Tau, estrés oxidativo, 

neurodegeneración y déficits cognitivos (Cortes y La Spada, 2019), lo que apoya 
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nuestros resultados. HSP70 es el principal regulador de la degradación proteica, ya que 

regula el mecanismo de autofagia y la actividad proteasómica (Fernández-Fernández et 

al., 2017), por lo que la alteración de estos mecanismos de eliminación podría estar 

relacionada con la disfunción de HSP70, así como otros mecanismos no estudiados 

regulados por ella. Por su parte, TFEB está regulado por diferentes factores como 

mTOR, y se ha descrito que el PQ es capaz de inducirlo (Cortes y La Spada, 2019). De 

esta forma, este mecanismo puede estar detrás de la regulación negativa de TFEB, pero 

no puede descartarse que actúen otros mecanismos.  

Sin embargo, otros mecanismos parecen estar implicados en la alteración de los niveles 

de las proteínas citotóxicas descritas. Por ello, es necesario realizar estudios 

complementarios con el fin de determinar el resto de mecanismos a través de los cuales 

el PQ altera las vías de aclaramiento de proteínas aberrantes y si su síntesis también está 

involucrada en su acumulación. En este sentido, los niveles de glutamato y de expresión 

de las variantes de la AChE se incrementaron tras 1 y 14 días de tratamiento con PQ en 

cultivos primarios de hipocampo (Del Pino et al., 2017). Se ha descrito que la variante 

AChE-S actúa como promotor de la síntesis de Aβ y Tau (Berson et al., 2008; Toiber et 

al., 2009). Además, la hiperfosforilación de la proteína Tau se ha relacionado con la 

alteración de los niveles de glutamato en ratones 3xTg-AD. La recuperación de la 

homeostasis del glutamato disminuye las alteraciones de los niveles de proteína Tau y 

mejora la función cognitiva (Zumkehr et al., 2015). Las ERO también se han 

relacionado con la hiperfosforilación de Tau y la síntesis de proteínas Aβ (Bond et al., 

2006; Giraldo et al., 2014; Rojo et al., 2008; Tamagno et al., 2005; Wang et al., 2009), 

lo que también podría contribuir a explicar el efecto observado. Además, el estrés 

oxidativo induce la desnaturalización de las proteínas, incluidas HSP70, P20S y TFEB, 

reduciendo su funcionalidad, por lo que independientemente de sus niveles, pierden 
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parte de su actividad y pueden originar el incremento de los niveles de proteínas Aβ y 

Tau como consecuencia de su acumulación. Sin embargo, no se puede excluir, que 

aparte de la alteración de los mecanismos de eliminación de estas proteínas, también 

puede existir la posibilidad de que la producción de estas proteínas esté incrementada. 

De esta forma, los mecanismos indicados pueden intervenir igualmente en las 

disfunciones descritas.  

Acorde con estudios previos realizados en animales (Chen et al., 2010) y en cultivos 

primarios de neuronas de hipocampo (Del Pino et al., 2017), hemos determinado que la 

exposición al PQ durante 24 horas y 14 días induce la muerte de neuronas mediante 

necrosis y apoptosis en cultivos neuronales primarios procedentes del hipocampo. 

Nuestros resultados concuerdan con los de trabajos anteriores que indican que el PQ 

produce muerte celular por apoptosis y necrosis en el hipocampo tras administrarse de 

forma continuada en animales (Chen et al., 2010) y tras administrarse única y 

repetidamente en cultivos primarios de neuronas de hipocampo (Del Pino et al., 2017). 

La muerte celular inducida por la administración de PQ se redujo cuando se aplicó sobre 

células con los genes βAPP y Tau silenciados o sobre células no transfectadas tratadas 

conjuntamente con PQ y E2 o NAC. Estos resultados sugieren que la disfunción del ER, 

la alteración de la producción de las proteínas β-amiloidea y pTau, y el estrés oxidativo 

generado, median la disminución del número de neuronas inducida por la exposición al 

PQ. Además, la muerte celular inducida resultó ser superior tras la administración 

repetida, posiblemente debido a una mayor inhibición de las enzimas antioxidantes, o 

bien, a que los mecanismos implicados en la muerte celular se activan en mayor medida 

por la exposición continuada al PQ. Por otra parte, se ha relacionado la desregulación de 

los mecanismos antioxidantes celulares con los déficits cognitivos, la muerte de 

neuronas y la enfermedad de Alzheimer (Anukulthanakorn et al., 2013; Auld et al., 
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2002; Bang et al., 2011; Kar et al., 2004; Muller-Spahn y Hock, 1999; Tang et al., 

2018).  

La capacidad de E2 para bloquear la inducción de muerte celular tras la exposición al 

PQ fue superior a la producida mediante el silenciamiento de los genes βAPP o Tau, y 

también a la producida en células no transfectadas tras la administración de PQ junto 

con NAC. Estos resultados sugieren que la alteración de la actividad de ER causada por 

el PQ genera además sus efectos a través de otros mecanismos diferentes a la 

producción de proteínas Aβ y Tau o la generación estrés oxidativo, como podrían ser la 

alteración de la regulación las HSPs y factores de crecimiento relacionados con la 

viabilidad celular (García-Segura et al., 2001). En este sentido, en otros estudios 

posteriores para determinar otros mecanismos implicados, determinamos que la muerte 

celular inducida por el PQ está mediada por PGE2 y BDNF. Se ha descrito que PGE2 

induce la muerte celular a través de la activación de su receptor, específicamente, de los 

subtipos EP1 (Liu et al., 2012; Zhen et al., 2012), EP2 (Miyagishi et al., 2013; Takadera 

et al., 2004) y EP3 (Han et al., 2016; Ni et al., 2016). Por lo tanto, la activación de los 

subtipos EP1 y EP3 podría contribuir a la muerte celular observada. Sin embargo, 

también se ha descrito que los subtipos EP2 y EP3 juegan un papel neuroprotector 

frente a agresiones tóxicas (Andreasson, 2010; Cunningham y Skelly, 2012). Este efecto 

contradictorio descrito en la literatura podría deberse a que ambos subtipos presentan a 

su vez diferentes variantes (Fröhlich et al., 2003; Pierce y Regan, 1998), pudiendo tener 

efectos opuestos en función de cuál de las variantes se exprese; aun así, se necesitan 

estudios posteriores para determinar la contribución exacta de estos receptores y sus 

variantes en el efecto citotóxico inducido por el PQ mediante la PGE2. También se ha 

descrito que mBDNF es un factor neuroprotector imprescindible para el mantenimiento 

de la viabilidad neuronal (Foltran y Díaz, 2016) y que su reducción induce muerte 
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celular (Hu et al., 2014; Zhong et al., 2018; Song et al., 2015), lo que apoya nuestros 

resultados. Asimismo, se ha descrito que la interacción de proBDNF con P75
NTR

 induce 

muerte celular (Fleitas et al., 2018). La participación de proBDNF en la inducción de 

muerte celular parece limitarse a medida que su expresión se reduce, pero la 

sobreexpresión de P75
NTR

 podría compensar parcialmente este defecto en su expresión. 

La disminución de mBDNF, especialmente significativa tras la exposición repetida al 

PQ, junto a la reducción de la expresión de TrkB, podría explicar el nivel de muerte 

celular observado, siendo más marcado tras la exposición continuada al PQ.  

Finalmente, nuestros resultados demostraron que la inhibición de la actividad del P20S 

y la disminución de la expresión de TFEB y HSP70 también median en parte la muerte 

neuronal producida tras la exposición al PQ. En estudios previos se ha descrito que la 

sobreexpresión de HSP70 previene la degeneración inducida por el PQ en células de 

rata de la línea N18 (Donaire et al., 2005), lo cual apoya nuestros resultados. Tal como 

se ha comentado anteriormente, HSP70 media la eliminación de Tau, Aβ y otras 

proteínas tóxicas a través de la actividad del proteasoma o la ALP (Fernández-

Fernández et al., 2017), por lo que la disminución de sus actividades podría generar el 

aumento de los niveles de estas proteínas, dando lugar a la muerte celular observada en 

los cultivos primarios. Además, estos mecanismos desencadenan la vía de muerte 

celular cuando el daño celular es demasiado grande como para ser reparado (Cortes y La 

Spada, 2019), provocando este efecto independientemente del efecto que ejercen las 

proteínas tóxicas. 

Por otra parte, en las células silenciadas para los genes βAPP y Tau, el tratamiento 

combinado con PQ, E2 y NAC resultó ser incapaz de revertir completamente la muerte 

celular causada por el PQ. El tratamiento de PQ combinado con BDNF, MF-63, NAC y 

E2, en células transfectadas con ARNsi para βAPP y Tau tampoco fue capaz de 
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bloquear completamente la aparición de muerte neuronal causada por el PQ. 

Finalmente, el tratamiento combinado con PQ, rHSP70, rP20S y rTFEB de células 

transfectadas con ARNsi para silenciar los genes de βAPP y Tau, tampoco fue capaz de 

revertir completamente la muerte neuronal causada por el PQ, lo que indica que otros 

mecanismos podrían estar detrás de muerte celular observada, además de los 

mecanismos comentados previamente. En este sentido, el PQ es capaz de bloquear los 

receptores colinérgicos nicotínicos α2β2 de neuronas procedentes de la sustancia negra y 

cuerpo estriado del cerebro de ratón (Khwaja et al., 2007). El subtipo del receptor 

nicotínico expresado en mayor proporción en el hipocampo es el alfa 7 (α7-nAChR) y, 

precisamente, este receptor es importante en el mantenimiento de la funcionalidad de las 

neuronas y de las funciones de memoria y aprendizaje. Se ha observado que la 

reducción de α7-nAChR intensifica el daño producido en el hipocampo y las 

disfunciones cognitivas en ratones (Hernandez et al., 2010; Cheng y Yakel, 2015). De 

este modo, la alteración de α7-nAChR podría estar involucrada en la generación de las 

disfunciones cognitivas descritas. Además, la COX-2 media no solo la síntesis de 

PGE2, sino también de otras prostaglandinas y tromboxanos, cuyo incremento también 

se ha relacionado con el desencadenamiento de muerte neuronal (Iijima et al., 1996; Liu 

et al., 2013) y  la inducción de alteraciones cognitivas (Guo et al., 2017; Van Kooten et 

al., 1999), por lo que la sobreexpresión de la COX-2 inducida por el PQ también podría 

estar involucrada en estos efectos a través de otras rutas de señalización. También, se ha 

descrito que el receptor P75
NTR

 puede ser activado por diferentes proneurotrofinas 

(Schindowski et al., 2008) o por las proteínas Aβ (Yaar et al., 1997), lo que conduce a 

alteraciones cognitivas (Zeng et al., 2011), por lo que podría también contribuir al 

efecto observado. Por último, se ha descrito que el PQ altera la ruta de señalización 

Wnt/β-catenina (Zhao et al., 2018), la cual regula la formación de proteínas tóxicas, el 
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mantenimiento de la viabilidad celular, la plasticidad sináptica y los procesos de 

memoria y aprendizaje (Zhao et al., 2018; Tapia-Rojas e Inestrosa, 2018). Por ello, 

disfunciones que afectasen a la ruta Wnt/β-catenina también podrían causar las 

alteraciones observadas relacionadas con las proteínas tóxicas, la muerte celular y el 

déficit cognitivo descrito tras la exposición al PQ. 

En función de todo lo expuesto, se puede concluir que la administración única y 

repetida de PQ produce disfunciones a nivel estrogénico, las cuales alteran las proteínas 

sinápticas, produciendo una reducción de la densidad de las espinas dendríticas que 

pueden conducir a las alteraciones cognitivas descritas. Además, la disrupción 

estrogénica altera las rutas de señalización PGE2/EP1-4 y BDNF/TrkB/P75
NTR

 dando 

lugar a la inducción de estrés oxidativo en las neuronas, al incremento de los niveles de 

proteínas citotóxicas, como Aβ y Tau, y desencadenando la inducción de muerte 

neuronal en el hipocampo a través de los mecanismos de apoptosis y necrosis, que 

también puede desencadenar las alteraciones cognitivas descritas. Finalmente, el PQ 

también medió la acumulación de proteínas Aβ y Tau y la inducción de muerte neuronal 

en el hipocampo observada tras la exposición durante 24 horas y 14 días, mediante la 

alteración de la expresión de HSP70 y TFEB, y de la inhibición de la actividad de P20S. 

Los resultados expuestos en la presente tesis, en caso de validarse en estudios in vivo 

podrían ser de gran interés para explicar los desórdenes neurodegenerativos y cognitivos 

observados tras la exposición al PQ. En este sentido, es necesario efectuar estudios 

posteriores para dilucidar el resto de mecanismos involucrados en el daño producido por 

el PQ en las neuronas del hipocampo, así como el papel ejercido por dichos mecanismos 

en la alteración de los procesos cognitivos de memoria y aprendizaje inducida por el PQ 

en animales. Además, estos datos pueden proporcionar información novedosa acerca de 

varios de los efectos tóxicos producidos tras la administración del PQ y, a su vez, una 
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manera de identificar nuevos enfoques útiles en la prevención y manejo clínico del daño 

neurológico observado en la toxicidad del PQ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
145 

 

7. CONCLUSIONES 

 

(1) Los resultados de nuestra investigación demuestran que el PQ, tras la exposición 

aguda (desde 10 µM) y repetida (desde 1 µM), disminuye la activación del ER sin 

alterar su expresión, de forma concentración-dependiente, en las neuronas de los 

cultivos primarios de hipocampo. 

 

(2) El PQ induce, tras la exposición única (desde 10 µM) y repetida (desde 1 µM), la 

reducción de la expresión y la síntesis de las proteínas sinápticas a través de la 

disrupción estrogénica. 

 

(3) El PQ produce, tras la exposición única (desde 10 µM) y repetida (desde 1 µM), la 

generación de ERO, peroxidación lipídica y carbonilación proteica mediadas, 

parcialmente, por la disrupción estrogénica que inhibe la vía antioxidante NRF2, así 

como por la disminución de los niveles del BDNF y el aumento de la síntesis de la 

PGE2 en las neuronas de los cultivos primarios del hipocampo. 

 

(4) El PQ altera la ruta de señalización de BDNF al inducir la disminución 

concentración-dependiente de los niveles de proBDNF, de mBDNF y de TrkB, y el 

aumento de P75
NTR

, tras la exposición única (desde 10 µM) y repetida (desde 1 µM), así 

como también la disminución del tPA, únicamente tras la exposición repetida (desde 1 

µM), en las neuronas de los cultivos primarios del hipocampo. Estos efectos son 

mediados a través de la disrupción estrogénica, completamente en el caso de TrkB y 

parcialmente en el caso del proBDNF, mBDNF, P75
NTR

 y tPA, así como también a 

través de la acción de la PGE2, en el caso del proBDNF y del mBDNF. 
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(5) El PQ induce, tras la exposición aguda (desde 10 µM) y repetida (desde 1 µM), el 

incremento concentración-dependiente de los niveles de la COX-2, de la PGE2 y de los 

subtipos EP1 y EP3 del receptor de PGE2, así como la disminución del nivel del subtipo 

EP2, alterando esta ruta de señalización celular en las neuronas de los cultivos primarios 

del hipocampo. Estos efectos son mediados parcialmente por la disrupción estrogénica, 

la cual media su vez media el incremento de PGE2, también parcialmente, a través de la 

sobreexpresión de la COX-2. 

 

(6) El PQ produce el aumento de la concentración de proteínas β-amiloideas y Tau, de 

forma concentración-dependiente, tras la exposición única (desde 10 µM) y repetida 

(desde 1 µM) en las células de los cultivos primarios del hipocampo. Además, nuestros 

resultados indican que la alteración en la actividad estrogénica se encuentra mediando 

su acumulación, al menos, parcialmente a través de la disminución de los niveles del 

BDNF y el aumento de la producción de la PGE2. 

 

(7) El PQ induce una disminución concentración-dependiente de la expresión de la 

HSP70, del TFEB y de la CD, y de la actividad de P20S, tras la exposición única (desde 

20 µM en el caso de HSP70, desde 1 µM en el caso del TFEB y desde 10 µM en el caso 

de la CD) y repetida (desde 1 µM), en las neuronas de los cultivos primarios del 

hipocampo, mediando estos mecanismos, en parte, el aumento de la concentración de 

las proteínas β-amiloideas y Tau. 

 

(8) El PQ induce muerte celular por apoptosis y necrosis, mediada parcialmente por la 

generación de estrés oxidativo, la alteración de las rutas de señalización del BDNF y de 

la PGE2 y la acumulación de proteínas β-amiloideas y Tau. Asimismo, nuestros 
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resultados indican que la disrupción estrogénica media, en parte, la inducción de todos 

los mecanismos descritos. Sin embargo, deben existir otros mecanismos involucrados 

en la inducción de muerte celular causada por el PQ en las neuronas del hipocampo. 

 

(9) Se requieren estudios posteriores con el fin de identificar el resto de mecanismos 

implicados en los efectos observados en las neuronas del hipocampo, al igual que para 

comprobar la implicación de todos estos mecanismos en los déficits cognitivos in vivo. 
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