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SUMARY

CHLORPYRIFOS NEUROTOXIC EFFECTS ON CHOLINERGIC SYSTEM AND
LEGAL IMPLICATIONS OF THE USE OF TOXICOGENOMIC PROFILE AS A
BIOMARKER OF TOXICITY.

INTRODUCTION

Chlorpyrifos (CPF) is one of the organophosphates (OP) insecticides most widely used
in numerous agriculturaland residential settings (Figure 1). CPF is able to cause developmental
toxicity, immunological abnormalities, and neurotoxicity. Moreover, OP occupational exposure
has been related in human epidemiological studies with neurological and neuro-behavioral
deficits including impairments of cognition. In this regard, CPF has been shown to produce
learning deficits in rats after acute and repeated administration similar to those induced in
Alzheimer’s disease (AD). However, the complete mechanisms through which CPF induces

these cognitive alterations are unknown.
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Figure 1. Chlorpyrifos chemical structure (C9H11CI3NO3PS).

In this regard, the cholinergic system, mainly basal forebrain cholinergic neurons, is
involved in the regulation of memory and learning processes, and the impairment of cholinergic

transmission or a loss of the cholinergic neurons could induce these effects. In this regard, it
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has been reported that CPF may affect cholinergic transmission, and alter the cholinesterase
(AChE) variants, which have been shown to be related to the loss of basal forebrain cholinergic
neurons. In addition, it has been reported that CPF produces oxidative stress, which has been
also linked to the induction of cognitive deficits, changes in expression of AChE variants and
neuronal death. Also, it has been shown that the expression of P75N™ and a7-nAChR receptor
is altered in the basal forebrain of rats after long term exposure to CPF and this condition has
been linked to the induction of oxidative stress, loss of cholinergic neurons and disruption of
learning and memory processes in other brain regions. Moreover, it has also been shown that
dendritic spines are involved in the regulation of learning and memory processes and their
disruption could aso contribute to the alteration of those processes. In this regard, it has been
described that CPF alters the dendritic spines density in the prefrontal cortex and the
hippocampus after acute and repeated exposure to subclinical doses, respectively, therefore
their disturbance in the cholinergic neurons of the basal forebrain could also mediate these

cognitive disorders.

Based on these data, we hypothesized that the CPF, at subclinic concentrations, could
induce dendritic spines altearation in the basal forebrain cholinergic neurons and, at clinic
concentrations, cell death, through the alteration of cholinergic transmission, or through the
induction of oxidative stress produced by disruption in the expression of P75N™R and a-nAChR
receptors, which may mediate its effect on these neurons by altering AChE variants, resulting

in the cognitive disordes described.



MATERIAL AND METHODS

To test our hypothesis, we studied in SN56 basal forebrain cholinergic neurons, CPF
toxic effects after 24 h and 14 days of exposure on dendritic spines, induction of cell death and
the gene expression pathways which mediate these effects in this region and the cholinergic
mechanisms related to it. We also evaluated the effects of CPF after 24 h and 14 days of
exposure on the expression of P75N™R and a7-nAChR and its implication in the induction of

oxidative stress, loss of cholinergic neurons and altered variants of AChE.

We used SN56 cells, a cholinergic murine neuroblastoma cell line derived from septal
neurons as a model of cholinergic neurons of the basal forebrain region to assess toxic effects
of CPF in this specific type of neurons and the mechanisms through which they are induced.
To determine the density of dendritic spine, the cellular content of acetylcholine (Ach), of
malondialdehide (MDA), of lactate dehydrogenase (LDH) and the content of hydrogen
peroxide (H20.), the activities of AChE and acetylcholine transferase (ChAT), the expression
of AChE variants, high-affinity choline transporters (CHT), ChAT, and vesicular acetylcholine
transporter (VAChT), the major regulatory genes of cell death pathways (PCR Array Cell Death
Pathway Finder Pad reference PAMM-212Z7) and of dendritic spines plasticity (PSD95,
NMDAR1, SPN and SYP) and a7-nAChR and P75NTR receptors and the effects of silencing az-
nAChR, ChAT and AChE or P75NTR overexpression on cell viability and of silencing o7-
nAChR and P75NTR overexpression on the induction of oxidative stress, the SN56 cells were
seeded in 6-well plates at a density of 10° cells/well. Cells were treated for 24 h or for 14 days
with CPF at concentrations between 0.01 uM to 70 uM and between 0.01 uM to 40 pM,
respectively with or without N-acetyl cysteine (NAC; 1 mM). At least 3 replicate
wells/treatment were used. A group treated with vehicle was used in parallel for each

experiment as a control group.



In the literature, 10-100 uM chlorpyrifos has been routinely used to study chlorpyrifos
toxicity, although there are not enough data regarding the relative distribution or concentration
of CPF in human brain after acute and chronic exposure. In addition, studies have shown that
the blood plasma concentration of CPF from human volunteers were similar to 0.1 pM,
although it has been recently reported, using a physiologically based pharmacokinetic and
pharmacodynamic (PBPK/PD) model, that blood plasma concentration present in humans could
be around 0.015 puM, reaching the brain concentrations around 0.01 uM (Arnold et al., 2015).
Moreover, whole-body molar concentrations associated with the doses of CPF (2.5-25.0
mg/kg/day) used in behavioral experiments have been reported to be calculated as ranging
between approximately 7.0 and 8.0 to 70.0 and 80.0 uM. The No Observed Adverse Effect
Level (NOAEL) set for CPF is 0.1 mg/kg bw per day, which would be around 0.3 pM
concentration in the tissues. The used doses are relevant to study the cognitive disorders
according to all described above. Furthermore, we chose CPF 30 UM concentration, which was
the lowest concentration observed to induce cell death after acute exposure, to study the CPF
necrotic and apoptotic mechanisms. Figure 2 shows the protocol and experimental design

followed in this investigation.
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Figure 2. Summarizes the protocol and experimental design followed in this investigation

RESULTS AND DISCUSSION

Our research shows that CPF impaired cholinergic transmission and it induced AChE
inhibition and increased CHT expression only after long-term exposure, which suggests that
acetylcholine levels alteration could be mediated by these actions. Moreover, CPF induces, after
acute and long-term exposure, cell death on cholinergic neurons from basal forebrain and this

effect is independent of AChE inhibition or acetylcholine alteration, but was mediated partially

by AChE variants alteration.

Moreover, we show that CPF alters P75NTR and a7-nAChRs expression, which induced
reactive oxygen species leading to generation of oxidative stress shown as induction of lipid
peroxidation. The induction of oxidative stress was mediated partially by P75N™ and os-

nAChRs alteration. In addition, the generation of oxidative stress and P75N™R and o7-nAChRs
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alteration by CPF mediated partially the decrease in cell viability and this effect was partially

mediated through AChE variants alteration.

Furthermore, our results show that CPF induces after acute and long-term exposure cell
death through apoptosis as determined by caspases 3/7 activation and at higher concentrations
through necrosis shown by LDH release. This results were confirmed by PCR array analysis of

the main cell death pathways.

Finally, we showed that CPF induces after acute and long-term exposure an alteration
of dendritic spines at subclinic concentrations, below those that induced cell death. Evaluation
of cell death pathways and genes related to dendritic spine plasticity revealed that some of them
are altered at lower concentrations than which produce the effects observed and below the

NOAEL.

CONCLUSIONS

After acute and long-term exposure, CPF induces at low concentration a dendritic spine
density reduction and at higher concentrations induces oxidative stress mediated partially
through a7-nAChRs and P75NR altered expression and cell death on cholinergic neurons from
basal forebrain through apoptotic and necrotic mechanisms. Cell death was mediated in part
through induction of oxidative stress, overexpression of P75N™® and a7-nAChRs
downregulation. In adition, all these mechanisms mediated the observed cell death on
cholinergic neurons from basal forebrain in part though AChE variants overexpression. These
effects were initiated at lower concentration that from which they are manifest, as indicated by
transcriptional alterations of key genes. Our results, particularly those for CPF treatment,

suggest that toxicogenomic profiles provide a sensitive tool for identifying and characterizing
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thresholds of toxicity for potentially toxic compounds based upon a transcriptome-level of
insight into their mechanisms. These effects could explain cognitive alterations and
neurodegenerative diseases induced by CPF. In this regard, all the mechanisms that we reported
to induce cholinergic cell loss in basal forebrain have been described to be involved with the
induction of cognitive disorders, which supports this hypothesis. Future studies should be
developed to determine the other mechanisms implicated in these effects observed on
cholinergic neurons. These results are of interest, since they provide new information on the
mechanisms that mediate dendritic spine density alteration and cell death induced by CPF, and
because they lead to a better understanding of some effects related to CPF toxicity and highlight
the need for a new NOAEL and lowest observed adverse effect level (LOAEL) and a new risk

assessment of this pesticide.
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RESUMEN

Clorpirifés (CPF) es uno de los insecticidas organofosforados (OP) mas utilizados en
aplicaciones agricolas y residenciales (Figura 1). EI CPF es capaz de causar alteraciones de
desarrollo, inmunoldgicas, y efectos neurotoxicos. Por otra parte, la exposicion ocupacional a
los OP se ha relacionado, en estudios epidemioldgicos en humanos, con déficits neurologicos
y neuroconductuales, incluyendo alteraciones de la cognicion. En este sentido, el CPF se ha
demostrado que produce en ratas tras la administracion aguda y repetida, déficits de aprendizaje
similares a los inducidos en la enfermedad de Alzheimer (AD). Sin embargo, los mecanismos

completos a través del cual el CPF induce estas alteraciones cognitivas son desconocidos.

c
[l
/\o/g\o S |

Figura 1. Estructura quimica del clorpirifés (C9H11CI3NO3PS).

En este sentido, el sistema colinérgico, principalmente las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal, estd implicado en la regulacion de los procesos de aprendizaje y de
memoria, y el deterioro de la transmisién colinérgica o una pérdida de las neuronas colinérgicas
de esta region podria inducir estos efectos. A este respecto, se ha descrito que el CPF puede
afectar a la transmision colinérgica, y alterar las variantes la colinesterasa (AChE), que se han
demostrado estar relacionadas con la pérdida de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal.
Ademas, se ha descrito que el CPF produce estrés oxidativo, que ha sido también relacionado
con la induccion de déficits cognitivos, cambios en la expresion de las variantes de la AChE y
de la muerte neuronal. Ademas, se ha demostrado que la expresion de los receptores P75N™R y

a7-NAChR se altera en el prosencéfalo basal de ratas tras la exposicion a largo plazo al CPF y

-15 -



esta condicion se ha relacionado con la induccion de estrés oxidativo, la pérdida de neuronas
colinérgicas y la alteracion de los procesos de aprendizaje y memoria en otras regiones del
cerebro. Por otra parte, también se ha demostrado que las espinas dendriticas estan implicadas
en la regulacion de los procesos de aprendizaje y memoria y su disrupcion podria también
contribuir a la alteracion de estos procesos. A este respecto, se ha descrito que el CPF altera la
densidad de las espinas dendriticas en la corteza prefrontal y el hipocampo tras la exposicion
aguda y repetida a dosis subclinicas, respectivamente, por lo que su alteracion en las neuronas

colinérgicas del prosencéfalo basal también podria mediar estos trastornos cognitivos.

Basandose en estos datos, nuestra hipotesis es que el CPF a concentraciones subclinicas
podria inducir una alteracion de las espinas dendriticas en las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal y concentraciones clinicas inducir la muerte celular de estas neuronas, a
través de la alteracion de la transmision colinérgica, o a través de la induccién de estrés
oxidativo producido por la alteracion en el expresion de los receptores P75N™R y a7-nAChR,
gue puede mediar su efecto sobre estas neuronas alterando las variantes de la AChE, dando

como resultado los desérdenes cognitivos descritos.

MATERIAL Y METODOS

Para probar nuestra hipdtesis, se estudid en neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo
basal, los efectos toxicos del CPF tras 24 h y de 14 dias de exposicion sobre la densidad de las
espinas dendriticas, la induccion de muerte celular y las vias de expresion génica que median
estos efectos en esta region y los mecanismos colinérgicos relacionados. También se evaluaron

los efectos del CPF tras 24 h y de 14 dias de exposicion en la expresion de P75N™R y a7-nAChR
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y su implicacion en la induccion de estrés oxidativo, la pérdida de neuronas colinérgicas y la
alteracion de las variantes de la AChE.

Utilizamos las células SN56, que es una linea celular colinérgica de neuroblastoma
murino derivado de neuronas septales como modelo de neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal para evaluar los efectos toxicos del CPF en este tipo especifico de neuronas y los
mecanismos mediante los que se inducen estos efectos. Para determinar la densidad de las
espinas dendritica, el contenido celular de la acetilcolina (ACh), de malondialdehido (MDA),
de lactato deshidrogenasa (LDH) y de peroxido de hidrdgeno (H20>), la actividad de la AChE
y de la acetilcolina transferasa (ChAT), la expresion de las variantes de la AChE, de los
transportadores de colina de alta afinidad (CHT), y vesicular de acetilcolina (VAChT), de los
principales genes reguladores de las vias de muerte celular (PCR Array Cell Death Pathway
Finder Pad referencia PAMM-212Z7) y de la plasticidad de las espinas dendriticas (PSD95,
NMDAR1, SPNy SYP) y de los receptores a7-nAChR y P75NTR y |os efectos del silenciamiento
de a7-NAChR, ChAT y AChE o de la sobreexpresion de p75N™R sobre la viabilidad celular y del
silenciamiento de o7-nAChR y la sobreexpresion de p75N™ sobre la induccion de estrés
oxidativo, las células SN56 se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 10° células
/ pocillo. Las células fueron tratadas durante 24 h o durante 14 dias con CPF a concentraciones
entre 0,01 uM a 70 uM y entre 0,01 uM a 40 pM, respectivamente, con o sin N-acetil cisteina
(NAC; 1 mM). Se usaron al menos 3 réplicas por pocillo/ tratamiento. Un grupo tratado con

vehiculo se utiliz6 en paralelo para cada experimento como un grupo de control.

En la literatura, las concentraciones de 10-100 uM de clorpirifés se han utilizado
habitualmente para estudiar la toxicidad de este compuesto especialmente las alteraciones
cognitivas. Ademas, diferentes estudios han mostrado que la concentracion de plasma

sanguineo de CPF alcanzadas en voluntarios humanos fueron similares a 0,1 pM, aunque se ha
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descrito recientemente que la concentracion plasmaticas de CPF en humanos podria estar
alrededor de 0,015 pM, alcanzando concentraciones cerebrales de alrededor de 0,01 puM
(Arnold et al., 2015). Por otra parte, se ha descrito que las concentraciones molares asociados
con las dosis de CPF in vivo utilizados en los experimentos de comportamiento de 2,5 a 25,0
mg/kg/dia varia entre aproximadamente 7,0 y 8,0 a 70,0 y 80,0 uM respectivamente. El nivel
sin efecto adverso observado (NOAEL) para el CPF es de 0,1 mg/kg de peso corporal por dia,
que estaria conforme a lo descrito alrededor de la concentracion de 0.3 uM en los tejidos. Con
forme a todo lo descrito anteriormente, las dosis utilizadas son relevantes para el estudio de los
trastornos cognitivos. Por otra parte, se opto por la concentracion de CPF 30 uM para estudiar
los mecanismos de necrosis y apoptosis, porque fue la concentracion mas baja observada que
indujo la muerte celular tras la exposicion aguda al CPF. La figura 2 muestra el protocolo y el

disefio experimental utilizado en esta investigacion.

Tratadas con CPF o
DMEM como control

v

24 h 0 14 dias
T ansﬁecc‘
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Figura 2. Representacion esquematica del disefio experimental de la investigacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestra investigacion muestra que el CPF altero la transmision colinérgica e indujo la
inhibicién de la AChE y aumento la expresion de CHT aunque en este caso solo después de la
exposicion a largo plazo, lo que sugiere que los niveles de acetilcolina alteracion podria estar
mediada por estas acciones. Por otra parte, el CPF indujo, tras la exposicion aguda y a largo
plazo, la muerte celular en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal y este efecto fue
independiente de la inhibicion de la AChE o de la alteracion de la concentracion de la
acetilcolina, pero fue parcialmente mediada por la alteracion de las variantes de la AChE.

Por otra parte, mostramos que el CPF altero la expresion de P75N™R y a7-nAChR, indujo
la formacion de especies reactivas de oxigeno que condujeron a la generacion de estrés
oxidativo, como muestra la induccion de la peroxidacion lipidica. La induccion de estrés
oxidativo fue mediada en parte por la alteracion de P75N™R y a7-nAChR. Ademas, la generacion
de estrés oxidativo y la alteracion de P75N™R y a7-nAChR por CPF mediaron en parte la
disminucion de la viabilidad de células y este efecto fue mediado parcialmente a través de la

alteracion de las variantes de la AChE.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que el CPF indujo muerte celular tras la
exposicion aguda y a largo plazo, a través de la apoptosis lo cual fue determinado por la
activacion de las caspasas 3/7 y a mayores concentraciones a través de la necrosis mostrado
por la liberacion de LDH. Este resultado se confirm6 mediante el analisis de la expresion génica

de los principales genes que regulan las principales vias de la muerte celular.

Por altimo, hemos demostrado que el CPF induce, tras la exposicion aguda y a largo plazo, una

alteracion de las espinas dendriticas a concentraciones que suclinicas e inferiores a las que se
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induce la muerte celular. La evaluacion de las vias de muerte celular y de los genes relacionados
con la plasticidad de la espinas dendritica reveld que algunos de ellos estan alterados a
concentraciones mas bajas que las que produce los efectos observados y por debajo de la

NOAEL.

CONCLUSIONES

Después de la exposicion aguda y de largo plazo, el CPF induce a concentraciones
subclinicas una reduccién de la densidad de la espina dendritica, y a concentraciones clinicas
induce estrés oxidativo mediado parcialmente a través de la alteracion de la expresion de az-
nAChR y P75NTR y muerte celular de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, a través
de mecanismos de apoptosis y necrosis. La muerte celular es mediada en parte a través de la
induccion de estrés oxidativo, la sobreexpresion de P75N™R y la represion de a7-nAChR.
Ademas, todos estos mecanismos median la muerte celular observada en las neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal, en parte, a través de la alteracion de las variantes de la
AChE. Estos efectos se inician a concentracion mas baja que aquellas a partir de las cuales los
efectos son evidentes, como se indica por las alteraciones de la transcripcion de los genes clave.
Nuestros resultados, sugieren que los perfiles toxicogendmicos proporcionan una herramienta
sensible para la identificacion y caracterizacion de los umbrales de toxicidad para los
compuestos potencialmente toxicos. Estos efectos podrian explicar las alteraciones cognitivas
inducidas por el CPF. En este sentido, todos los mecanismos que hemos mostrado que producen
pérdida de células colinérgica en el prosencéfalo basal se han descrito que estan involucrados
en la induccion de trastornos cognitivos, lo cual apoya esta hipotesis. Estudios futuros deben
ser desarrollados para determinar los otros mecanismos implicados en estos efectos observados

en las neuronas colinérgicas. Estos resultados son de interés, ya que proporcionan nueva
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informacién sobre los mecanismos que median la alteracion de la densidad de las espinas
dendriticas y la muerte celular inducida por el CPF, y porque conducen a una mejor
comprension de algunos de los efectos relacionados con la toxicidad del CPF y ponen de relieve
la necesidad de determinar un nuevo NOAEL y una nueva evaluacién de los riesgos de este

biocida.
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1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

Los biocidas suponen un riesgo creciente para la salud de los animales y las personas
expuestas a los mismos, existiendo una especial preocupacion sobre su posible participacion en
la induccidn de enfermedades neurodegenerativas tanto en los animales como en el hombre. En
este sentido, se ha descrito que los plaguicidas organofosforados, de los cuales el mas usado es
el clorpirifés (CPF), inducen trastornos cognitivos, tanto tras la administracion aguda como
repetida, similares a los inducidos en la enfermedad de Alzheimer (EA). Sin embargo, los

mecanismos mediante los cuales se inducen estos efectos son desconocidos.

En este sentido, el sistema colinérgico, principalmente las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal, estad implicado en la regulacién de los procesos de aprendizaje y memoria,
y una alteracién de la transmision colinérgica o una pérdida de estas neuronas colinérgicas
podria inducir estos efectos. A este respecto, se ha descrito que el CPF puede afectar a la
transmision colinérgica, y alterar las variantes de la colinesterasa (AChE) en otras regiones
cerebrales, las cuales se ha demostrado que estan relacionadas con la pérdida de neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal. Ademas, se ha descrito que el CPF produce estrés oxidativo
en otras regiones cerebrales, que se ha relacionado con la induccion de déficits cognitivos,
cambios en la expresion de las variantes de la AChE y muerte neuronal. También, se ha
demostrado que la expresion de los receptores P75N™R y a7-nAChR esta alterada en el
prosencefalobasal de ratas tras la exposicion a CPF a largo plazo y esta alteracion se ha
relacionado con la induccion de estrés oxidativo, la pérdida de neuronas colinérgicas, y la
interrupcion de los procesos de aprendizaje y memoria. Por otra parte, también se ha
demostrado que las espinas dendriticas participan en la regulacion de los procesos de

aprendizaje y memoria y su disrupcion también podria contribuir a la alteracion de dichos
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procesos. En este sentido, se ha descrito que el CPF altera la densidad de las espinas dendriticas
en la corteza prefrontal y el hipocampo tras la exposicion aguda y a largo plazo a dosis
subclinicas, respectivamente, por lo que su perturbacion en las neuronas colinérgicas del

prosencéfalo basal también podria mediar estos trastornos cognitivos.

Segun estos datos, hipotetizamos que el CPF podria inducir a concentraciones subclincas
una alteracion de las espinas dendriticas en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, y
a concentraciones clinicas, ademas de esta alteracion, la muerte de las mismas, a través de la
alteracion de la transmision colinérgica, o através de la induccion de estrés oxidativo producido
por la alteracion de la expresion de los receptores P75N™ y a7-nAChR, la cual podria mediar
su accion sobre estas neuronas a través de la alteracion de las variantes de la AChE, dando lugar
a las alteraciones cognitivas descritas. Por otra parte, también hipotetizamos que las alteraciones
en la densidad de las espinas dendriticas o de la viabilidad celular se podrian iniciar a
concentraciones subclinicas antes de que sean evidentes siendo necesaria una revision del

NOAEL y LOAEL de este boicida.

Para probar esta hipdtesis, nuestro objetivo fue evaluar en neuronas colinérgicas SN56
del prosencéfalo basal, los efectos del CPF, desde concentraciones subclinicas, tras 24 h 'y 14
dias de exposicion sobre:
1- La densidad de las espinas dendriticas y la induccién de muerte neuronal, asi como las vias
de expresion genica que median estos efectos.
2- La trasmision colinérgica y los mecanismos implicados en su regulancion, asi como la
posible participacion sobre la vibilidad celular de estas neuronas.
3- La expresion de P75N™R y a7-nAChR 'y su implicacion en la induccion de estrés oxidativo, la

pérdida de neuronas colinérgicas y la alteracion de las variantes de la AChE.
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4- Analisis de las implicaciones legales de los resultados obtenidos en relacién con la

evaluacion del riesgo del compuesto.

El interés de este trabajo se centra en aportar nuevos datos sobre la neurotoxicidad
inducida por el CPF, que permiten una nueva comprension de los mecanismos que contribuyen
a los efectos nocivos del CPF sobre la funcién y viabilidad neuronal, y la posible relevancia del
CPF en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas. La evaluacion del perfil
toxicogenomico de las vias de muerte celular y la plasticidad de la espina dendritica, reveld que
algunos de estos genes estan alterados a concentraciones mas bajas de aquellas a las que
producen muerte celular o alteracion de las espinas dendriticas y por debajo del Nivel sin efecto
adverso observable (NOAEL), lo que pone de relieve la necesidad de la determinacion de un
nuevo NOAEL Yy nivel minimo con efecto adverso observable (LOAEL), asi como una nueva
evaluacion del riesgo de este biocida. El presente estudio sugiere que los perfiles
toxicogendmicos proporcionan una herramienta mas sensible para identificar y caracterizar los
umbrales de toxicidad para los compuestos potencialmente toxicos basados en los nivel de

transcripcion de genes clave.
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2. INTRODUCCION

El gran desarrollo econdmico y social que ha tenido lugar en el mundo a partir de
mediados del siglo XIX ha implicado la necesidad de mejorar los sistemas de produccién y
suministro de alimentos. El desarrollo agricola y pecuario demanda un incremento en la
produccion con el objetivo de obtener mayores ganancias y satisfacer, al mismo tiempo, los

requerimientos nutricionales necesarios de la poblacion.

El 90% de la poblacion depende, para su abastecimiento, de alimentos de tan s6lo 15
tipos de cultivos vegetales y 7 especies de animales. A pesar de todos los esfuerzos realizados,
las plagas destruyen anualmente cerca del 35% de las cosechas en todo el mundo. Incluso una
vez recogidas, los insectos, los microorganismos, los roedores y las aves infligen una pérdida
adicional de entre un 10 y un 20%, con lo que las pérdidas oscilan entre un 40 y un 50%. Muchas
zonas del mundo se enfrentan a una grave escasez de alimentos por lo que el control de las

plagas es imprescindible para conseguir una optimizacién del rendimiento.

Los biocidas han sido disefiados para matar una gran variedad de organismos Vivos
indeseables para el hombre. Esta clase de productos se ha utilizado en todo el mundo para la
proteccion de cultivos y en la salud publica para el control de enfermedades transmitidas por

vectores u hospedadores intermediarios.

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), un pesticida o plaguicida es
“cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias, de cardcter organico o inorganico, que esta
destinada a combatir, matar, repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de algunos

seres vivos considerados como plaga tales como insectos, acaros, roedores y otras especies
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indeseables de plantas y animales que son perjudiciales para el hombre o que interfieren de
cualquier otra forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o
comercializacion de alimentos, produccion de alimentos, productos agricolas, madera y
productos de madera o alimentos para animales, incluyendo también aquellos que pueden
administrarse a los animales para combatir insectos aracnidos u otras plagas en o sobre sus

cuerpos”.

El término plaguicida esta ampliamente difundido y es muy dificil erradicarlo del uso
habitual de la sociedad, pero actualmente se tiende a denominar estos productos bajo dos formas
mas correctas, biocidas y productos de proteccion de plantas (PPP) o fitosanitarios. Los biocidas
son plaguicidas de uso no agricola, es decir, son las sustancias o0 mezcla de sustancias destinados
a matar por medios quimicos o bioldgicos, organismos vivos. Los plaguicidas que se utilizan
para eliminar plagas en agricultura y que no pertenecen al grupo de biocidas son los Ilamados

productos de proteccion de plantas o fitosanitarios.

En relacién con los plaguicidas, se ha afirmado que ningun otro grupo de productos
conocidos por su toxicidad son utilizados tan ampliamente. EI mercado global de pesticidas
experimentara un crecimiento sostenido hasta el afio 2016, para alcanzar los 59.000 millones

de délares en ventas.

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que cada afio se producen en el mundo
alrededor de un millén de intoxicaciones agudas por exposicion a plaguicidas, con una letalidad
entre el 0,4 y el 1,9%. Por otra parte, la exposicion mantenida a dosis bajas de plaguicidas se
ha relacionado con una variedad de trastornos a medio y largo plazo, incluyendo diferentes

tipos de cancer, alteraciones de la reproduccion y alteraciones del sistema nervioso, entre otros.
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Debido a su alta actividad bioldgica y en algunos casos a su persistencia en el habitat, el
uso de plaguicidas puede causar efectos adversos a la salud humana y al medio ambiente, de
ahi que haya surgido la necesidad de desarrollar compuestos que presenten accion selectiva y
por tanto una menor toxicidad, sobre todo para mamiferos y aves. Esto ha llevado al desarrollo
de moléculas como el clorpirifds, que es un pesticida organosforado, cuyo estudio es el objetivo

de la presente tesis.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los organofosforados (OFs) son comunmente utilizados como pesticidas en la
agricultura, la industria y para uso domestico en todo el mundo. Ademas, estos productos
quimicos se utilizan como parasiticidas en la medicina veterinaria. Estos productos quimicos
producen su toxicidad a través de la inhibicion de la enzima de la acetilcolinesterasa (AChE).
Algunos de los OFs con mayor potencial de inhibicion de la AChE también se utilizan como
agentes nerviosos 0 gases nerviosos en la guerra quimica. Esencialmente, todos los OFs son
ésteres de acido fosforico con diferentes combinaciones de oxigeno, carbono, azufre y/o
nitrégeno unido. La estructura general de los compuestos organofosforados se muestran en la
Figura 1. Los OFs del tipo fosforotioatos (como bromofos, diazinon, fentidn y el paration)
poseen poca 0 hinguna actividad anticolinesterasica y requieren de desulfuracién para pasar a
la forma oxon analoga antes de adquirir efectos anticolinesterasicos. Dado que muchos
compuestos de esta familia son extremadamente toxicos y carecen de selectividad para las
distintas especies, su uso inadvertido/accidental sigue constituyendo una amenaza para el medio
ambiente, la salud humana y animal, la vida silvestre y los sistemas acuéaticos (Gupta &

Milatovic, 2012).

X

H
N

Figura 1. Estructura quimica general de los organosfosforados
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3.1.CLORPIRIFOS

El clorpirifés (CPF) es un compuesto oganofosforado que se encuentra entre los 3
plaguicidas méas usados a nivel mundial, pese a haber sido introducido en el mercado en 1965.
El CPF ha sido ampliamente utilizado en todo el mundo como insecticida en la agricultura para
el control de plagas en los cultivos, en el hogar para el control de plagas de insectos (por
ejemplo, cucarachas, pulgas y termitas) y como un componente en collares para mascotas contra
garrapatas y pulgas, en la granja para el control de garrapatas en el ganado, en la salud publica
para el control de mosquitos, y también para reducir el dafio de los insectos al césped en los
jardines y campos de golf. El uso doméstico de clorpirifds fue eliminado en Estados Unidos en
2001, y esté siendo evaluada su eliminacion para uso residencial en la Union Europea (UE). En
2006, Dow AgroSciences, el principal fabricante de clorpirifés en los Estados Unidos y la
Unién Europea, inicié una fase de eliminacién progresiva a nivel mundial de los usos no
agricolas del clorpirifés. EI CPF continua siendo utilizado para controlar dafios de los insectos
a los cultivos en todo el mundo. Aunque el clorpirifds esta registrado para su uso en docenas
de cultivos diferentes; mas del 60% del uso de clorpirifés en Estados Unidos se encuentra en 3
cultivos, maiz (39%), frutos secos (15%) y la soja (9%). El uso de CPF en arboles frutales
supone un 10% del uso total. Hoy en dia, los usos no agricolas representan menos del 3% del
total, y se limitan al control de mosquitos para fines de salud pablica y el control de insectos en
campos de golf. Sin embargo, se puede continuar registrando y fabricando fuera de los Estados

Unidos y la Unidn Europea para uso domestico (ATSDR, 1997).

El clorpirifés, O,O-dietil O-3,5,6 -tricloro-2-piridil fosforotioato (Figura 2), se
presenta como cristales solidos cuyo color oscila entre incoloro y blanco amarillento. El
compuesto tiene un leve olor similar a mercaptanos, y es sélo ligeramente soluble en agua, pero

es soluble en la mayoria de disolventes organicos. EI CPF esta presente como ingrediente activo
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en una variedad de formulaciones y sistemas de administracion. En la Tabla 1 se recogen las

principales caracteristica fisicoquimicas y otros datos del CPF.
C
S
lFl’

Figura 2. Estructura quimica del clopirifos (COH11CI3NO3PS).

Tabla 1. Principales propiedades fisico-quimicas del clorpirifos(JMPR, 1999).

Nombre genérico:

Clorpirifos
Nombre quimico: O, O- dietil O- 3,5,6- tricloro- 2 - piridil
fosforotioato
Férmula empirica: CoH1:CIsNO3PS
Peso molecular: 350,57
Punto de fusién: 41-42 °C
Forma fisica: Cristales solidos
Color: Cristales incoloros a blancos amarillento
Coeficiente particion octanol : agua 482
o1 or -
Solubilidad en agua a 20 °C: 0,7 mg/L
o1 - or -
Solubilidad en agua a 25 °C: 2,0 mg/L
Solubilidad en isooctano: 79% plp
Solubilidad en metanol: 43% plp
H 0
Densidad a 43.5°C 1.398 g/cm3
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3.2. MECANISMO DE ACCION

El principal mecanismo de accion de los efectos toxicos de clorpirifds se relaciona con
la capacidad del metabolito oxon del clorpirifés para unirse e inhibir irreversiblemente la
acetilcolinesterasa (AChE) en los tejidos diana. El grupo fosfato (P=0) del clorpirifos fosforila
al hidroxilo de la serina de la AChE, impidiendo que la misma actle sobre su sustrato
fisioldgico (Figura 3). La union entre el fosforo y la enzima es mucho mas fuerte y estable que
la que se establece entre el carbono del acetato de la acetilcolina y la enzima, lo cual determina
que la desfosforilacion, o sea la recuperacion de la enzima, se realice a una velocidad
sumamente lenta, lo que practicamente equivale a una inhibicion de caracter irreversible. Una
vez que la enzima ha envejecido, es decir, que ha perdido uno de los grupos alquilo, la
inhibicidn es de caracter irreversible, por lo que la actividad se recupera Unicamente por sintesis

de nueva enzima (Costa, 2006).

El sistema nervioso es la principal diana del CPF porque la AChE cataboliza el
neurotransmisor acetilcolina, terminando asi su funcion sinéptica. La inhibicion enzimatica
origina el acimulo de la acetilcolina en los sitios en los que ésta se libera fisiolégicamente,
tanto en el SNC como en las terminaciones nerviosas periféricas. Pudiendo producir, por lo
tanto, la estimulacién de los receptores muscarinicos en los érganos efectores vegetativos; la
estimulacion, seguida de depresion o paralisis, de todos los ganglios vegetativos y de la
musculatura esquelética por activacion nicotinica, y la estimulacion con depresion ocasional
posterior de receptores colinérgicos centrales. La inhibicion de esta enzima es también la
responsable del efecto farmacoldgico del clorpirifés en el control de artrépodos, sumado al

hecho que éstos presentan una capacidad muy baja para eliminar a los OF (Fukuto, 1990).
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Figura 3. Interaccion de la acetilcolina y el organofosforado clorpirifés-oxon con el sitio activo

de la acetilcolinesterasa.

El clorpirifés también inhibe la butirilcolinesterasa (BuChE), lo cual a pesar de que no
genera signos clinicos de relevancia, es sumamente importante ya que los valores de actividad
de esta enzima son de utilidad para valorar la exposicion a compuestos organofosforados y
carbamatos (Costa, 2006). Hay evidencia sustancial que demuestra que la actividad enzimatica
de la BUChE plasmatica es sustancialmente mas sensible a la inhibicion por clorpirifés (Oxon)
que la AChE eritrocitaria, la cual es ampliamente reconocida como un reflejo de la actividad de
la AChE en el cerebro, la médula espinal y los nervios periféricos somaticos y el sistema
nervioso autonomo. Por lo tanto, la BUChE plasmatica podria ser utilizada como biomarcador

directo para evaluar la inhibicion de las colinesterasas por el clorpirifos-oxon.
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Una tercera esterasa, que también puede resultar inhibida por el CPF, es la esterasa de
neuropatia (NTE). Muchos compuestos pueden inhibir esta enzima, pero solo son los OFs
quienes ocasionan el envejecimiento de la misma y originan un cuadro de neuropatia periférica
retardada (OPIDP) que se presenta entre 2 a 3 semanas posteriores a la exposicion a un OF.
Tanto la fosoforilacién como el proceso de envejecimiento que originan los OFs sobre la NTE
son semejantes a los que sufre la AChE. La inhibicion de esta enzima constituye el segundo
mecanismo en importancia para explicar la toxicidad de los organofosforados y en particular

para el CPF (Costa, 2006).

Ademas de las dianas descritas, se han identificado en estudios in vitro numerosas dianas
moleculares potenciales para el clorpirifés, incluyendo la citotoxicidad, efectos sobre la sintesis
de macromoléculas (ADN, ARN, proteinas), las interacciones con los receptores de
neurotransmisores, las interacciones con las vias de transduccion de sefiales, los efectos sobre
la diferenciacion neuronal, las interacciones con diversas enzimas, otros efectos neuroquimicos
(por ejemplo, alteracion de la liberacion de neurotransmisores o de la recaptacién), y otros
efectos (por ejemplo, estrés oxidativo, efectos sobre los microtabulos etc). Para la gran mayoria
de estos mecanismos, los efectos no se ven en concentraciones inferiores a las necesarias para
provocar una inhibicién significativa de AChE, y por lo tanto la proteccion contra la inhibicion
de la colinesterasa también podria proteger contra estos efectos. Sin embargo, se han
identificado algunas dianas para el clorpirifos en las que puede causar efectos a concentraciones
inferiores a las necesarias para inhibir la actividad de la AChE (Eaton et al., 2008).

En este sentido, la enzima serina hidrolasa KIAA1363, que parece ser importante en una
red de sefializacion que implica al factor de activacion de plaquetas, y es altamente expresada

en celulas cancerigenas. La actividad de la KIAA1363 es inhibida por el clorpirifés-oxon a
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concentraciones nanomolares inferiores a las concentraciones que causan la inhibicion de la
AChE. Un segundo ejemplo es la fosforilacion del factor de elementos de respuesta a AMPc
(CREB) en las neuronas corticales de rata, la cual se ha descrito que ocurre a concentraciones
extremadamente bajas. Se ha descrito que el tratamiento in vitro de neuronas corticales de rata
con clorpirifés-oxon induce un aumento de la fosforilacién de CREB tres veces por encima de
lo normal a concentraciones méas de 1.000 veces inferiores a las necesarias para provocar la
inhibicién de la colinesterasa. CREB desempefia un papel importante en la regulacion de la
expresion de genes, especialmente genes cuyos productos median la plasticidad sinéptica, que
se correlaciona con los procesos de aprendizaje y memoria. También se ha descrito que el TCP,
uno de los principlaes matabolitos del CPF, aumenta la fosforilacion de CREB in vitro, aunque
es mucho menos potente que el clorpirifés-oxon. El clorpirifds oxon es 1000 veces mas potente
que el clorpirifés, lo que sugiere un mecanismo de accion similar a la inhibicion de la
colinesterasa. La importancia funcional de dicho aumento en CREB fosforilado (0CREB) es
desconocida, y los autores sugieren que puede representar una respuesta neuroprotectora sutil
al estrés metabolico, aunque sélo se ha observado en las neuronas en cultivo. Hasta la fecha, no
se han realizado estudios in vivo que hayan demostrado alteraciones en la fosforilacién de
CREB en el tejido nervioso, a dosis inferiores a las que causan la inhibicion de la BuChE

plasmatica (Eaton et al., 2008).

Ademas, otros estudios in vitro han observado efectos del clorpirifés sobre el
crecimiento neuronal en cultivos de tejidos a concentraciones que no causan inhibicion
significativa de la AChE. En un estudio en cultivo de neuronas simpéticas disociadas de los
ganglios cervicales superiores de ratas de entre el dia gestacional (DG) 20 al dia posnatal (DPN)
1, tanto el clorpirifos (0,1-1 nM) como el clorpirifés-oxon (0,001 nM) disminuyeron la longitud

axonal, pero no el nimero de los axones, mientras que el TCP no presento efectos. Estos
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resultados se observaron a concentraciones mil veces menores que las concentraciones
necesarias para inhibir la actividad de AChE. Otro estudio con neuronas sensoriales
embrionarias derivadas de los ganglios de la raiz dorsal, encontré que tanto el clorpirifés como
el clorpirifés-oxon disminuyeron la longitud axonal sin afectar a otros parametros de
crecimiento celular o la actividad enzimatica de la AChE. Los autores concluyeron que a bajas
concentraciones de clorpirifés (1 nM) y de clorpirifés-oxon (0,01 nM) se inhibe el crecimiento
axonal al interferir con la morfogénia en lugar de la actividad enzimatica de la AChE. En
conjunto, estos estudios son de interés ya que sugieren un nuevo mecanismo por el cual el
clorpirifés y clorpirifés-oxon pueden interferir con el crecimiento axonal a concentraciones
sustancialmente menores a aquellas necesarias para inhibir la actividad enzimatica de la AChE.
AUn no se ha examinado si tales efectos sobre el crecimiento axonal se producen in vivo a baja
dosis de exposicion, pero de producirse podria afectar a la sinaptogénesis en el cerebro en

desarrollo (Eaton et al., 2008).

3.3. METABOLISMO

El CPF es metabolicamente activado por desulfuracion oxidativa al clorpirifés oxon,
siendo el metabolito el que produce los efectos neurotoxicos (Sultatos & Murphy, 1983b;
Chambers & Chambers, 1989). EI CPF se metaboliza ampliamente en aves, animales
mamiferos y en humanos (JMPR, 1999). Se han realizado diversos estudios sobre el
metabolismo del CPF en varias especies, incluyendo humanos, cabras, gallinas, cerdos, ratas, y
vacas. En todas las especies, el CPF oxon fue rdpidamente metabolizado formandose diversos
metabolitos, entre los cuales estan el 3,5,6-tricloro-2-piridilfosfato (5-80%), y el 3,5,6-tricloro-
2-piridinol (TCP; 15-20%) (Figura 4) (Sultatos & Murphy, 1983a, 1983b; Sultatos et al., 1984,

1985; Costa et al., 1990), aunque el oxon es altamente reactivo y también puede ser inactivado
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mediante la unién a las carboxilesterasas en los tejidos o en el plasma (Chambers, 1992;
Chambers & Carr, 1993). La bioactivacion se produce principalmente en el higado, y la
inactivacion se lleva a cabo en gran medida en el higado y plasma. Sin embargo, los valores de
dosis letal 50 (DLso) en rata no se correlacionan con las tasas de desulfuracion en el higado,
pero si se correlacionan con las tasas mucho mas bajas de la activacion en el cerebro, lo que
sugiere gque la biotransformacion local del CPF en los tejidos diana puede ser un determinante
importante de la neurotoxicidad (Chambers, 1992). Las principales vias metabolicas del

clopirifos en animales se resumen en la Figura 4 (JMPR, 1999).

Las aves y los mamiferos absorben facilmente el CPF por el tracto gastrointestinal y
a través de la piel debido a su lipofilia. Lo excretan rapidamente, alrededor del 80% por la orina
y del 4-15% por las heces. Al cabo de unos 30 dias se observan niveles bajos de residuos en
todos los tejidos y no hay indicios de bioacumulacion. Los niveles maximos de residuos
observados han sido en el rifion y el higado y los menores en la grasa y musculos. El tejido
adiposo es el que tarda mas tiempo en eliminar los residuos (JMPR, 1999). En las personas
intoxicadas con clorpirifds se detectd su presencia en plasma a una concentracion mas baja que
la de los metabolitos, que se excretan principalmente en la orina. Los metabolitos dietil
fosforados son excretados en la orina con una cinética de primer orden y con una vida media
de eliminacion promedio de 6,1 £ 2,2 h en la fase més répida y 80 £+ 26 h en la més lenta
(Drevenkar et al., 1993). En un estudio realizado en varones voluntarios que recibieron
clorpirifés a una dosis oral de 0,5 mg/kg de peso corporal y 1 mes después una dosis dérmica
de 5 mg/kg de peso corporal, se observo que el tiempo para alcanzar la concentracion maxima
de TCP en sangre fue de 0,5 h tras la dosificacion oral, y 22 h después del tratamiento dérmico.

La vida media de eliminacion, independientemente de la via de administracion, fue de 27 h. El
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porcentaje de la dosis administrada que se recuperé en la orina fue del 70% tras la dosificacion

oral y del 1,3% después de la administracion por via cutanea (Nolan et al., 1982, 1984).

La toxicidad moderada de clorpirifés en muchas especies de mamiferos (McCollister
et al., 1974) se ha atribuido a la desintoxicacién hidrolitica del oxon por A-esterasas tales como
paraoxonasa, que es mas activa hacia el clorpirifds oxon que al paraoxon (Sultatos et al., 1984,
1985 ; Costa et al., 1990; Li et al., 1993). Como resultado de esta escision hidrolitica del
clorpirifos oxon a productos que son mucho mas solubles en agua que el compuesto de partida,
este insecticida se elimina relativamente rapidamente en peces, ratas y seres humanos y se
considera que tiene un bajo potencial de acumulacion tras exposicion repetida a dosis
relativamente bajas (Eto, 1979; Nolan et al., 1984; Sunaga et al., 1989; Barron et al., 1991).
Una demostracién directa del efecto desintoxicante de la paraoxonasa se ha proporcionado al
mostrar que la inhibicion de la acetilcolinesterasa cerebral en ratas tras el tratamiento con
clorpirifés oxon se reduce notablemente mediante el tratamiento previo con la enzima

purificada (Costa et al., 1990).

Por otra parte, los niveles séricos de actividad de la clorpirifés oxonasa son 40 veces
mayor en el conejo que en la rata (Furlong et al., 1989), lo cual esta de acuerdo con el valor de
la DLso de clorpirifos, sustancialmente mayor en el conejo (2000 mg/kg, por via oral en aceite
de maiz) en comparacién con la rata (118-245 mg/kg, por via oral en aceite de maiz)
(McCollister et al., 1974). Los valores de DLs relativamente bajos (15 mg/kg en glicerol o 50
mg/kg en capsulas de gelatina por via oral) (Capodicasa et al., 1991; Rowe et al., 1978) descritos
para el clorpirifés en gallinas podrian reflejar niveles extremadamente bajos de A-esterasas
sericas (Brealy et al., 1980; Costa et al., 1990). Los seres humanos parecen estar situados hacia
el extremo superior del espectro de desintoxicacion con un valor medio para la actividad

clorpirifés oxonasa serica aproximadamente 10 veces mayor que en la rata (Furlong et al.,
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1989). Aunque no se ha demostrado que las clorpirifés oxonasa humanas presenten un claro
polimorfismo genético, como se ha demostrado para la paraoxonasa, se ha encontrado una
variacion de 13 veces en la actividad de la clorpirifés oxonasa en el suero humano. Faltan datos
que justifiquen la variacion individual correspondiente en la susceptibilidad de los humanos a

la toxicidad del clorpirifos (Furlong et al., 1988, 1989, 1993; Costa et al., 1990; Li et al., 1993).

Los inhibidores especificos de A-esterasas no han sido identificados, pero estas
enzimas parecen tener una cisteina en el centro activo (Aldridge & Reiner, 1972; Aldridge,
1993) y pueden ser inhibidas in vitro por compuestos mercuriales o en menor medida por el
fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) (Sultatos & Murphy, 1983a). La actividad de la
clorpirifés oxonasa también se inhibe in vitro a concentraciones altas de algunos disolventes
organicos (Furlong et al., 1989). En vista de la importancia de las A-esterasas en la
desintoxicacion de clorpirifés, es razonable esperar que la inhibicion de estas enzimas in vivo

pudiera potenciar la toxicidad de este insecticida.
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Figura 4. Metabolismo del clopirifos en animales y en el hombre.
3.4.NEUROTOXICIDAD
3.4.1. Neurotoxicidad general de los organofosforados

Sindrome colinérgico agudo

Los insecticidas OFs tienen alta toxicidad aguda, con valores de DLsg oral en rata a menudo

por debajo de 50 mg/kg, aunque para algunos compuestos (por ejemplo, malation) la toxicidad

es mucho menor, debido a la desintoxicacion eficaz. Las dianas primarias de los OFs son las

colinesterasas (BUChE y AChE), cuyo papel fisiolégico es hidrolizar la acetilcolina, un

neurotransmisor importante en los sistemas nerviosos central y periférico. La acetilcolina
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transmite informacion a través los receptores nicotinicos y muscarinicos, tanto en las divisiones
simpatica y parasimpatica del sistema nervioso periférico, como de los nervios motores
somaticos a las fibras del mdsculo esquelético. La inhibicién de las colinesterasas por los OFs
provoca la acumulacion de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas, lo que resulta en la sobre-
estimulacion de los receptores colinérgicos. Como estos receptores estan localizados en la
mayoria de los o6rganos del cuerpo, se produce el "sindrome colinérgico”, que incluye un
aumento de la sudoracién y salivacion, secrecion bronquial profunda, broncoconstriccion,
miosis, aumento de la motilidad gastrointestinal, diarrea, temblores musculares, y diversos
efectos sobre el sistema nervioso central. Cuando se produce la muerte, se cree que esta es
debida a la insuficiencia respiratoria causada por la inhibicidn de los centros respiratorios del
troncoencéfalo, broncoconstriccion y secrecion bronquial muy elevada, y por paralisis flacida

de los musculos respiratorios (Eaton et al., 2008).

A nivel molecular, los OFs fosforilan un grupo hidroxilo en la serina del centro activo
inhibiendo de esta manera la enzima, impidiendo asi su accion sobre el sustrato fisioldgico.
Posterioremnete, la AChE fosforilada se hidroliza por el agua a un ritmo muy lento, pero la
hidrolisis puede ser facilitada por ciertos productos quimicos (oximas) que se utilizan en el
tratamiento de la intoxicacion por OFs. Sin embargo, las oximas son ineficaces en la
reactivacion de la AChE fosforilada una vez que el complejo enzima-inhibidor esta
"envejecido". El envejecimiento consiste en la pérdida (por hidrélisis no enzimética) de uno de
los dos grupos alquilo. Cuando la AChE fosforilada ha envejecido, la enzima es inhibida
irreversiblemente, y el Unico medio de restaurar su actividad es a traves de la sintesis de nueva
enzima, un proceso que puede tardar dias. La atropina, un antagonista muscarinico, es el
antidoto principal para la intoxicacion con OFs; mediante el bloqueo de los receptores

muscarinicos, que impide la accion de la acumulacion de acetilcolina en estos receptores. Como
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se ha dicho, las oximas, tal como pralidoxima, también se utilizan en la terapia de la
intoxicacion con los OF, y en algunos casos también se utiliza el diazepam para aliviar la

ansiedad o antagonizar las convulsiones (Eaton et al., 2008).

Sindrome Intermedio

Ademas del sindrome colinérgico agudo, los OFs también pueden causar el sindrome
intermedio, que se observa en el 20-50% de los casos de intoxicacion aguda por OFs. El
sindrome se desarrolla en un par de dias después del envenenamiento, durante la recuperacion
de las manifestaciones colinérgicas, o en algunos casos, cuando los pacientes estan
completamente recuperados de la crisis colinérgica inicial. Las caracteristicas predominantes
del sindrome intermedio son una marcada debilidad de las vias respiratorias, el cuello, y los
musculos proximales de las extremidades. El sindrome intermedio no es un efecto directo de la
inhibicién de la AChE, y sus mecanismos subyacentes precisos son desconocidos. Un
mecanismo plausible de la debilidad muscular es que se produzca por la induccion de dafios
reparables en las uniones neuromusculares por la estimulacion excesiva de la misma durante la
fase de toxicidad colinérgica, de manera que el sindrome intermedio representa una miopatia

reversible (Eaton et al., 2008).

Neuropatia periférica retardada.

Un tercer sindrome neurotoxico asociado con la exposicion a ciertos OFs es la

neuropatia periferica, conocida como polineuropatia retardada inducida por pesticidas OFs

(OPIDP). La neuropatia periférica ocurre mas comunmente después de un episodio previo de

toxicidad colinérgica aguda y del sindrome intermedio; sin embargo, sigue siendo posible que
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la neuropatia pueda desarrollarse en ausencia de toxicidad colinérgica, ya que los mecanismos
subyacentes de estos fendmenos no estan relacionados con la inhibicion de la AChE pero si con
la degeneracion de fibras nerviosas que produce los signos clinicos de neuropatia. Los OFs con
alta potencia aguda pueden inducir una toxicidad colinérgica tan grave que induzcan la muerte
sin que transcurra el tiempo suficiente para que se desarrolle la neuropatia periférica. Sin
embargo, si la toxicidad colinérgica se trata eficazmente, permitiendo asi que el animal o ser
humano pueda sobrevivir a la misma, permite de ese modo que la neuropatia periférica aparezca
semanas mas tarde. De las especies de laboratorio que desarrollan la neuropatia axonal tras
exposiciones individuales o maltiples a plaguicidas organofosforados, la gallina ha sido objeto
de maés estudios experimentales. Estos estudios han identificado una proteina neuronal, la NTE,
como diana molecular importante de los plaguicidas OFs, que también esta presente en otros
tejidos no nerviosos, incluyendo los linfocitos. La inhibicién de la NTE en los linfocitos
inducida por clorpirifés se correlaciona con el nivel de inhibicion de la NTE en los nervios
periféricos (Osterloh et al., 1983). Los estudios con gallinas y otras especies demuestran que la
neuropatia clinica se desarrolla en gallinas si se inhibe en el tejido nervioso mas del 50-90%
(en funcion del compuesto) de la actividad enzimatica de la NTE tras unas horas de exposicion
(Johnson, 1990; Lotti, 1991). Se requieren grados similares de inhibicion neuronal de la NTE
para inducir neuropatia después de exposiciones individuales o repetidas a pequefias dosis de
OFs, que prolongan la inhibicion de la NTE a un grado suficiente para provocar dafios en los
nervios. Si bien la relacién entre la inhibicion neuronal de la NTE y la aparicion posterior de la
neuropatia es fuerte, no se ha podido demostrar de manera inequivoca una clara relacion causa-
efecto. Para cualquier pesticida OF dado, el grado de inhibicion de la enzima NTE se
correlaciona con la gravedad de la neuropatia resultante. La neuropatia por OFs puede ser
bloqueada por el tratamiento previo con agentes (carbamatos, sulfonatos, y fosfinatos) que

inhiben la NTE, pero tienen poca o ninguna capacidad para inducir la neuropatia, aunque los
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mismos agentes pueden potenciar la actividad inductora de neuropatia de los OFs (fosfatos,
fosfonatos, fosforoamidatos). Otros estudios experimentales con animales muestran que el
carbamato y el fosfinato, promotores de la neuropatia axonal inducida por OFs, magnifican
también otras axonopatias toxicas y traumaticas, lo que sugiere que estos inhibidores de laNTE

deterioran algun mecanismo implicado en la homeostasis axonal (Lotti, 2000).

La exposicion sistémica a OFs neuropaticos resulta en una distribucion simétrica de
dafo en los nervios, siendo las fibras nerviosas de didmetro méas grande y las mas largas, las
primeras en someterse a la degeneracion distal. El estudio neuropatoldgico de la neuropatia
periférica en los seres humanos y animales de laboratorio revela la presencia de degeneracion
axonal retrograda distal, de las fibras nerviosas alargadas en las vias de la columna vertebral,
asi como de los nervios de las extremidades, un patron conocido como axonopatia distal del
sistema nervioso central-sistema nerviosos periférico (SNC-SNP) (Cavanagh, 1963; Spencer &
Schaumburg, 1976). Las vias motoras que parten de la corteza frontal, de la médula espinal y
de la médula espinal a los musculos de las extremidades, se ven muy afectadas. Las neuronas
sensoriales primarias que constituyen axones en las espinas dorsales de la columna vertebral y
los nervios periféricos también estan involucrados. El cuadro clinico resultante de neuropatia
periférica estd dominado por una distribucién simétrica distal de debilidad motora, con alguna
participacion de la funcidn sensorial y autondémica periférica. El aspecto clinico de la neuropatia
en los adultos aparece caracteristicamente un par de semanas después de una sola exposicion
elevada y avanza por un periodo de tiempo antes de estabilizarse y recuperarse en mayor o
menor medida. La neuropatia periférica también puede aparecer en el contexto de la exposicion
cronica a plaguicidas organofosforados. Después de que la exposicion cese, la recuperacion de
la fuerza y la funcidn sensorial esta asociada con la regeneracion de los axones periféricos de

los Organos diana. Los axones centrales, piramidales y dorsales de la médula no pueden
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regenerarse, lo que resulta en la aparicion paraddjica durante la recuperacion de la neuropatia
severa de la espasticidad de las extremidades inferiores. La disfuncion sensorial y autonémica
residual puede persistir durante afios después del cese de la exposicion. Se ha descrito que los
nifios son resistentes y se recuperan rapidamente de la neuropatia periférica inducida por el

fosfato de tricresilo OF (Senanayake, 1981).

3.4.2. Neurotoxicidad general del Clorpirifos

Toxicidad aguda colinérgica

Se realizd un estudio clinico controlado en hombres y mujeres sanos (18-55 afios) sobre los
efectos a corto plazo del tratamiento con una dosis oral unica de clorpirifos (99,8% de pureza)
para determinar el NOAEL basado en la inhibicion de la AChE eritrocitaria (Kisicki et al.,
1999). El estudio siguié un disefio doble ciego, aleatorizado, controlado, utilizando placebo y
dosis crecientes de CPF y fue realizado en dos fases separadas por 14 dias. La Fase 1 incluyé 6
hombres y 6 mujeres asignados al azar a cada uno de los tres grupos que recibieron clorpirifos
en dosis de 0,5 y 1 mg/kgo vehiculo. La Fase 2 emple6 6 hombres y 6 mujeres voluntarios
asignados aleatoriamente a cada uno los grupos que recibieron las dosis de clorpirifés de 0,00
mg/kg (placebo) o 2,0 mg/kg. Los datos clinicos estudiados incluyeron la determinacion de
signos y sintomas de toxicidad, signos vitales, electrocardiograma, datos clinicos de laboratorio,
y la determinacion de la actividad enzimatica de la AChE eritrocitaria. Las muestras de sangre
se recogieron 10 h antes del tratamiento, en el momento del tratamiento y a las 2, 4, 8, 12, 24,
36, 48, 72, 96, 120, 144, y 168 h después del tratamiento con clorpirifés. La orina total fue
recogida en 4 periodos de tiempo (-48 h a 0 h) antes de la dosificacion con clorpirifds y en 15
periodos de tiempo después (0-168 h) del tratamiento con clorpirifés. No hubo evidencia de

signos o sintomas de toxicidad relacionados con el clorpirifés en ninguna de las fases del
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estudio. Las comparaciones entre los grupos no revelaron diferencias estadisticamente
significativas sobre la actividad de la AChE eritrocitaria (sobre la base de que es necesaria una
disminucion minima del 17,3% para identificar una depresion estadistica de la actividad; Gallo
& Lawryk, 1991). Una de las mujeres que recibié 2.0 mg/kg de peso corporal de clorpirifds
mostré una disminucién del 28% a las 12 h después del tratamiento, y una cierta recuperacion
a las 36 horas y 48 horas después del tratamiento. Los autores del estudio concluyeron que una
dosis Unica de 1 mg/kg de peso corporal de clorpirifds es el NOAEL para la inhibicion de AChE

eritrocitaria, siendo la dosis umbral 2,0 mg/kg por via oral.

Ademas, se realizd un estudio farmacocinético del clorpirifos (99,8% de pureza) con 6
hombres caucésicos sanos de 27-50 afios de edad (Nolan et al., 1984). El sujeto piloto recibio
una dosis oral Gnica de 0,5 mg/kg de clorpirifés, y 1 mes mas tarde, una dosis Unica de 0,5
mg/kg de CPF en cloruro de metileno por via dérmica, seguido, 2 semanas mas tarde, por una
segunda dosis dérmica de 0,5 mg/kg de CPF en dipropilenglicol metil éter (DPGME). Menos
del 5% de cualquiera de las dosis dérmicas del CPF fue absorbido. Otros sujetos recibieron una
dosis oral de 0,5 mg/kg y 4 semanas mas tarde una dosis dérmica de 5,0 mg/kg de clorpirifos
en DPGME. No se observaron signos o sintomas de toxicidad en ninguno de los sujetos. La
actividad de la colinesterasa plasmatica en el sujeto piloto fue inhibida en un 29% respecto a
los niveles previos a la administraciéon y los otros sujetos sufrieron una inhibicion del 15%
respecto a los niveles previos. No se describié ningin cambio en los niveles de colinesterasa
eritrocitaria, aunque es evidente una posible inhibicion moderada de la actividad enzimatica a
partir de los datos proporcionados.

Tambien, se realiz6 un estudio clinico controlado en un establecimiento penitenciario de
Nueva York sobre los efectos a corto plazo del tratamiento oral con dosis repetidas de
clorpirifés (99,5% de pureza) en 16 varones adultos sanos voluntarios (Coulston et al., 1972).

Los individuos recibieron dosis diarias orales (un nimero no especificado) de 0,10 mg/kg (9

-48 -



dias), 0,03 mg/kg (20 dias), 0,014 mg/kg (28 dias), o 0,00 mg/kg (48 dias de placebo) de
clorpirifés administrados en el desayuno. Se obtuvieron, de cada voluntario, muestras de sangre
heparinizada dos veces por semana para la determinacion de la actividad de la colinesterasa en
plasma y eritrocitos. Se obtuvieron muestras de sangre adicionales semanalmente para
determinaciones hematologicas y de bioquimica séricas de rutina, cuyos resultados fueron
normales. No se observd una reduccion significativa de la actividad enzimatica de la
colinesterasa (micro moles de acetato/min/ml) en los hombres tratados con 0.014 mg/kg-dia
durante 28 dias. Sin embargo, en los dias 13, 16, 23 y 27, todos los sujetos estudiados tenian
actividades enzimaticas que eran un 10-20% mas bajas que sus valores individuales basales
medios. Se observo que los hombres que recibieron dosis diarias de 0,03 mg/kg-dia durante 21
dias presentaban una inhibicion de la BUChE plasmatica del 13% con respecto a los controles
y del 30% con respecto a los niveles basales, y 2 de los 4 sujetos mostraron una reduccion del
30-50% en 20 dias. Las personas que recibieron 0,10 mg/kg/dia de clorpirifds presentaron una
inhibicién de la BuChE plasmatica del 66% de los valores basales a los 9 dias. Tomados en
conjunto, estos datos sugieren una relacion dosis-tiempo-respuesta, con algunas variaciones
entre individuos, en los que ocurren grandes reducciones en la actividad plasmatica de la
BuChE en periodos relativamente cortos (<10 dias) a dosis de 0,1 mg/kg-dia, y con reducciones
mas pequefias durante periodos mas largos (> 10 dias) con dosis ~ 10% mas pequefias. Por lo
tanto, el umbral de efecto para la inhibicion de BuChE plasmatica en los hombres adultos con
una breve exposicién prolongada diaria oral a clorpirifds es probable que se encuentre en/o por
debajo de 0,01 mg/kg-dia. Lo cual es tres veces menor que el nivel (0,03 mg/kg-dia) propuesto
por los autores del estudios. Los datos sobre la recuperacion de la actividad de la colinesterasa
plasméatica en los sujetos del estudio mostraron una relacion inversa entre la tasa de
recuperacion y la dosis de clorpirifos. Para la actividad de la AChE eritrocitaria (micromoles

de acetato/min/ml), no se observaron cambios de importancia toxicologica durante las fases de

-49-



tratamiento o de recuperacion. Del mismo modo, no se describieron manifestaciones clinicas
excepto para el sujeto 3 (0,10 mg/kg-dia de clorpirifds), que se quejo en el dia 10 del "goteo
nasal, vision borrosa y sensacion de desmayo" y que, después del tratamiento para el resfriado,

era asintomatico al final del dia.

La Tabla 2 resume los estudios disponibles en humanos y un estudio a largo plazo en el
mono rhesus (Coulston, 1971). Las conclusiones son: (a) La actividad enzimatica de plasma
BuChE es mas sensible que la actividad enzimatica de AChE de eritrocitos y (b) la dosis umbral
para la exposicion oral repetida es de 1-2 6rdenes de magnitud (de 20 a 50 veces) menor que la

dosis umbral para una sola exposicion oral.

Tabla 2. Estudios controlados en primates: Dosis Unica y dosis repetida (Eaton et al., 2008)

Dosis Umbral
Especie pureza tratamiento  tipo AChE BuChE Clorpirifos
en sangre
Humano o. 05,1y2 dosis i )
adulto 99,80% mg/kg po Unica 2 mglkg
Humano g4 g4, 0-5mglkg  dosis ND 05mghky <30 ng/ml
adulto-varén po Unica
HUmano g4 g4, 2,0 malkg  dosis ND NC <30 ng/ml
adulto-varon dermica Unica
Humano 0.014,0.03 dosis
adulto-varén 99,50% y 0.1 diaria 0.1 mg/kg 0.01 mg/kg -
mg/kg po
Mono dosis -
Rhesus ~ 9950% 008 04Y  iariag 5008 mgikg DCPrimidaa i
2 mg/kg po todas las dosis
adulto meses

ND: No Detectado. NC: No cuantificable. -: No estudiado.
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Sensibilidad edad-dependiente de la toxicidad colinérgica aguda.

Varios investigadores han demostrado que los animales jovenes son mas susceptibles que los
adultos a la toxicidad aguda inducida por clorpirifos (Pope et al., 1991b; Whitney et al., 1995;
Moser et al., 1996; Zheng et al., 2000). Por ejemplo, se describio que la DLso del clorpirifos en
ratas recién nacidas [PND 7] es 10 veces menor que en los animales adultos (Zheng et al., 2000).
La dosis maxima tolerada (DMT) de clorpirifos se estimé en 15 mg/kg en ratas de 10 dias de
edad, en comparacién con 100 mg/kg en ratas adultas (Moser & Padilla, 1998). Del mismo
modo, Pope y Chakraborti (1992) describieron valores de DMT para el clorpirifés de 45 mg/kg
en ratas de 7 dias de edad, y de 279 mg kg en ratas adultas (ratio = 6,2). Vidair (2004) mostré
gue en casi todas las comparaciones entre las ratas jovenes y adultas, los animales jovenes son
mas sensibles que los adultos. Por el contrario, las diferencias relacionadas con la edad son
mucho menos pronunciadas (o incluso inexistentes) en el caso de exposiciones repetidas a

clorpirifés (Pope & Chakraborti, 1992).

La sensibilidad a la inhibicién de la AChE cerebral por clorpirifés-oxon es similar en
ratas neonatas (DPN 4) que en adultas, con valores de concentracion inhibitoria 50 (Clso) de
5,2y 4,6 nM, respectivamente (Mortensen et al., 1996, 1998). Del mismo modo, Atterberry et
al. (1997) describieron que el clorpirifés-oxon inhibe la AChE cerebral con una Clsg de 3,7 y
3,8nMenratas el DPN 1y DPN 80, respectivamente. Esto indica que las diferencias intrinsecas
en la AChE cerebral muestran las diferencias relacionadas con la edad observada en la
susceptibilidad a la toxicidad aguda por clorpirifés. Un estudio reciente (Kousba et al., 2007)
describid que la constante de inhibicion (Ki) para la inhibicion por clorpirifés-oxon de la AChE
en homogenizados cerebrales era cinco veces mayor el DPN 5 que el PND 17 en ratas, lo que

implica una diferencia relacionada con la edad en la sensibilidad a la AChE. Sin embargo, este
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resultado puede ser debido a una contribucion diferencial de factores extrinsecos (Padilla et al.,
2000; Kousba et al., 2007). Por ejemplo, en el cerebro se describié que la Clso de la AChE
cerebral de ratones salvajes es de 4 nM; sin embargo, de 0,7 nM en el tejido cerebral de los
ratones que carecen de KIAA1363, una hidrolasa de serina que se une al clorpirifés-oxon con

afinidad relativamente alta (Nomura et al., 2006).

Tambien se considera que las capacidades de desintoxicacion diferencial, debido en gran
parte a diferencias en la expresion de la paraoxonasa en animales jovenes en comparacion con
los adultos, es el principal determinante de la susceptibilidad dependiente de la edad a la

toxicidad colinérgica aguda de clorpirifos (Eaton et al., 2008).

Neuropatia periférica con o sin Sindrome intermedio

Los plaguicidas OFs son mucho mejores inhibidores de la AChE que de la NTE. Lotti
(2000) ha propuesto un método para comparar las propiedades inhibidoras enzimaticas de una
serie de compuestos OFs por la relacion DLso/dosis de neuropatia en la gallina, cuando ésta
ultima representa la dosis requerida para inducir la debilidad de las extremidades posteriores.
Cuando la relaciéon DLso/dosis de neuropatia es> 1, el OF induce la neuropatia a dosis que no
causan toxicidad colinérgica fatal en el 50% de los animales tratados con dosis Unicas. A la
inversa, una proporcion <1 describe compuestos que inducen la neuropatia pero sélo si el
animal se trata con medicamentos (atropina, oximas) para reducir la toxicidad colinérgica de
otro modo fatal. El clorpirifds, como otros pesticidas comerciales, tiene una relacion DLso/dosis
de neuropatia <0,1. Por lo tanto, la toxicidad colinérgica es el factor limitante para el desarrollo

de la neuropatia por clorpirifés en las gallinas. Los pesticidas OFs (incluyendo el clorpirifos),
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por tanto, sélo causan neuropatia periférica con dosis que inevitablemente provocan toxicidad

colinérgica fatal (Lotti & Moretto, 2005).

Las "reglas” establecidas en las gallinas parecen también poder ser aplicadas en los seres
humanos, a pesar de un caso descrito en un hombre con alta exposicion oral a clorpirifés que
sugiere que la induccion de la neuropatia clinica podria estar asociada con un menor grado de
inhibicidn de la actividad de la enzima NTE humana en relacion con la gallina (Lotti et al.,
1986). Como se predijo a partir de estudios en gallinas, las exposiciones agudas a clorpirifos en
seres humanos adultos que producen toxicidad colinérgica que requieren tratamiento con

atropina y oxima han participado en la aparicion de neuropatia motora.

Varios estudios han tratado de establecer una relacién entre la exposicion a clorpirifos,
los cambios en la actividad de enzimas especificas en la sangre, especialmente de la AChE
eritrocitaria y la BuChE plasmatica, y la aparicion del metabolito TCP de clorpirifos en la orina
como un indicador de la exposicion. Lotti (2000) establecid que los metabolitos urinarios tienen
poco valor aparte de probar la exposicion a OFs, y que la inhibicion de la BUChE plasmaética
no tiene ningun significado neurotdxico y no debe ser utilizada para establecer el NOAEL. Los
estudios controlados en seres humanos adultos tratados con dosis orales pequefias o dérmicas
Unicas o repetidas de clorpirifés muestran que la actividad de la BUChE plasmatica declina en
ausencia de cambios en la actividad de la AChE eritrocitaria (Coulston et al., 1972; Nolan et
al., 1984); no se han encontrado estudios comparables que examinen los cambios en la actividad
de laenzima NTE. En un estudio controlado en los operadores de control de plagas de Australia,
realizado por Dyer y colaboradores (Dyer et al., 2001) se encontr6 que los controladores

australianos tuvieron valores similares para la actividad de la AChE eritrocitaria pero valores
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diferentes para las actividades enzimaticas de la NTE linfocitaria (~ 50% inferior) y AChE

plasmatica (23% inferior).

Los informes de casos de exposicion aguda a clorpirifés no proporcionan ninguna
informacién adicional sobre la susceptibilidad diferencial de las BuChg, AChE y NTE. Un
estudio prospectivo de 1 afio en adultos que participan en la fabricacion de clorpirifés demostro
una depresion media modesta de la actividad enziméatica BuChE plasmatica y una ausencia de
neuropatia periférica u otro deterioro clinico. La exposicion cronica de los trabajadores a una
dosis de clorpirifos suficiente para inducir depresion leve de la actividad de la BuChE fracasé
a la hora de inducir evidencia manifiesta o subclinica de la neuropatia sensorial 0 motora
(Albers et al., 2004). El dafio axonal, parece poco probable que ocurra en los adultos expuestos
a clorpirifos a dosis insuficiente para inhibir la actividad enzimatica de la AChE eritrocitaria o
de la BUChE plasmatica, la enzima mas sensible. Nolan y colaboradores (1984) han propuesto
que la BUChE plasmatica es un indicador sensible de la exposicion a clorpirifés. En resumen,
la exposicién sistémica a clorpirifds puede inducir una neuropatia motora o sensoriomotora
autolimitada y en gran parte reversible en humanos adultos expuestos de forma aguda a niveles
que inducen toxicidad colinérgica. Mientras que la neuropatia periférica, por lo general, no se
produce sin depresion previa de la actividad de la AChE eritrocitaria, aunque no es posible

descartar un dafio nervioso menor, subclinico, en la ausencia de toxicidad colinérgica.

Por otra parte, ademas de la conocida neuropatia periférica inducida por OFs, se ha
descrito parélisis bilateral retardada de cuerdas vocales reversible, de inicio posterior a la
exposicion oral Unica a clorpirifos y el tratamiento de la toxicidad colinérgica aguda (Aiuto et
al., 1993; de Silva et al., 1994). Uno de los casos, un nifio de 3 afio con niveles de BUChE

plasmatica normales a los 3 dias de exposicion al clorpirifés y del tratamiento de la toxicidad
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colinérgica, mostro arreflexia y la paralisis de las cuerdas vocales durante los dias de
hospitalizacion 11-18. El segundo caso, un hombre de 21 afios de edad, desarrollo paralisis
laringea recurrente 28 dias después de la exposicion al clorpirifés y la manifestacion de
toxicidad colinérgica grave que desencadeno un sindrome intermedio (paralisis de los musculos
proximales de las extremidades, los flexores del cuello, los nervios craneales motores, y los
musculos respiratorios). Se cree que estos efectos pueden surgir de una actividad colinérgica
excesiva en las uniones sinapticas durante la fase de la toxicidad colinérgica. Los efectos
clinicos de esta miopatia generalmente aparecen 1-4 dias después de la toxicidad colinérgica
severa inducida por OFs, y pueden retrasarse hasta 15 dias, y por lo general se recuperan en el
plazo de 2 semanas (Lotti, 2000). El sindrome intermedio es mecanicamente distinto tanto de
la toxicidad colinérgica aguda como de la neuropatia periférica retardada inducida por OFs. De
hecho, en el caso del hombre intoxicado con clorpirifos que desarrollé sindrome intermedio, se
describié que la funcion de los nervios craneales eran normales antes del desarrollo de la
paralisis laringea recurrente. Cabe destacar que, tanto en el hombre y en el nifio con esta
condicion, los estudios electrofisioldgicos y clinicos revelaron la paralisis de las cuerdas

vocales sin evidencia de neuropatia simétrica distal.

Efectos cognitivos por exposicion cronica al clorpirifos

La exposicion ocupacional a organofosforados en general y al clorpirifés en particular
se ha correlacionado en estudios epidemioldgicos en humanos con déficits neurolégicos y
neuroconductuales incluyendo alteraciones de las funciones cognitivas (Hernandez et al., 2015;
Rohlman et al., 2011). En este sentido, se ha demostrado que el CPF produce déficits de
aprendizaje en ratas similares a los inducidos en la enfermedad de Alzheimer (EA) tras la

administracion aguda y repetida (Lopez-Granero et al., 2013b; Middlemore-Risher et al., 2010;
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Moser et al., 2005). Sin embargo, los mecanismos completos a través de los cuales el CPF

induce estas alteraciones cognitivas son desconocidos.

Las neuronas colinérgicas y sus proyecciones estan ampliamente distribuidos en todo el
sistema nervioso central (CNS), con un papel esencial en la regulacién de muchas funciones
vitales, tales como el aprendizaje, la memoria, la organizacion cortical del movimiento y el
control de flujo sanguineo cerebral (Mesulam et al., 2002). La toxicidad del CPF se inicia
tipicamente por la inhibicién de la acetilcolinesterasa (Rush et al., 2010), con la consiguiente
alteracion de la neurotransmision colinérgica, que podria conducir a las alteraciones cognitivas
descritas. Sin embargo, los estudios de exposicion ocupacional en humanos no logran encontrar
una correlacién significativa entre la actividad de la colinesterasa en la sangre y los déficit
neuro-conductuales observados (Hernandez et al., 2015; Rohlman et al., 2011). Por otra parte,
se ha sugerido que los OFs podrian conducir a deficiencias en el transporte axonal y la dindmica
mitocondrial (Middlemore-Risher et al., 2010; Terry et al., 2007; Terry et al., 2003) similares
a los que se ha propuesto que estan involucrados en la patogénesis de la EA (Baltazar et al.,
2014). Por otra parte, Lopez-Granero et al. (2013b) describieron que la exposicion alimentaria
cronica en ratas produce trastornos cognitivos y emocionales relacionados con cambios en las

variantes de la AChE.

Por otro lado, la region del prosencéfalo basal es una de las regiones colinérgicas
centrales mas importantes (Voytko, 1996), donde las neuronas colinérgicas proyectan sus
axones a lo largo de la formacion del hipocampo y el neocértex regulando los procesos de
aprendizaje y memoria (Everitt & Robbins 1997; Ward & Hagg 2000). La degeneracion de las
neuronas colinérgicas septo-hipocampales, como sucede en la EA y otras enfermedades

neurodegenerativas, provoca déficits de memoria atribuibles a la pérdida de la modulacion
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colinérgica de los circuitos sinapticos del hipocampo (Scheiderer et al., 2006). De hecho, la
gravedad de déficit de memoria esta fuertemente correlacionada con el grado de pérdida de
células colinérgicas (Bierer et al., 1995). Por lo tanto, la alteracion de la transmision colinérgica
o0 pérdida neuronal colinérgica en esta region podria estar relacionada con el deterioro de las
funciones cognitivas inducidas por el CPF entre otras acciones (Andersson et al., 1997). En este
sentido, se ha descrito que el CPF induce muerte celular neuronal tanto in vitro como in vivo
por apoptosis y necrosis (Caughlan et al., 2004; Geter et al., 2008; Ki et al., 2013; Lee et al.,
2012; Terry et al., 2003; Kammon et al., 2010; Nasr et al., 2016). Ademas, se ha descrito que
el CPF incrementa la expresion génica de las variantes AChE-R y AChE-S tras 48 h de
exposicion en células PC12 (Jameson et al., 2007). Se ha atribuido un papel neuroprotector a la
variante AChE-R en el declive neuronal dependiente de envejecimiento, asi como en patologias
neurodegenerativas tales como la EA (Berson et al., 2008). Ademas, la sobreexpresion de la
variante AChE-S se ha relacionado con la intensificacion del deterioro neuroldgico (Birikh et
al., 2003), la apoptosis y necrosis en funcién del nivel de sobrexpresion (Greenberg et al., 2010;
Toiber et al., 2009; Del Pino et al., 2014), y la muerte celular de neuronas colinérgicas de la
region cerebral basal anterior (Del Pino et al. 2014; Del Pino et al 2015a). En este sentido, la
pérdida selectiva de la forma tetramérica de la AChE como se observa después de la exposicion
a CPF (Lopez-Granero et al., 2013b) se ha relacionado con trastornos neurodegenerativos, tales
como la EA (Saez-Valero et al., 1999). De acuerdo con todo lo anterior, los trastornos
cognitivos podrian estar mediados por la induccién de la pérdida neuronal colinérgica en el

prosencefalo basal través de la alteracion de la expresion de las variantes de la AChE.

Sin embargo, otros mecanismos parecen estar implicados en estos efectos. En este

sentido, los déficits cognitivos descritos tras la exposicion a CPF han sido también relacionados

con la induccion de estrés oxidativo y el tratamiento antioxidante mejora estos deficits (Ambali
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et al., 2010; Lopez-Granero et al., 2013a). Ademas, se ha descrito que el estrés oxidativo puede
inducir la muerte celular en las neuronas colinérgicas septales (Traver et al., 2005), asi como
cambios en la expresion de las variantes de la AChE (Bond et al., 2006). Se ha descrito que el
CPF puede inducir estrés oxidativo debido a un aumento de la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO), el agotamiento de las defensas antioxidantes, y la disminucién de la
expresion de las enzimas antioxidantes mediadas por alteracion del regulador maestro de las
rutas de estrés oxidativo NRF2/HO-1 (Chiapella et al., 2013). Ademas, se ha descrito que tras
14 dias de exposicion a dosis bajas de CPF se produce la alteracion de la expresion de los
receptores del factor de crecimiento nervioso P75 (P75N™R) y los receptores de acetilcolina az-
nicotinicos (a7-NAChR), en el prosencéfalo basal de ratas (Terry et al., 2007). Ambos
receptores, que se expresan principalmente en las neuronas colinérgicas del basal (Azam et al.,
2003; Pioro & Cuello, 1990), estan involucrados en el mantenimiento de la viabilidad celular,
asi como de los procesos de aprendizaje y memoria y la defensa contra el estrés oxidativo
(Hernandez et al., 2010; Liu & Zhao, 2004; Mi et al., 2009; Oh et al, 2000; Qi et al., 2007). Por

lo tanto, su alteracion podria producir los efectos observados.

Por otra parte, se ha descrito que la reduccién en el nimero de espinas dendriticas, como
se ha observado en los trastornos neurodegenerativos como la EA, afecta principalmente a las
redes neuronales de importancia critica para el mantenimiento de la memoria y la cognicion,
tales como el sistema colinérgico delprosencéfalo basal, las regiones medias temporales, el
hipocampo, y muchas areas de asociacion neocorticales (Baloyannis, 2015), induciendo
trastornos cognitivos (Hains et al., 2015; Mandolesi et al., 2008). En este sentido, se ha descrito
que el CPF induce una alteracion en la densidad de las espinas dendriticas en la corteza
prefrontal y el hipocampo tras la exposicion aguda y a largo plazo a dosis subclinicas

respectivamente (Oostingh et al., 2009; Speed et al., 2012). Por lo tanto, una alteracion de la

- 58 -



densidad de las espinas dendriticas de las neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal podria

mediar este efecto.

Neurotoxicidad en el desarrollo por clorpirifos

La neurotoxicidad en el desarrollo relaciona alteraciones en el comportamiento,
neuroguimicas, neurohistologicas, y/o alteraciones morfoldgicas del SNC sucedidas en los
descendientes de la madres expuestas durante la gestacion y la lactancia (Lazarini et al., 2001).
Se sabe que la exposicion durante el desarrollo a plaguicidas puede interferir con el normal
desarrollo de los sistemas de neurotransmisores y ocasionar un dafio directo sobre los mismos
(Richardson et al., 2006). En este sentido se ha visto en numerosos estudios de toxicidad en el
desarrollo in vivo en ratas, y varios en ratones, que la administracion de clorpirifds a hembras
prefiadas causa alteraciones del desarrollo neurologico en la descendencia. Los efectos
comdnmente observados han sido: disminucion de receptores muscarinicos y nicotinicos,
disminucion de la actividad de la colina acetiltransferasa, y cambios en la funcion
serotoninérgica, incluyendo el aumento o disminucion de los receptores 5-HT. Los cambios
funcionales de comportamiento incluyen hiperactividad en las mujeres y un aumento de errores

de memoria (Eaton et al., 2008).

El mecanismo por el que se producen estos efectos no se conoce pero se sabe que los
neurotransmisores en el sistema nervioso inmaduro pueden actuar como factores troficos que
median procesos durante el desarrollo tales como diferenciacion y proliferacion celular.
Ademas, estudios més recientes demuestran que los neurotransmisores también pueden mediar
la direccion de migracion neuronal y el crecimiento axonal durante la formacion de circuitos

neuronales (Ruediger & Bolz, 2007). Neurotransmisores tales como catecolaminas o la
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acetilcolina aparecen en el embrion de animales vertebrados e invertebrados incluso antes de
que las neuronas se hayan diferenciado (Pendleton et al., 1998). Muchos neurotransmisores
cambian su papel funcional en el SNC durante el desarrollo. La misma molécula puede ser
crucial para la diferenciacion, crecimiento neuronal y el establecimiento de las redes neuronales
en el SNC inmaduro, mientras que en el SNC maduro cambia su funcién hacia un papel
modulador de la comunicacion sinaptica entre neuronas (Herlenius & Lagercrantz, 2001). En
este sentido se asume que los neurotransmisores monoaminérgicos juegan un papel durante el
desarrollo, definido como “morfogenético” (Buznikov et al., 1996; Levitt et al., 1997; Nicotra
& Shatten, 1990; Nicotra & Senatori, 1989). Por lo tanto, una alteracion en los niveles de alguno
de los neurotransmisores puede modificar el desarrollo de los diferentes sistemas de

neurotransmisores (Lauder, 1985; Lakshmana & Raju, 1994).

Entre los estudios realizado se encuentran los de Chambers y colaboradores (1999, 2001,
2003, 2004, 2005 y 2007) que llevaron a cabo una serie de estudios sobre los efectos de la
exposicion al clorpirifés durante el desarrollo en ratas. Los principales resultados de estos
estudios se resumen en la Tabla 3. En estos estudios fueron observados cambios en los
receptores muscarinicos, sobre el transportador de colina, y la actividad locomotora. En todos
los estudios, las dosis de clorpirifos utilizadas provocaron una inhibicién significativa de la

AChE del cerebro en las crias.
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Tabla 3. Estudios in vivo de neurotoxicidad en el desarrollotras tratamiento con clorpirifés en r

(Eaton et al., 2008).

Tratamiento

Efecto

AChE en cerebro

3, 5, 7 mg/kg-dia po en am con
"waffer" de vainilla (DG 6-20)

Disminucion de ChAT el
DPN 12 (dosis mas alta)

26-45% disminucién el
DPN1

3, 7. mg/kg po en am con "waffer"
de vainilla (DG 6-20)

Disminucién de RM (18-
27%) los DPN 1-6 (dosis
mayor). Disminucién de
ChAT (11%) el DPN 12
(dosis mayor).

Disminucién del 15-30%
el DPN1

100, 150, 200 mg/kg sc en am a
madres gestantes el DPN1

ND (el objetivo del estudio
fue determinar la exposicion
de las crias por via leche
materna)

Disminucién 12-26% el
DPN 6. Disminucion 72-
83% en madres el DPN 1.

A. 3mg/kg DPN 1-21.

B. 3 mg/kg DPN 1-6 y 6 mg/kg
DPN 7-21.

C. 3 mg/kg DPN 1-5, 6 mg/kg
DPN 7-13y 12 mg/kg DPN 15-21
po en am cada dia

Disminucion de los RM

Disminucién 20-60% el
DPN 22.

A. 3mg/kg DPN 1-21.

B. 3 mg/kg DPN 1-6 y 6 mg/kg
DPN 7-21.

C. 3 mg/kg DPN 1-5, 6 mg/kg
DPN 7-13y 12 mg/kg DPN 15-21
po en am cada dia

Hipoactividad el DPN 25y
DPN 30 a dosis media y alta
(B,C)

Disminucién 26-50% el
DPN 20

A. 1,5 mg/kg DPN 1-21.

B. 1,5 mg/kg DPN 1-5, 3 mg/kg
DPN 6-13 y 6 mg/kg DPN 14-21
po en am cada dia

Disminucion RM (10-17% el
DPN 12-22 (ambas dosis).
Disminucion ChAt el DPN

30 (dosis alta). Disminucion
del transportador vesicular

de ACh el DPN 30

Disminucién 40-60% el
DPN 22

A. 1 mg/kg DPN 1-8.

B. 1 mg/kg DPN 1-5y 2 mg/kg
DPN 6-8.

C. 1,5 mg/kg DPN 1-5y 3 mg/kg
DPN 6-8 po en am

Disminuciéon RM

Disminucién 20-60% el
DPN 8

Ach, acetilcolina; RM, receptores muscarinicos; ChAT, colinacetiltransferasa; am, aceite de

maiz; ND, no determinado
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Pope y colaboradores (1993, 1995, 1999, 2000, 2001, 2002 y 2003), estudiaron la
inhibicidn de la AChE en ratas jovenes y adultas, asi como otras caracteristicas neuroquimicas
del sistema colinérgico y los efectos sobre el comportamiento por exposicion a CPF durante el
desarrollo (Tabla 4). Se observaron cambios sobre los receptores muscarinicos, la sintesis de
acetilcolina, y la adenilato ciclasa. De particular interés fue uno de los estudio en el que se
compararon los efectos de las administraciones agudas y repetidas de clorpirifds en crias (DPN
7) y ratas adultas (Zheng et al., 2000). Tras la exposicion aguda, las dosis eficaces 50 (DEso)
para la inhibicién de la AChE cerebral y plasmatica fueron 1.5-2.9 mg/kg en los recién nacidos
y 3.9-4.4 mg/kg en los adultos, con una relacion de valores de NOAEL entre los recién nacidos
y adultos de ~ 10. Este hallazgo confirma la mayor susceptibilidad de las ratas jovenes a la

toxicidad aguda del clorpirifos.

Con exposiciones repetidas (dosis diarias durante 14 dias desde el DPN 7 o en adultos),
sin embargo, las DEsp fueron 1,2-2,2 mg/kg-dia en neonatos y 0,5-3,3 mg/kg-dia en los adultos,
y las relaciones entre los valores NOAEL, basado en la inhibicién de la AChE, en los recién
nacidos Yy los adultos fueron 0,2 en eritrocitos y 2 en cerebro. Esto indica que la diferencia en
la sensibilidad parece ser menor en magnitud con exposiciones a dosis bajas repetidas. Esto se
ha atribuido a la rapida recuperacion de la actividad de la AChE tras la exposicion en los recién
nacidos (Pope et al., 1991a; Moser & Padilla, 1998; Liu et al., 1999; Ashry et al., 2002), lo cual
a su vez puede ser debido a una mayor tasa de sintesis basal de proteinas en el animal en

desarrollo (Michalek et al., 1982).
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Tabla 4. Estudios in vivo sobre la neurotoxicidad en el desarrollo del clorpirifos (Eaton et al.,

2008)

Tratamiento

Efecto

AChE en Cerebro

40 mg/kg, sc. ac. po cada
4 dias desde DPN 7

RM disminuidos (7-12%) 4—
14 dias después del altimo
tratamiento

55-60% disminucion 4 dias después
del altimo tratamiento

200 mg/kg s.c. en DG12

RM disminuidos el DG20
(16%) y el DPN3 (11%)

>40% disminucién los DG16-20;
30% disminucion el DPN 3

5, 10 mg/kg-dia (DPN 1-
7 or DPN1-14), sc. en ac.

RM disminuidos (M2) (10-
21%)

Disminucion del 40-70% los DPN
8, 15

0.15-15 mg/kg-dia (DPN
7-21). Poenac

RM y RN disminuidos a las
dosis de 7.5 y 15 mg/kg-dia el
DPN 21

Disminucién 20-90% el DPN 21

7.5, 15 mg/kg en DPN7 o
23.5, 47 mg/kg el
DPN17. PO enac

23.5, 47 mg/kg el PND17

Cambios en la liberacion de
Ach

40-80% disminucion los DPN7, 17

13.5, 45 mg/kg-dia en
DPN 7-14 scen ac

RM disminuidos los DPN 15-

19. Cambios en AC basales y

estimuladas. Sin cambios en
acumulacion de IP

$50%disminucion el DPN 14

13.5, 45 mg/kg-dia el
DPN 7-14 sc en ac

Sin efectos en la sintesis de
ACh

40-80% disminucion los DPN 15-
18

ACh, acetilcolina; AChE, acetilcolinesterasa; RM, receptores muscarinicos; RN, receptores
nicotinicos; AC, adenilato ciclasa; IP, inositol fosfato; ac, aceite de cacahuete.

Abou-Donia y colaboradores (2001, 2002, 2003, 2004 y 2006), llevaron a cabo una serie

de estudios para determinar los efectos sobre el desarrollo asociados con la exposicion prenatal

al clorpirifds en ratas. Los principales resultados se resumen en la Tabla 5 (Eaton et al., 2008).

En general, las dosis de clorpirifos utilizadas causaban una inhibicion significativa de la

actividad de la AChE. En uno de los estudios (Abou-Donia et al., 2006), no se encontraron

cambios conductuales ni histologicos el DPN 90 en ratas expuestas durante la gestacion a

clorpirifos [1 mg/kg-dia los DG 4-20]. Ademés, en el DPN 90, se observo un aumento de la

actividad de la AChE en el tronco cerebral. Sin embargo, no se proporciond informacion sobre

la actividad de la AChE en momentos anteriores.
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Tabla 5. Estudios in vivo sobre la neurotoxicidad en el desarrollo del clorpirifés (Eaton et al., 2008)

Tratamiento Efecto AChE en Cerebro
30 mg/kg, dermica, entre Disminucion (67%) en el cerebro
DG14 y 18 (administracion ND de los fetos 24h después del

Unica)

tratamiento

5.0 mg/kg entre DG11y 13, iv
(inyeccidn Unica)

No se detecto clorpirifés o TCP
en los fetos, pero se detectd un
nivel bajo de radioactividad

ND

50 mg/kg en DG18 (po en am)

Recuperacion de AChE mas
répida en fetos que en ratas
madres

~90% disminucion en fetos en
DG 19

0.1 mg/kg-dia, DG4-20,
dérmica en etanol

Sin cambios histopatoldgicos

Incremento en tronco cerebral y
cerebelo en DPN 30

0.1 mg/kg-dia, DG4-20,
dérmica en etanol

Sin efecto en RM y RN. Sin
cambios histopatologicos. Sin
efecto en GPAP.

Incremento (20%) en tronco
cerebral en DPN 60. Sin cambios
en otras areas del cerebro.

0.1 mg/kg, DG4-20, dérmica
en etanol

Disminucion de la fuerza de
agarre y el rendimiento en
plano inclinado (DPN 90).

Disminucion de células
Purkinje. Incremento de GFAP.

Incremento (~20%) en tronco
cerebral en DPN90 (hembras
solo)

RM, receptores muscarinicos; RN, receptores nicotinicos; am, aceite de maiz; iv, intravenoso; ND,
no detectado; GFAP, proteina gliofibrilar &cida

Las Tablas 6, 7 y 8 resumen los principales resultados obtenidos por Slotkin y

colaboradores (1997, 1998, 1999, 2000, 2001, 2002, 2003, 2004, 2005 y 200)) en un gran

namero de estudios que utilizaron diferentes protocolos de exposicion pre y postnatal. En todos

estos estudios el clorpirifos fue administrado por inyeccion subcutanea (sc) a crias de rata. Los

cuatro protocolos principales de exposicion fueron: (1) exposicion los DPN 1-4 a 1 mg/kg-dia

de clorpirifés; (2) exposiciéon los DPN 11-14 a 5 mg/kg-dia de clorpirifds; (3) exposicion

prenatal los DG 9-12 a 1 0 5 mg/kg-dia de clorpirifés; y (4) exposicion prenatal los DG 17-20

a 1 0 5 mg/ kg-dia de clorpirifés. Ademas, algunos estudios utilizaron protocolos ligeramente

diferentes, que involucran principalmente dosis suplementarias. Se evaluaron marcadores
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bioquimicos, moleculares y conductuales a diferentes intervalos tras el cese de la exposicion

para determinar los efectos a corto y largo plazo de la exposicion al clorpirifos.

La Tabla 6 presenta un resumen de los resultados obtenidos tras la exposicion postnatal
a 1 mg/kg-dia de clorpirifés en los dias DPN 1-4. Esta exposicion a clorpirifés se ha descrito
que provoca una serie de efectos bioquimicos, moleculares, y de comportamiento que incluyen
cambios en el contenido de ARN, en la sintesis de ADN, en los parametros neuroquimicos
relacionados con los sistemas colinérgico, serotoninérgico y noradrenérgico, en la expresion de
proteinas marcadoras gliales y de factores de crecimiento, en los sistemas de transduccion de
sefiales (adenilato ciclasa), y en varios marcadores de comportamiento. Song et al. (1997a)
midieron la actividad de la AChE en el tronco cerebral el DPN 5 (24 h después de la Gltima
administracion de clorpirifos) y el DPN 10 (6 dias después de la Gltima administracion de
clorpirifés); la actividad de la AChE se redujo en un 25% y 10%, respectivamente. Dada la
rapida recuperacion de la actividad de la AChE en ratas neonatas tras su inhibicion por
organofosforados (Pope et al., 1991a; Moser & Padilla, 1998; Liu et al., 1999; Ashry et al.,
2002), se puede prever que la inhibicion de la AChE sea ain mayor poco tiempo después de la
exposicion al clorpirifés. De hecho, en otro estudio (Dam et al., 2000), se midi6 la actividad de
la AChE alas 2 y 4 h después de la primera administracion subcutanea de 1 mg/kg de clorpirifés
el DPN 1. A las 2 h, la actividad de la AChE se redujo en ~ 75% en el tronco cerebral, ~ 60%
en el cerebro anterior, y ~ 75% en el cerebelo. La inhibicion de la AChE fue mayor en crias
machos que en hembras, y fue inferior a las 4 h que a las 2 h, lo que indica una répida
recuperacion. Por lo tanto, el protocolo de dosificacion de 1 mg/kg dia de clorpirifos los DPN
1-4 que se ha descrito que no causa ningun signo de toxicidad manifiesta o cambios en el peso
corporal (Slotkin et al., 2006), provoca una inhibicion significativa de actividad de la AChE en
el cerebro de crias de rata, que parece recuperarse algo entre las dosis diarias y/o sobre la

dosificacion repetida, de la inhibicidbn maxima que se produce horas después de la exposicion.
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Tabla 6. Efectos observados en estudios in vivo (ratas) con clorpirifés (1 mg/kg-dia en DPN
1-4) (Eaton et al., 2008)

Efecto

Cambios en ADN, niveles de proteina. Alta mortalidad a la dosis més alta (5 mg/kg)
Disminucion de adenilato ciclasa. Disminucion en la AChE

Disminucion de ARN en prosencéfalo, tronco cerebral

Disminucion de la sintesis de ADN el DPN 5. Sin efecto en proteina, ni sintesis de RNA
Disminucion de ChAT en tronco cerebral.

Disminucion de la actividad motora (solo machos). Cambios en el reflejo de enderezamiento,
geotaxis negativa (solo hembras). Disminucién en la AChE

Efectos en la transcripcién de factores Spl y AP-1

Cambios en ChAT

Disminucion en el transportador de 5-HT

Disminucion en la tasa de recambio de noradrenalina. Desensibilizacién a la nicotina
Cambios en GFAP

Sin efecto en MPB, NF68, NF200

Incremento de c-fos, sin cambios en p53

Incremento de los receptores de 5-HT

Incremento de los receptores de 5-HT

Disminucion de los receptores nicotinicos en cerebelo el DPN 10 (solo a4p2)

Cambios en AC

Cambios de comportamientos relacionados con el sistema serotoninérgico

Incremento en la tasa de recambio 5-HT

Incremento de los receptores de 5-HT y del transportador de 5-HT el DPN 60

Microarray mostré cambios en > 150 genes. No se realizé un PCR posterior de confirmacion
Disminucion de la expresion de FGF en prosencéfalo el DPN 5

Sin efecto en la expresion de las variantes de la AChE

AC, adenilato ciclasa; FCF, factor de crecimiento de fibroblastos; 5-HT, serotonina; ChAT,
colina acetiltransferasa; GFAP, proteina gliofibrilar 4cida, NF68, proteina fibrilar 68; F200,
proteina fibrilar 200; PBM, proteina mielina basica.

La Tabla 7 presenta un resumen de los efectos observados después de la exposicion al
clorpirifos los DPN 11-14 a la dosis de 5 mg/kg-dia, administrado por via subcutanea. Se han
descrito numerosos cambios bioquimicos, moleculares y de comportamiento. Song et al.
(1997b) indicaron que la actividad de AChE en el tronco cerebral se redujo en un 65% a las 24
h de la Gltima dosis de clorpirifos el DPN 14, y todavia permanecia inhibida un 25% el DPN

20, 6 dias después de la terminacion del tratamiento. Dam et al. (2000) demostraron que el

clorpirifés causd un 10% (tronco cerebral), 20% (cerebro anterior) y 25% (cerebelo) de
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inhibicién de la AChE cerebral a las 2 h y 4 h del tratamiento (el DPN 11). Estos resultados
difieren de los obtenidos en el estudio anterior, en el que la inhibicién de la AChE fue mayor
en momentos anteriores de tiempo tras la administracion de clorpirifés. Esto sugiere que las
administraciones repetidas de clorpirifés tienen un efecto “inhibitorio acumulativo™ en la
actividad de la AChE. Sin embargo, como en la exposicion anterior, la administracion de 5
mg/kg dia de clorpirifés desde el DPN 11 hasta el DPN 14 causé una inhibicion significativa
de la AChE cerebral.

Tabla 7. Efectos observados en diferentes estudios con clorpirifds in vivo (ratas) (5 mg/kg-dia en
DPN 11-14) (Eaton et al., 2008).

Disminucion de niveles de ADN y proteinas. Pérdida de peso corporal a dosis mayor (25 mg/kg)

Disminucion de la actividad de la AC en el prosencéfalo. Disminucion de la AChE
Disminucion de niveles de RNA en tronco cerebral y prosencéfalo

Disminucion de ChAT. Sin efectos en el tronco cerebral

Efectos en la transcripcion nuclear de los factores Spl y AP-1

Cambios en la actividad de ChAT

Disminucion del transportador de serotonina

Cambios en GFAP

Disminucion de la tasa de recambio de noradrenalina. Desensibilizacion a la nicotina.
Disminucion de los receptores de 5-HT

Disminucion de PBM, NF68

Disminucion de c-fos, sin cambios en p53

Disminucién del numero de células gliales en hipocampo

Cambios en los receptores de 5-HT

Disminucion de receptores nicotinicos en cerebelo, tronco cerebral y prosencéfalo los DPN 15, 20
Disminuye la actividad de la ChAT, la unidn a receptores muscarinicos M2 los DPN 15, 60.
Cambios en AC

Disminucion del nimero de neuronas y células gliales

Disminuciones de la sefial de AC

Cambios en el sistema serotoninérgico

Incremento de la tasa de recambio de 5-HT

AC, adenilato ciclasa; 5-HT, serotonina; ChAT, colina acetiltransferasa; GFAP, proteina
gliofibrilar 4cida; NF68, neurofilamento 68; PBM, proteina mielinica basica.

La Tabla 8 resume los efectos observados después de la exposicién prenatal al
clorpirifés. En la mayoria de los estudios, se utilizaron dos niveles de dosis de clorpirifés (1 o

5 mg/kg-dia) durante la primera (DG 9-12) o segunda parte (DG 17-20) de la gestacion. En
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algunos estudios también se utilizaron dosis adicionales méas altas. La exposicion prenatal
temprana al clorpirifés (1 o 5 mg/kg-dia, DG 9-12) caus6 una serie de efectos tales como
cambios en la neuroguimica colinérgica, serotoninérgica y noradrenérgica, y cambios de
comportamiento (Aldridge et al., 2003a; Meyer et al., 2003; Aldridge et al., 2004; Icenogle et
al., 2004; Qiao et al., 2004; Slotkin & Seidler, 2007). Sin embargo, no se proporciond
informacidn sobre la actividad de la AChE en el cerebro o en la sangre de las hembras o fetos
por dicha exposicion. Los investigadores, sin embargo, afirmaron que "los efectos observados
requieren dosis mas préximas al umbral para la pérdida de peso fetal; lo cual implica una menor

vulnerabilidad en el cerebro fetal en comparacion con el neonatal "(Qiao et al., 2002a).

La exposicion prenatal al clorpirifés (1 0 5 mg/kg-dia) los DG 17-20 también produjo
una serie de alteraciones bioguimicas y conductuales (Tabla 8). El clorpirifés causo en el
cerebro de los fetos el DG 21 (24 h después de la Gltima administracion de clorpirifés) una
inhibicion dosis-dependiente de la AChE cerebral (no efecto, inhibicion del 15-20%, del 40-
50%, del 60-70%, del 80% y > 80% a las dosis de 1 mg/kg-dia, 2 mg/kg-dia, 5 mg/kg-dia, 10
mg/kg-dia, 20 mg/kg-dia, y 40 mg/kg-dia respectivamente (Qiao et al., 2002b y 2002a). Por lo
tanto, la dosis de 1 mg/kg-dia parece ser el NOAEL para la inhibicion sostenida de la AChE de
cerebro fetal, no obstante teniendo en cuenta la rapida recuperacion de la AChE durante el
desarrollo del cerebro, es probable que se produzca la inhibicion transitoria en momentos
anteriores (por ejemplo, durante la exposicion o a las 2-4 h tras la ultima exposicion) (Dam et

al., 2000).
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Tabla 8. Sumario de estudios sobre los efectos en los DPN 17-20 de la exposicion prenatal

en ratas a clorpirifos (Eaton et al., 2008)

Tratamiento

Efecto

1 0 5mg/kg-dia (DG17-20)

Hiperactividad en hembras. Errores en la
memoria de trabajo.

1, 2, 5 mg/kg-dia (DG 9-12)

1,2, 5, 10, 20, 40 mg/kg-dia (DG 17-20)

Disminucion del ratio proteina/ADN.

Disminucion receptores muscarinicos M2 (desde
5 mg/kd-dia). Disminucion de la actividad de la
AChE

1-40 mg/kg-dia (GD17-20)

Cambios en GFAP (solo a las dosis de 20-40
mg/kg-dia)

1, 2, 5 mg/kg- dia (GD9-12)

1-40 mg/kg- dia (GD17-20)

Cambios en receptores de 5-HT (DG 17, 21,
todas las dosis).

Incremento en receptores de 5-HT. Incremento
de la respuesta de AC a 5-HT (todas las dosis)

1, 2,5, 10, 20, 40 mg/kg-dia (DG 17-20)

Incremento de PBM y NF68 (desde 5 mg/kg)

1, 2, 5 mg/kg- dia (DG 9-12)

Sin cambios en AC. Receptor BAR incrementado
a 2, 5 mg/kg-dia.

1, 2,5, 10, 20, 40 mg/kg-dia (DG 17-20)

Cambios en AC (desde 2 mg/kg). Receptor BAR
disminuido a 1, 2 mg/kg, no a dosis altas.

1, 5 mg/kg- dia (DG 9-12)

Incremento de la actividad de ChAT.

1, 5 mg/kg- dia (DG 9-12)

1, 5 mg/kg- dia (DG 17-20)

Incremento de los receptores de 5-HT (ambas
dosis).

Incremento de los receptores de 5-HT (desde 1
mg/kg-dia).

1, 5 mg/kg-dia (DG 9-12)

Hiperactividad. Disminucion del aprendizaje y la
memoria en laberinto de 16 brazos.

1, 5 mg/kg- dia (DG 9-12)

1, 5 mg/kg- dia (DG 17-20)

Cambios en AC (dosis mas alta).

Cambios en AC (ambas dosis).

1, 5 mg/kg-dia (DG 9-12)
1, 5 mg/kg-dia (DG 17-20)

Incremento de la tasa de recambio de 5-HT y
dopamina (ambas dosis).

5-HT, serotonina; AC, adenilato ciclasa; BAR, receptor adrenergico beta; ChAT, colina
acetil transferasa; GFAP, proteina gliofibrilar acida, PBM, proteina mielina basica; NF68,

proteina neurofibrilar 68.
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Se han observado algunos efectos tras la exposicion a dosis bajas de clorpirifos (1
mg/kg-dia el DG 17-20). Estos incluyen un aumento en los receptores de serotonina y un
aumento de la respuesta de la adenilato ciclasa a la serotonina en el cerebro anterior el DG 21
(Aldridge et al., 2003b; Meyer et al., 2004); un aumento de la tasa de recambio de la serotonina
y la dopamina (Meyer et al.,, 2004; Aldridge et al.,, 2005a, 2005b); y cambios en el
comportamiento tales como una disminucion en la latencia en la alternancia espontanea entre

tareas, y errores de memoria de trabajo en el laberinto de brazos radiales (Levin et al., 2002).

En un estudio realizado por Maurissen et al. (2000), conforme con las directrices para
estudios de neurotoxicidad en el desarrollo de la EPA, el clorpirifds se administrd en aceite de
maiz por sonda a ratas embarazadas desde el DG 6 al dia 10 de la lactancia, a dosis de 0,3, 1,0
0 5,0 mg/kg-dia. La exposicion de las crias se produjo en el Gtero y a través de la leche materna.
La toxicidad fue evidente en las madres y crias a la dosis alta. No se encontraron efectos a
ninguna de la las dosis en una serie de pruebas de comportamiento (actividad motora, de
sobresalto auditivo, retraso en la alternancia espacial). El examen neuropatolégico también fue
normal. También se midieron los niveles sanguineos de clorpirifés y de TCP y la actividad de
la AChE cerebral (Mattsson et al., 2000). En las crias, la actividad de la AChE fue
significativamente menor en el cerebro (~ 60%) y la sangre (> 80%) el DG 20 a la dosis alta (5
mg/kg-dia). La inhibicion persistia en el cerebro el DPN 1 y en la sangre el DPN 11. No se
observo efecto inhibitorio de la AChE en las crias, ya sea en el cerebro o la sangre, a las dosis
inferiores de clorpirifos. La actividad de la AChE en las madres se redujo a las dosisde 1y 5
mg/kg dia en el cerebro y la sangre, y sélo en la sangre a la dosis mas baja. El nivel mas alto de
clorpirifés en la sangre de los fetos (46,1 ng/g) fue encontrado el DG 20 en el grupo tratados
con 5 mg/kg-dia. EI DPN 1, el nivel de clorpirifos habia disminuido a 12,4 ng/g en la sangre, y

fue indetectable en momentos posteriores. Las concentraciones de TCP en la sangre de los fetos
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o0 las crias el DG 20 y el DPN1 oscilaron desde 97 hasta 1.782 ng/g, y desde 50 a 638 ng/g,
respectivamente, dependiendo de la dosis de clorpirifos. Este estudio por lo tanto no identifico
ningun efecto neurotoxico por exposicion al clorpirifos durante el desarrollo utilizando
protocolos de la EPA, incluso a niveles de dosis que causaron una inhibicion significativa de la
AChE. En un estudio de seguimiento por el mismo grupo (Marty et al., 2007), se cuantificaron
los niveles de clorpirifés y TCP en la sangre de las crias tras la administracion de una dosis
unica de clorpirifés (1 mg/kg el DPN 5). Dependiendo del modo de administracion (por sonda
en aceite de maiz o en la leche; subcutanea en DMSO), los niveles de clorpirifés en sangre
variaron entre 9 y 49 ng/g (0,02-0,14 uM), y los niveles de TCP variaron desde 171 hasta 320

ng/g (0,8 a 1,5 u M).

Moser y Padilla (1998) describieron una disminucion en los receptores muscarinicos en
las diferentes areas del cerebro tras la exposicion aguda al clorpirifos (15 mg/kg en aceite de
maiz por sonda) el DPN 17. Esta dosis causo inhibicién significativa (50-90%) de la AChE
cerebral y sanguinea y signos de alteraciones del comportamiento inducidos por toxicidad

colinérgica.

Moser (2000) comparé los efectos sobre el comportamiento en ratas tratadas con
clorpirifés el DPN 17 (4, 10, 20 mg/kg de CPF en aceite de maiz por sonda), el DPN 27 (10,
25, 50 mg/kg de CPF en aceite de maiz por sonda), y en ratas adultas (10, 50, 100 mg/kg de
CPF en aceite de maiz por sonda). Las dosis fueron seleccionadas desde la dosis mas baja sin
efecto hasta la DMT para cada grupo de edad. Las dosis altas en cada grupo causaron una
inhibicion del 85-90% de la AChE cerebral (Moser et al., 1998). Un grado similar de inhibicién

de la AChE se asocié con una magnitud similar de la disfuncion para algunas funciones o
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acciones (por ejemplo, andar, temblor), pero no para otras. Por ejemplo, la salivacion, la

respuesta de la pupila, y la respuesta rapida no fueron alteradas en las ratas jovenes.

Betancourt y colaboradores (Betancourt & Carr, 2004; Betancourt et al, 2006) trataron las crias
de ratas los DPN 1-6 con 1,5 o 3,0 mg/kg-dia de clorpirifos (por sonda en aceite de maiz). Se
observo una disminucion de los niveles de ARNm para el factor de crecimiento de fibroblastos,
reelina y los receptores muscarinicos M1, asi como un aumento en los niveles del ARNm de
GFAP en el cerebro anterior el DPN 7. Estas dosis de clorpirifés no causaron signos manifiestos

de toxicidad, pero inhibieron significativamente la actividad de la AChE cerebral (28 y 43%).

En un estudio realizado por Gultekin et al. (2007), se administrd a ratas jovenes (DPN
30) por via subcutanea clorpirifés a la dosis de 40 mg/kg. Esta dosis, caus6 >50% de
disminucion de la actividad de la AChE plasmatica el DPN 32, asi como un pequefio aumento
en las subunidades del receptor de glutamato NMDA NR2B y NR2A en el hipocampo el DPN

44,

En contraste con los estudios descritos, en los que los efectos neurotdxicos durante el
desarrollo se asocian con una disminucién significativa en la actividad de la AChE, se ha
identificado en algunos estudios que la exposicion al clorpirifds durante el desarrollo induce
alteraciones del mismo a niveles de dosis que no causan inhibicion aparente o persistente de la
AChE. En este sentido, Jett et al. (2001), trataron ratas subcutaneamente con clorpirifos (0,3 y
7,0 mg/kg) los DPN 7, 11, y 15 o los DPN 22 y 26. Se realizaron pruebas de comportamiento
(test de Morris) entre el DPN 24 y el DPN 28 (es decir, 9 dias tras la Gltima inyeccion en el
primer grupo, y durante el tratamiento con clorpirifés en el segundo grupo). Los investigadores

emplearon este protocolo de exposicion para investigar los efectos de la exposicion antes y
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después del destete (que se produce el DPN 21). Cuando la exposicion se produjo previa al
destete, se encontraron efectos estadisticamente significativos tras la exposicion a la dosis alta
(7,0 mg/kg), pero no a la dosis baja (0,3 mg/kg) de clorpirifés. Cuando la exposicion se produjo
después del destete, efectos significativos en los mismos parametros fueron encontrados en
ambos niveles de dosis de clorpirifés. Sin embargo, a pesar de una diferencia de 23 veces en
los niveles de dosis, no se observo una relacion dosis respuesta, ya que ambas dosis causaron
idénticos cambios en los parametros medidos. No se encontraron cambios en los receptores
muscarinicos en las diferentes regiones cerebrales el DPN 16 en las ratas expuestas antes del
destete. Tampoco ninguno de los tratamientos causo inhibicion de la actividad de la AChE en

las diferentes areas del cerebro a las 3 h 6 la 24 h tras la administracién de clorpirifos.

Ricceri et al. (2003) examinaron los efectos de la exposicion postnatal al clorpirifos los
DPN 1-4 o los DPN 11-14 en ratones. El clorpirifds se administro subcutaneamente a las dosis
de 1 0 3 mg/kg-dia. No observaron efecto sobre la ganancia de peso corporal y no causo ningun
signo evidente de toxicidad. El tratamiento temprano (DPN 1-4 en cualquiera de las dosis) no
tuvo efecto sobre un nimero de acciones de comportamiento (actividad locomotora el DPN 25,
en la basqueda de la novedad en los DPN 35-38, de evitacion pasiva el DPN 60). Sin embargo,
el tratamiento con clorpirifés (DPN 11-14) provocé un aumento de la actividad locomotora el
DPN 25, y un aumento de la respuesta agonistica en ratones machos en ambos niveles de dosis.
La actividad de la AChE se midid en todo el cerebro a diferentes intervalos tras la exposicion
al clorpirifés. EI DPN 4, ambas dosis (1 y 3 mg/kg-dia) causaron la inhibicion de la actividad
de la AChE (20-23%) 1 h después del altimo tratamiento, con una recuperacion completa a las
4 horas. En un estudio posterior, Ricceri et al. (2006) trataron con clorpirifos (3 o 6 mg/kg-dia
los DG 15-18) hembras prefiadas de raton, y se estudio los efectos en la descendencia el DPN

70 sobre la actividad locomotora espontanea en campo abierto, en la prueba de laberinto para
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la ansiedad, y en el comportamiento socio-agonistico (comportamiento agresivo). Los grupos
de ratones controles, asi como los ratones expuestos prenatalmente al clorpirifos, también
fueron expuestos al clorpirifés postnatalmente los DPN 11-14 (1 o 3 mg/kg-dia por via
subcutanea). La exposicion prenatal a 6 mg/kg-dia de clorpirifds causaron hiperactividad; este
efecto también estuvo presente en ratones a los que, ademas de la exposicion prenatal, también
se les dio 1 mg/kg-dia de clorpirifos los DPN 11-14. En los animales tratados solamente después
del nacimiento, a la dosis de 3 mg/kg-dia se observd hiperactividad. Los ratones machos
expuestos prenatal o postnatalmente a la dosis alta de clorpirifés (6 y 3 mg/kg respectivamente)
muestran un mayor comportamiento agresivo. En los ratones hembra, la exposicion postnatal
solamente (ambas dosis) aument6 la conducta maternal en los animales virgenes. En el
laberinto, el porcentaje de tiempo empleado en los brazos aumento en ratones hembras
expuestas después del nacimiento a 3 mg/kg-dia de clorpirifos, lo que sugiere una disminucion
de la ansiedad. La actividad de la AChE se midio en el cerebro y en suero en todos los grupos
de tratamiento. Tras la exposicion prenatal, la actividad de la AChE en el cerebro de las crias
el dia de nacimiento no fue afectada por el tratamiento, pero la actividad de la AChE sérica se
inhibid significativamente. EI DPN 15, las actividades de la AChE cerebral y del suero se
mantuvieron sin cambios por la exposicion prenatal al clorpirifds. Sin embargo, el DPN 15, los
ratones expuestos prenatalmente al disolvente y desde el DPN 11 hasta 14 al clorpirifés (1 0 3
mg/kg-dia) no mostraron cambios en la actividad de la AChE cerebral, pero si mostraron una
disminucion significativa (25 y 45%, respectivamente) de la AChE sérica. En los animales que
fueron expuestos tanto prenatalmente como postnatalmente al clorpirifds, la actividad de la
AChE no se vio afectada en el cerebro, pero se redujo de un 40 a 50% en el suero.

Utilizando el mismo protocolo de exposicion descrito por Ricceri et al. (2003), Venerosi
etal. (2006) investigaron los efectos de la exposicion al clorpirifos durante el desarrollo a través

de una prueba de reconocimiento social en ratones hembra el DPN 120. Encontraron efectos
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significativos en los ratones que fueron expuestos a 6 mg/kg-dia en el utero (DG 15-18), seguido
de una exposicion a 3mg/kg-dia los DPN 11-14. Como se indico anteriormente, se observé que
el CPF inhibe la actividad de la AChE plasmatica en un 40-50%, sin afectar la actividad de la

AChE cerebral (Ricceri et al., 2003).

En resumen, existen, aparte de los estudios que indican efectos del clorpirifés sobre el
comportamiento o marcadores neuroquimicos durante el desarrollo tras la exposicion a dosis
de clorpirifds que causaron la inhibicion de la actividad de la AChE cerebral y/o plasmatica, un
numero de estudios donde se han observados efectos sobre el desarrollo a niveles de dosis que
no causan ninguna inhibicion AChE. Estos estudios implican que mecanismos distintos de la
inhibicion AChE puede ser responsable de los efectos observados por la exposicion al
clorpirifés. Se requieren posteriores estudios que confirmen estos efectos producido asi como

los posibles mecanismos diferentes a la inhibicion de la AChE.

Por otra parte, existen tres estudios de cohortes, uno realizado por la Universidad de
Columbia (Perrera et al., 2003, 2004, 2005, 2006), otro por la Universidad de California (UC)-
Berkeley (Eskenazi et al., 1999, 2004, 2007), y el ultimo por el Centro Médico Monte Sinai
(Berkowitz et al., 2003, 2004), que han examinado a mujeres embarazadas que estuvieron
expuestas a clorpirifds, para detectar la posible asociacién entre la exposicién intrauterina al
clorpirifés y la aparicion de resultados adversos del desarrollo neurolégico en sus hijos. Aunque
se describieron efectos significativos en dos de estos estudios, no se observaron asociaciones

consistentes cuando se compararon los resultados de los tres estudios.

Las estimaciones de la exposicion al clorpirifos en estos estudios de cohortes demuestran

que los niveles de exposicion eran muy inferiores a los descritos que causan algun tipo de
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inhibicién medible de la AChE. En el estudio en la ciudad de Nueva York realizado por la
Universidad de Columbia, se observaron varias asociaciones estadisticamente significativas
entre la exposicion a clorpirifés y los resultados adversos del desarrollo neuroldgico,
produciéndose la exposicion al clorpirifés por uso residencial. Sin embargo, las estimaciones
de la exposicion en este estudio, incluso en el "peor de los casos,” no era probable que excediera

la exposicion en la dieta promedio en mas de 10 veces.

El estudio realizado por la Universidad de UC-Berkeley consistia en evaluar familias
gue vivian en una zona agricola con exposiciones intensas a clorpirifds y otros pesticidas. No
se correlaciono la exposicion al clorpirifés (evaluado mediante concentraciones urinarias de

TCP) con alteraciones anormales del desarrollo neuroldgico.

Por ltimo, el realizado por el Hospital Monte Sinai es un estudio de cohorte prospectivo
multiétnico de las madres y los nifios nacidos en el Hospital Mount Sinai de la ciudad de Nueva
York. En el estudio se obtuvieron muestras de sangre materna y de orina durante el tercer
trimestre y se obtuvieron muestras de sangre del corddon umbilical en el nacimiento y ambas se
analizaron para determinar la actividad y los polimorfismos de la paroxonasa 1 (PON1). Se
presumen gue las poblaciones en evaluacion en el estudio del Hospital Monte Sinai, al igual
que en la del estudio de la Universidad de Columbia, tienen exposiciones de uso residencial al
clorpirifés. Las muestras de orina fueron analizadas para determinar los metabolitos de
plaguicidas, incluyendo los dialquilfosfatos y el TCP. El nivel de TCP urinario medio, 7,6 ug/L,
fue aproximadamente 5 veces mayor que la media de los EE.UU. (NHANES IIl), pero dentro
de los limites de confianza del 95%. No se encontrd asociacion significativa entre el nivel de
TCP y el peso al nacer, longitud al nacer, o circunferencia de la cabeza. Sin embargo, hubo una

pequerfia pero significativa reduccidn en la circunferencia de la cabeza al comparar los bebés de
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las mujeres con baja actividad de la PON1 y el tercil urinario mas alto de TCP con bebés de
mujeres con una alta actividad de la PONL1 y el tercil urinario mas bajo de TCP. No se encontro
asociacion significativa entre TCP y la actividad de la PON1 con el peso al nacer o la longitud
al nacer. Ademas, no se encontrd ninguna asociacion para el genotipo de la PONL1 infantil con
el peso al nacer o para los genotipos de la PON1 materna o infantil con la circunferencia de la

cabeza o de la longitud al nacer.

En el estudio de la Universidad de Columbia, se encontrd una pequefia pero
estadisticamente significativa asociacion entre la disminucion en el peso al nacer y la longitud
al nacer con una mayor exposicion al clorpirifés, evaluada por las concentraciones sanguineas
de clorpirifés en la sangre materna y/o de corddén umbilical, a partir de una sola muestra de
sangre tomada en el momento del nacimiento. Los estudios de seguimiento de esta cohorte
describieron una asociacion entre los niveles de clorpirifs en la sangre y el deterioro de la
funcién cognitiva, la funcién motora, y el comportamiento. Sin embargo, la magnitud de los
efectos observados fue modesta y no estuvieron fuera del normal. Los autores intentaron
controlar los factores de confusion, incluyendo otros factores de riesgo conocidos del desarrollo
neuroldgico en esta cohorte, como el tabaquismo materno perinatal y el alcohol; sin embargo,

es dificil descartar la contribucion de estos y tal vez otros factores de confusion.

Macanismos deneurotoxicidad en el desarrollo por Clorpirifos.

Varios estudios han examinado los mecanismos de los efectos tdxicos in vitro del

clorpirifos, y/o clorpirifés-oxon, y en algunos casos también del TCP. Una amplia variedad de

mecanismos fueron observados con los tres compuestos que incluyen citotoxicidad, alteracion

de la sintesis de macromoléculas (ADN, ARN, proteinas), de las interacciones con receptores
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de neurotransmisores, de las interacciones con las rutas de transduccion de sefal, sobre la
diferenciacion neuronal, de las interacciones con diversas enzimas, alteraciones neuroquimicas
(por ejemplo, liberacion de neurotransmisores o de recaptacion), y otras alteraciones (por

ejemplo, el estrés oxidativo, efectos sobre los microtubulos, etc) (Eaton et al., 2008).

La citotoxicidad, medida por diferentes vias, se observd generalmente en
concentraciones micromolares en el caso de clorpirifés. Para este efecto, el clorpirifés-oxon
parece ser solo ligeramente méas potente que el clorpirifés, mientras que el TCP muestra menor
citotoxicidad. Se observéd que lo tres compuestos inhiben la sintesis de macromoléculas, en
particular la sintesis de ADN, a concentraciones micromolares. Una vez mas, el clorpirifés y el
clorpirifés-oxon parecen ser esencialmente equipolentes, mientras el TCP aparece con menor
potencia. La disminucion de la sintesis de ADN también se ha descrito tras la exposicion al

clorpirifés durante el desarrollo in vivo (Dam et al., 1998).

Unos pocos estudios investigaron la interaccion del clorpirifos y sus metabolitos con los
receptores muscarinicos colinérgicos. El clorpirifés mostro en los estudios de union, una baja
capacidad para desplazar tanto agonistas o antagonistas de los receptores muscarinicos. En
contraste, el clorpirifés-oxon desplaza la union agonista a receptores muscarinicos My con alta
potencia (Clso = 7.22 nM), mientras que es ineficaz hacia la union de antagonistas muscarinicos.
Sin embargo, estas concentraciones son s6lo ligeramente mayores que las requeridas para
inhibir la actividad enzimatica de la AChE. Las alteraciones de los receptores muscarinicos My
(disminucion de la densidad) se han observado en varios estudios tras la exposicion durante el
desarrollo a clorpirifés (Liu et al., 1999; Tang et al., 1999; Qiao et al., 2002b.; Rhodes et al.,
2004; Richardson & Chambers, 2004, 2005). Sin embargo, como estos cambios se asociaron

con la inhibicion de la AChE, el papel desempefiado por la interaccion directa de clorpirifos-
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oxon con los receptores (frente a los efectos de la acetilcolina acumulada) no se puede discernir
facilmente. El clorpirifés-oxon también se describié que interactia con los receptores
cannabinoides CB1 (Clso = 14 nM), aunque el clorpirifés fue activo solo en concentraciones
micromolares. No hay datos sobre el TCP. La administracion de clorpirifos in vivo, en ratones
adultos, causa inhibicion de los receptores cannabinoides, pero s6lo a una dosis que causa
signos de intoxicacion colinérgica (Quistad et al., 2002).

Se han encontrado diferentes vias de transduccién de sefiales afectadas por el clorpirifés-oxon.
Es de destacar que la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa, posiblemente mediada
por la activacion de los receptores muscarinicos M2, donde los valores de la Clso para el
clorpirifés-oxon variaron de 15 a 155 nM. Los efectos del clorpirifds sobre el sistema adenilato
ciclasa tras la exposicion durante el desarrollo prenatal o postnatal se han descrito en varios
estudios (Song et al., 1997a; Aldridge et al., 2003a; Meyer et al., 2004, 2005). Las alteraciones
de los factores de transcripcion nuclear AP-1 y Sp1 también se han descrito tanto in vitro como

in vivo tras la administracion de clorpirifés (Crumpton et al., 2000a; Garcia et al., 2001).

Los efectos del clorpirifés y el clorpirifés-oxon en la diferenciacion neuronal se
investigaron en varios sistemas celulares. Ambos compuestos inhibieron la diferenciacién
neuronal en concentraciones micromolares. Sin embargo, estudios realizados por Howard et al.
(2005) y por Yang et al. (2008) mostraron efectos del clorpirifés y el clorpirifés-oxon en los
ganglios cervicales superiores y ganglios de la raiz dorsal a concentraciones nanomolares o

menaores.

Se encontro que diversas enzimas, algunas relacionadas con aspectos de la transduccion

de sefales, eran inhibidas por el clorpirifés-oxon, algunas desde concentraciones nanomolares

medias a altas. Una en particular, la KIAA1363 hidrolasa de serina, fue inhibida por el
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clorpirifés-oxon con una Clsg of 8nM, dentro del rango de la inhibicion de la AChE. Sin
embargo, tras la administracion in vivo del clorpirifés-oxon a los ratones, una inhibicion del
39% de la KIAA1363 cerebral se asocié con una inhibicion del 98% de la AChE, y la letalidad
(Nomura et al., 2006). Por otro lado, la KIAA1363 puede servir como un mecanismo de
desintoxicacion importante para el clorpirifés-oxon en el cerebro. De hecho, como se mencion6
anteriormente, la Clso del clorpirifos-oxon para la inhibicion de la AChE en el raton fue seis
veces mayor en el cerebro de los ratones de tipo salvaje que de ratones knockout para

KIAA1363, lo que indica un papel protector de esta enzima (Nomura et al., 2006).

En otros pardmetros neuroquimicos que se examinaron, en relacién con el sistema
colinérgico u otros sistemas de neurotransmisores, los efectos del clorpirifés o del clorpiriféos-
oxon fueron observados en concentraciones micromolares. Algunos de los cambios (por
ejemplo, ChAT) también se han observado después de la exposicion durante el desarrollo a
clorpirifés (Presa et al., 1999; Slotkin et al., 2001; Richardson & Chambers, 2003, 2005). Por
ultimo, también se han descrito otros efectos in vitro para estos tres compuestos a
concentraciones micromolares, con la Unica excepcion de la fosforilacion de CREB en las
neuronas corticales de rata, que se describio a concentraciones extremadamente bajas (Schuh
et al., 2002). Este estudio también informo del efecto de TCP a concentraciones picomolares.
Como se dijo anteriormente, dos estudios describieron efectos del clorpirifés, el clorpirifos-
oxon y el TCP en concentraciones muy bajas. En un estudio realizado por Schuh et al. (2002),
se utilizaron neuronas corticales de rata y de hipocampo para probar el efecto de clorpirifos, del
clorpirifés-oxon, y del TCP sobre la fosforilacion de CREB, un factor de transcripcion que se
ha sugerido que desempefia un papel en la plasticidad sinaptica y en la supervivencia celular y
la diferenciacion (Schuh et al., 2002). En las neuronas corticales, 1 h después de la exposicion

al clorpirifos se encontré que produjo un aumento de tres veces de pCREB, con una Clso de
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~0.06 nM. Tanto clorpirifés-oxon como TCP producen el mismo efecto, con valores de Clso de
~0.00003 nM y de ~0.03 nM, respectivamente. También se observaron efectos similares en las
neuronas del hipocampo, pero a concentraciones mas altas (clorpirifos, desde 1 hasta 10 nM;
clorpirifés-oxon, desde 0,01 a 0,1 nM). No se observaron efectos en los astrocitos corticales.
Ninguno de los tres compuestos afectd la viabilidad celular, mientras que las concentraciones
mas bajas que provocaron una inhibicion de la AChE fueron 1 pM (clorpirifés) y 1 nM
(clorpirifés-oxon). El TCP (hasta 10 uM) no inhibi6é la AChE. La importancia funcional de
dicho aumento en pCREB es desconocida, y los autores sugieren que puede representar una

respuesta neuroprotectora al estrés metabdlico sutil.

Howard et al. (2005) examinaron el efecto de clorpirifos, clorpirifés-oxon y del TCP en
la diferenciacion de las neuronas simpaticas disociadas de los ganglios cervicales superiores de
ratas en los DG 20 a DPN 1. La diferenciacion de las neuronas se indujo por la proteina de
hueso morfogenética-7. Los tres compuestos se disolvieron en DMSO y se utilizaron en
concentraciones de 0,1 nM-10uM (clorpirifés y TCP) 0 0,0001 a 10 nM (clorpirifos-oxon). Se
utilizaron dos protocolos experimentales: (1) 24 h de incubacion, 1 h después de la siembra,
para investigar los efectos sobre el crecimiento axonal; y (2) 72 h de incubacién a 5 dias in
vitro, para investigar los efectos sobre las dendritas. Ambos, clorpirifés (0,1-1 nm) y clorpirifos-
oxon (0,001 nM) disminuyeron la longitud axonal, pero no el nimero de axones, mientras que
el TCP no presento efectos. A concentraciones mas altas (clorpirifés y TCP, 1uM; clorpirifos-
oxon, 1 nM) estos compuestos aumentaron la longitud dendritica por neurona, sin afectar el
nimero de dendritas. La actividad AChE fue inhibida por clorpirifos 1 uM y clorpirifés-oxon

1 nM, pero no por TCP.
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En un estudio posterior, Yang et al. (2008) examinaron los efectos del clorpirifos y el
clorpirifés-oxon en el crecimiento axonal de las neuronas sensoriales derivadas de los ganglios
de la raiz dorsal (DRG) de embriones. Encontraron que ambos compuestos disminuyeron la
longitud axonal sin afectar el nimero de axones por célula, la sintesis de proteinas, la viabilidad
celular, o la actividad enzimatica de la AChE. En las neuronas DRG de ratones knockout para
la AChE, el crecimiento axonal fue alterado, pero ni clorpirifés ni el clorpirifés-oxon tuvieron
ningun efecto sobre la longitud axonal. Los autores concluyeron que bajas concentraciones de
clorpirifés (1 nM) y de clorpirifés-oxon (0,01 nM) inhiben el crecimiento axonal en las
neuronas DRG. Estos dos ultimos estudios son de interés ya que sugieren un nuevo mecanismo
por el cual clorpirifés y clorpirifés-oxon pueden interferir con el crecimiento axonal en

concentraciones inferiores a las necesarias para inhibir la AChE actividad enzimatica.

3.5.NORMATIVAY LEGISLACION

3.5.1 Regulacion en los Estados Unidos de América.

La Environmental Protection Agency (EPA) es la encargada de regular el uso de pesticidas
en base a una amplia autoridad otorgada, fundamentalmente, por dos importantes leyes, la Ley
Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FIFRA- Federal Insecticide, Fungicide, and
Rodenticide Act) y la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FFDCA-Federal
Food, Drug, and Cosmetic Act). Estas leyes han sido modificadas por la Ley de Proteccién de
la Calidad de Alimentos (FQPA-Food Quality Protection Act) y la Ley de Mejora del Registro

de Plaguicidas (PRIA-Pesticide Registration Improvement Act).

e Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FIFRA) - Requiere que todos los
plaguicidas vendidos o distribuidos en los Estados Unidos (incluidos los plaguicidas

importados) sean registrados por la EPA.
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v El registro se basa en la evaluacion de los datos cientificos y la evaluacion de los riesgos
y beneficios del uso de un producto.

v" Las instrucciones de la etiqueta controlan la utilizacion de los productos.

v' Se puede autorizar el uso limitado de plaguicidas no registrados o plaguicidas
registrados para otros usos para tratar emergencias y necesidades locales especiales.

v" Se puede suspender o cancelar el registro de un producto.

v' Se requiere formacién para los trabajadores de zonas tratadas con plaguicidas y
certificacion y capacitacion para aplicadores de plaguicidas de uso restringido.

e Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FFDCA) - obliga a establecer
niveles de tolerancias para todos los plaguicidas utilizados en alimentos o de manera que dé
lugar a un residuo en o sobre la alimentacion humana o animal. La tolerancia es el nivel
maximo permisible de residuos de plaguicidas permitidos en o en la alimentacién humana y
animal de uso alimentario.

v"Incluye disposiciones estrictas para proteger a los lactantes y los nifios, asi como a otras
subpoblaciones sensibles.
v" Proporciona exenciones del requisito de una tolerancia.

e En virtud de la Ley de Proteccion de la Calidad de Alimentos, de 1996, que modifico tanto
la FIFRA como la FFDCA, es necesario determinar que un pesticida plantea una "certeza
razonable de no causar dafio" antes de poder ser registrado para su uso en alimentos o
piensos. Se debe revisar cada registro de plaguicidas al menos una vez cada 15 afios.

v' Hay varios factores que deben abordarse antes de poder establecer una tolerancia,
incluyendo:
= el agregado, la exposicion no ocupacional del pesticida (exposicion a través de la

dieta y el agua potable y el uso de pesticidas en y alrededor del hogar);
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= |os efectos acumulativos de la exposicion a los pesticidas que tienen un mecanismo
comun de toxicidad, es decir, dos 0 mas productos quimicos de pesticidas u otras
sustancias que causan un efecto toxico comun por la misma, o esencialmente la
misma, secuencia de eventos bioguimicos (es decir, interpretado como modo de
accion);
= si hay un aumento de la susceptibilidad a los bebés y nifios, u otras subpoblaciones
sensibles, de la exposicion a los pesticidas; y
= si el plaguicida produce un efecto en los seres humanos similares a un efecto
producido por un estrogeno natural o produce otros efectos de disrupcion endocrina.
e La Leyde Mejora de Registro de Plaguicidas de 2003 (PRIA) también modificé la FIFRA 'y
FFDCA. PRIA se volvié a autorizar por la Ley de Renovacién de 2007 Mejora de Registro
de Plaguicidas y la Ley de Extension de Mejora de Registro de Plaguicidas de 2012.
v’ Las empresas deben pagar tarifas de servicio de acuerdo a la categoria de la accién de
registro.
v EPA debe cumplir con los plazos de revision de decisiones, que dan lugar a un proceso
de evaluacion més predecible para las empresas.
v' Se proporcionan periodos de revision de decisiones mas corto para las solicitudes de

registro de riesgo reducido.

3.5.2. Regulacién Multilateral.

Convenio de Estocolmo.

El Convenio de Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes es un tratado
mundial para proteger la salud humana y el medio ambiente de los productos quimicos que

permanecen intactos en el ambiente por largos periodos de tiempo, que al ser ampliamente
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distribuida geograficamente, se acumulan en el tejido adiposo de los seres humanos y animales,

y tienen efectos nocivos en los la salud humana o el medio ambiente.

La exposicion a contaminantes organicos persistentes (COP) puede conducir a serios
problemas de salud, incluyendo algunos tipos de cancer, defectos de nacimiento, disfunciones
en los sistemas inmunoldgico y reproductivo, mayor susceptibilidad a enfermedades y dafios a
los sistemas nervioso central y periférico.Dado su transporte a larga distancia, ningin gobierno

puede por si solo proteger a sus ciudadanos o su medio ambiente frente a los COP.

En respuesta a este problema mundial, el Convenio de Estocolmo exige que las partes
adopten medidas para eliminar o reducir la liberacion de contaminantes organicos persistentes
al medio ambiente.El objetivo del Convenio de Estocolmo es proteger la salud humana vy el
medio ambiente frente a los contaminantes organicos persistentes.Las disposiciones de la
Convencidn requieren que cada parte:

e Prohiba y/o elimine la produccién y uso, asi como la importacion y exportacién, de las
sustancias que se enumeran en el anexo A del Convenio
Anexo A permite el registro de exenciones especificas para la produccién o el uso de COP
incluidos, de conformidad con dicho anexo y en el articulo 4, teniendo en cuenta que se
aplican reglas especiales a los PCB. La importacion y exportacion de productos quimicos
enumerados en el anexo A se llevard a cabo bajo condiciones restrictivas especificas, tal

como se establece en el parrafo 2 del articulo 3.

e Restrinja la produccion y uso, asi como la importacion y exportacion, de las sustancias que
se enumeran en el anexo B del Convenio (articulo 3)
El anexo B permite el registro de propdsitos aceptables para la produccion y uso de los COP

incluidos de conformidad con dicho anexo, y para el registro de exenciones especificas para
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la produccion y uso de los COP incluidos, de conformidad con dicho anexo y en el articulo
4. La importacién y exportacion de productos quimicos enumerados en el anexo B pueden
tener condiciones restrictivas especificas, tal como se establece en el parrafo 2 del articulo

3.

Reduzca o elimine las liberaciones derivadas de la produccion no intencional de COP que
se enumeran en el anexo C del Convenio (articulo 5)
La Convencion promueve el uso de las mejores técnicas disponibles y las mejores practicas

ambientales para la prevencion de la liberacion de COP en el medio ambiente.

Asegure que los depdsitos y residuos que contengan, o estén contaminados con COPs son
gestionados con seguridad y de manera ambientalmente racional (articulo 6)

El Convenio exige que identificar y gestionar para reducir o eliminar las liberaciones de COP
procedentes de estas fuentes tales existencias y desechos. EI Convenio también exige que
los desechos que contienen contaminantes organicos persistentes sean transportados a traves

de fronteras internacionales, teniendo en cuenta las reglas, normas y directrices.

Seleccione nuevos COPs (articulo 8)

El Convenio establece procedimientos detallados para la inclusion de nuevos contaminantes
organicos persistentes (COPs) en los anexos A, B y/o C. Una comision compuesta por
expertos en evaluacion o gestion de productos quimicos - el Comité de Examen de
Contaminantes Organicos Persistentes, se establecié para examinar las propuestas para la
inclusion de productos quimicos, de conformidad con el procedimiento establecido en el
articulo 8 y los requisitos de informacion establecidos en los anexos D, E y F de la

Convencion.

Otras disposiciones de la Convencion se relacionan con el desarrollo de los planes de

aplicacion (articulo 7), el intercambio de informacion (articulo 9), la informacién publica, la
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sensibilizacion y la educacion (articulo 10), la investigacion, desarrollo y vigilancia (articulo
11), la asistencia técnica (articulo 12 ), los recursos y mecanismos financieros (articulo 13),
la presentacion de informes (articulo 15), evaluacion de la eficacia (articulo 16) y en caso de

incumplimiento (articulo 17).

3.5.3. Regulacion por Organismos Internacionales.

Especificaciones sobre Pesticidas para la Salud Publica: Informe de Evaluacion 221/2008-

Clorpirifos de la (FAO)/ World Health Organization (WHO).

El Informe de Evaluacion 221/2008 de las Especificaciones para la Salud Publica de
Pesticidas de la WHO establece una evaluacion del riesgo del clorpirifés en funcion de distintos
estudios, tanto publicados como realizados expresamente para esta evaluacion, estableciendo un
NOAEL de 0.1 mg/kg, basado en la inhibicion observable de la actividad eritrocitaria de la
acetilcolinesterasa en humanos, y una Ingesta Diaria Admisible (IDA) de 0,01, basada en este
NOAEL con un factor de seguridad de 10. De acuerdo con estos datos, la WHO clasifico el

clorpirifés como “Moderadamente peligroso, Clase II”

3.5.4. Regulacion a Nivel Europeo

Reglamento 3600/92/CEE

Establece las disposiciones de aplicacion de la primera fase del programa de trabajo
contemplado en la Directiva 91/414/CEE del Consejo, relativa a la comercializacion de
productos fitosanitarios y establece una lista de sustancias activas que deben evaluarse con

vistas a su posible inclusion en el anexo | de la Directiva 91/414/CEE.
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Directiva 2005/72/CE

Establece incluir las sustancias activas clorpirifos, clorpirifés-metil, mancoceb, maneb
y metiram en el anexo | de la Directiva 91/414/CEE para garantizar que los productos
fitosanitarios que las contengan puedan autorizarse en todos los Estados miembros de

conformidad con lo dispuesto en dicha Directiva.

Reglamento 396/2005/CE

Establece las cantidades méximas autorizadas de residuos de plaguicidas que pueden
encontrarse en los productos de origen animal o vegetal destinados al consumo humano o
animal. Dichos limites maximos de residuos (LMR), que estan fijados por la Comisién Europea,

incluyen:

1. LMR especificos para ciertos alimentos destinados a las personas o los animales.

2. Un limite general aplicable cuando no se haya fijado ningin LMR (un limite por

defecto de 0,01 mg/kg).

La legislacién abarca todos los productos destinados a la alimentacion humana o animal
que figuran en el anexo I. Estos productos no estan sujetos a los limites establecidos si se
destinan a la siembra o la plantacion; pruebas autorizadas sobre las sustancias activas; la

fabricacion de productos que no sean alimentos; la exportacion.

Algunas sustancias enumeradas por la Comision (anexo VII) pueden ser autorizadas

aunque superen los LMR fijados, siempre que se cumplan las condiciones siguientes: que los

productos en cuestion no estén destinados al consumo inmediato; que se establezcan controles
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para evitar que dichos productos se pongan a disposicion del consumidor; que se informe de

dichas medidas a los demas paises de la UE y a la Comision.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es responsable de la evaluacion
de la seguridad de las nuevas solicitudes presentadas para los LMR. Esto se basa en su
toxicidad, los limites maximos esperados en los alimentos y las dietas de los consumidores. A
partir del dictamen de la EFSA, la Comision elabora un reglamento que establece un nuevo
LMR o que modifica o suprime un LMR existente.Para el clorpirifés se ha establecido un LMR

de 0.01-1.5 mg/kg para productos de consumo humano.

La UE tiene un programa que, cada afio, comprueba una lista acordada de productos

para asegurar el cumplimiento de los LMR de los plaguicidas.

Directiva 2008/17/CE

Modifica Anexo Il de la Directiva 90/642, de 27 de noviembre, Anexo Il de la Directiva

86/363, de 24 de julio, Anexo Il de la Directiva 86/362, de 24 de julio.

Reglamento de ejecucion (UE) N° 400/2014

Establece un programa plurianual coordinado de control de la Unién para 2015, 2016 y
2017 que tiene como objetivo garantizar el respeto de los limites maximos de residuos de
plaguicidas en los alimentos de origen vegetal y animal y evaluar el grado de exposicion de los

consumidores a estos residuos.
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Reglamento de ejecucion (UE) 2015/595

Establece a un programa plurianual coordinado de control de la Union para 2016, 2017
y 2018 con el objetivo de garantizar el respeto de los limites maximos de residuos de plaguicidas
en los alimentos de origen vegetal y animal y evaluar el grado de exposicion de los

consumidores a estos residuos.

Reglamento 2016/60/UE

Modifica los anexos Il y 111 del Reglamento (CE) n°® 396/2005 del Parlamento Europeo
y del Consejo, respecto de los limites maximos de residuos de clorpirifés en una serie de

productos alimenticios.

3.5.5. Regulacién a Nivel Nacional.

Real Decreto 290/2003

Se establecen los métodos de muestreo para el control de residuos de plaguicidas en los

productos de origen vegetal y animal.

Plan Nacional de Aplicacion del Convenio de Estocolmo y el Reglamento 850/2004/CE

Tiene como objetivo recopilar informacion y elaborar un diagndstico de la situacion
espafola respecto a los COP y, en consecuencia, formular las medidas necesarias para ajustarse
a las obligaciones que imponen tanto el Convenio de Estocolmo como el Reglamento (CE) n.°

850/2004.
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Real Decreto 951/2014

Regula la comercializacion de determinados medios de defensa fitosanitaria

Real Decreto 971/2014

Regula el procedimiento de evaluacion de productos fitosanitarios.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Productos quimicos

Los compuestos clorpirifos (99,99%), acetilcolina, tetraisopropilo pirofosforamida (iso-
OMPA), acetiltiocolina, acido ditio-nitrobenzoico, poli-L-lisina, dimetil sulféxido (DMSO),
dibutiril-AMPc, &cido retinoico, N-acetilcisteina (NAC), tetracloruro de 3,3'-diaminobencidina,
anticuerpo monoclonal anti proteina-2 asociada a microttbulos (MAP-2), paraformaldehido y
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) se obtuvieron de Sigma
(Madrid, Espafia). [14C] acetil-CoA se obtuvo de Perkin Elmer (Madrid, Espafia). Todos los
demas productos quimicos fueron de grado reactivo de la pureza mas alta disponible de

laboratorio.

4.2. Linea celular

Se utilizaron células SN56, una linea celular colinérgica de neuroblastoma murino
derivada de neuronas septales (Hammond et al., 1990), como modelo de neuronas colinérgicas
de la regién cerebral basal anterior para evaluar los efectos tdxicos del CPF en este tipo
especifico de neuronas y los mecanismos a través de los que son inducidos. Las células se
cultivaron a 37°C y 5% de CO2 en medio Dulbecco de Eagle modificado (DMEM)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), penicilina/estreptomicina, L-glutamina 2
mM (Sigma, Madrid, Espaiia), y piruvato de sodio 1 mM. El medio se cambio cada 48 h
(Hudgens et al. 2009). La diferenciacion de las células SN56 se realiz6 mediante el cultivo
durante 3 dias con dibutiril-AMPc 1 mM y &cido retinoico 1uM (Bielarczyk et al., 2003,

Szutowicz et al., 2006), que produce la maduracion morfologica y un aumento de 3-4 veces la
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actividad de ChAT vy el nivel de acetilcolina en estas células. Se ha descrito que las células asi
diferenciadas son mas sensibles a compuestso neurotoxicos que afectan a las vias colinérgicas

(Bielarczyk et al., 2003, Szutowicz et al., 2006).

Con el fin de determinar la densidad de las espinas dendriticas, el contenido celular de
acetilcolina (ACh), del malondialdehido (MDA), del cometido de lactato deshidrogenasa
(LDH) vy el contenido de peroxido de hidrogeno (H20.), las actividades de la AChE y la
acetilcolina transferasa (ChAT), la expresion génica de las variantes de la AChE, del
transportador de colina de alta afinidad (CHT), del transportador vesicular de acetilcolina
(VAChT), de la ChAT, de los principales genes reguladores de las rutas de muerte celular (PCR
Array Cell Death Pathway Finder de raton de referencia PAMM-212Z) y de los principales
genes reguladores la plasticidad de las espinas dendriticas (PSD95, NMDAR1, SPN and SYP)
y de los receptores a7-NAChR y P75NTR asi como los efectos del silenciamiento de a7-nAChR,
ChAT y AChE y la sobrexpresion de P7SNTR sobre la viabilidad celular y de a7-nAChR y
P75NTR sobre la induccion de estress oxidativo y alteracion de las variantes de la colinesterasa,
las células SN56 fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 106 células/pocillo.
Las células fueron tratadas durante 24 h o durante 14 dias con CPF a concentraciones entre 0,01
UM a 70 uM y 0,01 uM a 40 uM, respectivamentecon o sin N-acetil cisteina (NAC; 1 mM) y
con o sin Ach (0,01uM-100 uM). Se usaron al menos 3 replicas pocillos/tratamiento. Un grupo
tratado con el vehiculo del CPF se emple6 en paralelo para cada experimento como grupo

control.

4.2. Protocolo y disefio experimental

En la literatura, las concentraciones de clorpirifés de 10-100 mM se han usado
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rutinariamente para estudiar la toxicidad del clorpirifés (Crumpton et al., 2000; Dam et al.,
1999; Jett & Navoa, 2000; Roy et al., 1998), aunque no hay suficientes datos respecto a la
distribucion relativa o las concentraciones de CPF que alcanzan el cerebro en el hombre tras la
exposicion aguda y crénica. Ademas, algunos estudios han mostrado que la concentracion
plasmatica de CPF en voluntarios humanos eran similares a 0.1 uM (Nolan et al., 1984. Sin
embargo, se ha descrito recientemente que mediante el uso de un modelo fisiologico basado en
la faracocinetica y farmacodinamia (PBPK/PD), que las concentraciones plasmatica que
podrian estar presentes en humanos serian aproxidamente 0.015 puM, y las concentraciones
alcanzadas a nivel cerebral serian aproximadamente 0.01 uM (Arnold et al., 2015). Por otra
parte, se ha descrito que las concentraciones molares de CPF a nivel corporal asociadas con las
dosis (2,5 a 25,0 mg/kg/dia) utilizadas en los experimentos de comportamiento varian entre
aproximadamente 7,0 y 8,0 a 70,0 y 80,0 uM (Terry et al., 2003). El NOAEL fijado para el CPF
es de 0,1 mg/Kg de peso corporal por dia (JMPR, 1999), lo que seria equivalente a una
concentracion alrededor de 0,3 uM en los tejidos de acuerdo con Terry et al. (2003). De acuerdo
a lo expuesto, las dosis utilizadas en nuestra investigacion parecen ser las mas relevantes para
el estudio de los trastornos cognitivos. Por otra parte, se uso la concentracion de CPF 30 uM
para estudiar el perfil toxicogenomico y las principales rutas genomicas necréticas y
apoptoticas, por que fue la concentracion mas baja observada que inducia la muerte celular tras

la exposicion aguda. La Figura 5 representa el disefio experimental seguido en la investigacion.
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Figura 5. Representacion esquematica del disefio experimental de la investigacion.

Analisis de la viabilidad celular

La determinacion de los efectos del CPF sobre la viabilidad celular fue realizada a traves
del método del MTT vy de la determinacién de la liberacion del LDH resultado de la muerte
neuronal por necrosis. EI método del MTT se basa en la ruptura de la sal de MTT tetrazolio de
color amarillo a cristales de formazan de color purpura por la accion de la deshidrogenasa
mitocondrial. Las células se incubaron con 100 ul de solucién de MTT (concentracion final 0,5
mg/ml) durante 4 h después del tratamiento con CPF. Después de 4 h a 37°C, el medio se

elimino y la sal de formazan se disolvio en 250 pl de DMSO. La formacion de producto de
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formazéan solubilizado se midié espectrofotométricamente a 570 nm (Fluoroskan Ascent FL
Microplate Fluorometer and Luminometer, ThermoFisher Scientific, Madrid, Espafia). Se tomo

como 100% de viabilidad las células control tratadas con DMSO como.

La determinacion de la liberacion de LDH al medio de cultivo se realizé usando el kit
Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Brevemente, el medio de cultivo se retird y se pipeted en placas de
96 pocillos. Se afiadié la mezcla de reactivos maestra, y después de 3 min se determino la
intensidad colorimétrica a 450 nm cada 5 minutos utilizando un espectrofotometro de

microplacas.

Finalmente, la induccién de la apoptosis fue determinada a través de la medida de la
activacion de las caspasas 3/7 por medio del uso de kit Caspase-Glo 3/7 Luminescence Assay
Kit (Promega, Madrid, Spain), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En resumen, al
final del tratamiento, las células SN56 cultivadas se lavaron con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), se rasparon y recogieron las células en un tubo de microcentrifuga en oscuridad.
A las células se les adicionaron volimenes iguales de reactivo y de tampén lisis y se incubaron
a temperatura ambiente en oscuridad durante 1 h y la luminiscencia resultante se ley6 en cada

muestra. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Silenciamiento de genes

El silenciamiento de los genes a7-nNAChR, ChAT y AChE en las células SN56 se realizd

transfectando las mismas con ARNSsi en placas de 6 pocillos (1 x 10° células/pocillo) usando el

reactivo de transfeccion HiPerfect de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen,
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Barcelona, Espafia). Dos conjuntos de ARNSsi duplex (Qiagen, Barcelona, Espafia) homologas
a las secuencias de los genes a7-NAChR, ChAT y AChE de raton fueron disefiadas utilizando
el Algoristmo de disefio HiPerformance (Norvatis AG) y fueron adquiridos de Qiagen (nimeros
de catalogo GS11423, GS1805 y GS11441, respectivamente). Como control de transfeccion,
se utilizé el control negativo ARNsi All Star (Qiagen, Barcelona, Espafa). 48 h después de la
transfeccion, la eficacia del silenciamiento de AChE, ChAT, y a7-nAChR se determino por RT-
PCR utilizando cebadores especificos de ratdn para la secuencia de ARNm de AChE, ChAT y
a7-nAChR (Qiagen, Barcelona, Espafia). Los efectos del silenciamiento de AChE, ChAT, y az-
NAChHR en la lesion de las células se estudio mediante el ensayo de MTT, el ensayo del LDH y
el ensayo de activacion de las caspasas 3/7. Ademas, el efecto del silenciamiento de a7-NAChR
en la generacion de estrés oxidativo se determind por el ensayo de la peroxidacion lipidicay la
medicion de los niveles de peroxido de hidrogeno. Por ultimo, los efectos del silenciamiento de
a7-NAChR sobre la expresion génica de AChE-S y AChE-R se determinaron por analisis de
PCR en tiempo real. Después de 24 h de incubacion con los ARNsi, las células se lavaron con

PBS y se incubaron durante otras 24 h o 14 dias en medio de cultivo con o sin CPF.

Sobreexpresion de P75NTR

Para demostrar que la sobreexpresion de P75NTR es responsable de la generacion de
estrés oxidativo, la alteracion de la expresion de las variantes de la AChE y de la muerte celular
inducida observada tras el tratamiento con CPF en las células SN56, se estudiaron células SN56
transfectadas con el plasmido de expresion conteniendo el gen P75N™R, para sobreexpresar este
gen. La clonacion, caracterizacion y transfeccion de plasmidos de expresion con el gen P75NTR
se realizaron como se ha descrito previamente (Jung et al., 2003) con ligeras modificaciones.

El P75NTR se amplifico mediante RT-PCR y se clond en el marco con epitopo V5 en plasmido
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pcDNA3.1 TOPO V5 His (Invitrogen, Madrid, Espafia) usando el kit de clonaciéon TOPO
(Invitrogen, Madrid, Espafia). El éxito de la clonacion del plasmido P75N™R fue verificada por
secuenciacion. Las células fueron transfectadas con los plasmidos (P75N™R o plasmido vacio)
utilizando el reactivo Superfect (Qiagen) de transfeccion de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Brevemente, 2 pg de plasmido y 10 pl reactivo de transfeccién Superfect fueron
utilizados por cada 4 x 10° células. Se afiadié el marcador de seleccion G418 (500 mg/ml) el
segundo dia después de la transfeccion. Esta concentracion de antibidtico G418 es Gptima para
la seleccion de células SN56 transfectadas de forma estable con P75NTR, A continuacion, el
medio de mantenimiento contuvo 25 mg/ml de G418. Las células se subcultivaron
semanalmente y el medio se cambi6é dos veces por semana. Las células transfectadas se
cultivaron aproximadamente durante 3 semanas hasta que todas las células no transfectadas

murieron y aparecieron colonias de células G418. La transfeccion fue confirmada por QPCR.

Analisis de las actividades enzimaticas

Se determind la actividad de la AChE tras 24 h y 14 dias de exposicion a CPF, usando
el motodo estandar Ellman de tiocolina (Ellman et al., 1961), con modificaciones menores
(Hartl et al., 2011; Zimmermann et al., 2008), y los valores de actividad se normalizaron frente
a la concentracion total de proteina determinada a través del uso kit BCA (ThermoFisher
Scientific, Madrid, Spain). Brevemente, al final de los tratamientos, las células SN56 se lavaron
con tampdn fosfato, se recogieron por raspado, y se lisaron usando un tampon RIPA (Thermo
Scientific, Madrid, Esparfia) con un coctel de inhibidores de proteasas (ThermoFisher Scientific,
Madrid, Espafia). Después de la centrifugacion a 10.000 x g durante 10 min a 4°C, el
sobrenadante del lisado celular (10 pul) se pipeteo en una placa de microtitulacion de 96 pocillos

que contenia tampon Ellman, asi como iso-DMPA, (concentracion final 100 mM). El ensayo
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cinético se inicio por adicion de acetiltiocolina y acido ditionitrobenzoico (1 mM y 500 mM
concentraciones finales, respectivamente). La absorbancia se leyé usando un lector de placas
(412 nm). Todas las muestras se realizaron por triplicado. La actividad de la AChE se calcul6
como nmol/min/mg de proteina y se representa como porcentaje respecto al control. La

actividad de butirilcolinesterasa fue inhibida por iso-DMPA.

La enzima ChAT cataliza la transferencia de un grupo acetilo de la coenzima A, acetil-
CoA, con la colina dando lugar a la ACh. La actividad de la ChAT se midié en el homogenizado
célular por medio del metodo radio-enzimatico de Fonnum (Fonnum, 1975), con una
modificacion que implica la incorporacion de [C4] acetil-CoA en la ACh (Mennicken &
Quirion 1997; Zheng et al., 2002). Los cultivos control y tratados (de placas de 6 pocillos por
muestra) se lavaron con PBS, se rasparon en 100 pl de tampdn de homogenizacion frio (tampon
fosfato de sodio 40 mM, pH 7,4, que contiene 200 mM de NaCl y 0,5% Triton X-100) y luego
se homogenizaron mediante sonicacion (Zheng et al., 2002). La radioactividad correspondiente
al producto de reaccion ([C**] ACh) se midié por medio de un medidor de cuentas. Todos los
valores de actividad de ChAT, obtenidos por triplicado para cada muestra, se expresaron como

pmol de ACh sintetizada/h/mg de proteina.

Analisis de la Concentracion de ACh

Para determinar la concentracion de ACh en el medio de cultivo se uso un kit comercial
colorimétrico/fluorométrico (Abcam, Cambridge, Reino Unido) (Reale et al., 2012) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se recogio el medio de cultivo después de 24 h
y de 14 dias de tratamiento y se centrifugd a 800 x g. Posteriormente, el sobrenadante se

liofilizd, y se reconstituyd en 50 ul del tampdn de ensayo, y se almaceno a -80°C hasta su
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posterior analisis. 50 pl de la muestra se mezclaron con 50 ul de solucién de reaccion que
incluye tampon de ensayo para la colina, la sonda de colina y AChE de acuerdo con las
instrucciones. Cada muestra se ensayo por triplicado, y todo el experimento se llevé a cabo por
triplicado. El nivel de ACh (pmol/pocillo) se calculé mediante la grafica de la fluorescencia de
cada muestra frente a las concentraciones estandar de colina. La medicion de la fluorescencia

se determind a A Ex/Em 535/587 nm.

Andlisis de la densidad de las espinas dendriticas

Para determinar los efectos de la exposicion aguda y a largo plazo al CPF sobre la
densidad de las espinas dendriticas en las neuritas de las neuronas colinérgicas SN56, se realizd
la técnica de enzimo-inmuno ensayo (ELISA) de acuerdo al protocolo de Wright y McCarthy
(2009) para la determinacion de la proteina MAP-2. La proteina MAP-2 no esta localizada en
las espinas dendriticas pero permite la cuantificacion precisa de la densidad de las mismas. Las
células SN56 diferenciadas se suspendieron en medio DMEM. Las células en suspensién se
sembraron a una densidad de 10° células/ml en cubreobjetos de vidrio (22 mm de diametro)
recubiertos de poli-L-lisina (0,10 mg/ml) colocadas en placas Petri de plastico (35 mm de
diametro) recubiertas con poli-L-lisina. Los cubreobjetos con células SN56 adheridas se fijaron
con paraformaldehido helado 4% (p/v) durante 15 min y luego se colocaron en tampén fosfota
suplementado con potasio 0,5 M (KPBS) hasta su uso. Los cubreobjetos se lavaron tres veces
en KPBS, y las células se permeabilizaron con 50% de etanol durante 1 h y se bloguearon con
10% de suero de cabra en Triton-X-100 complementado con 0,1% de KPBS (KPBST). Después
de tres lavados de 15 min con KPBS, las células de los cubreobjetos se incubaron a continuacion
durante la noche con el anticuerpo monoclonal anti-proteina-2 asociada a microtabulos (MAP-

2) a una dilucion 1:1000 en KPBST al 0,1% a 4° C. Tras tres lavados con KPBST al 0,1% se
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realizd una inmersion durante 2 h en anticuerpo secundario anti-raton conjugado con biotina
(Vector Laboratories, Barcelona, Esparia) con la dilucion 1:500 en KPBST al 0,1%, después las
células se lavaron en KPBST al 0,1%, y se visualizaron utilizando el complejo
Vectastainavidina-biotina (Vector Laboratories, Barcelona, Espafia) en la dilucién 1:1000 en
KPBST al 0,1% durante 1 h antes de la tincién con 0,05% (p/v) de tetracloruro de 3,3'-
diaminobenzidina, 0,005% (v/v) de H202, y 2,5% (v/p) de sulfato de niquel (11) en acetato de

sodio 0.175 M.

Andlisis de la expresién génica

Para la realizacién de la determinacion de los cambios en la expression genética tras la
exposicion aguda y a largo plazo al CPF se realizé una Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
semicuantitativa (QPCR). EI ARN total fue extraido mediante el método del Trizol (Invitrogen,
Madrid, Espafia). La concentracion final de ARN se determind usando un espectrofotdmetro
Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Madrid, Espafa) y la calidad de las muestras del
ARN total se evalud utilizando el LabChip Experion (Bio-Rad, Madrid, Espafia). La sintesis
del ADN complementario del ARN se realizd con 1.000 ng de ARN usando el kit de sintesis
PCR Array First Strand-Synthesis Kit (C02; SuperArray Bioscience, Madrid, Espafia)
siguiendo las instrucciones del fabricante, incluyendo un paso de eliminacion de ADN
gendmico y controles de ARN externos. Después se realizd la QPCR utilizando conjuntos de
cebadores prevalidados de los genes en estudio incluyendo una etapa de eliminacion de ADN
genomico y controles de ARN externos. Despueés de la transcripcion inversa, se realizo una
QPCR utilizando conjuntos de cebadores prevalidados (SuperArray Bioscience) que codifican
para el ARNm de ChAT (PPM57674A), VAChT (PPM04178), CHT (PPM31807A), AChE

(PPM35356A), P75NTR (PPM04327F), a7-nAChR (PPMO03977A), la proteina de densidad
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postsinaptica 95 (PSD95; PPH01848A), espinofilina (SPN; PPM34114A), sinaptofisina (SYP;
PPMO03241A), N-metil-D-aspartato subunidad NR1 (NMDAR1; PPH01823F) y ACTB
(PPM02945B). Los cebadores para ambas isoformas de la AChE, Ry S, (Tabla 9) se tomaron
de Shaltiel et al. (2013). Las reacciones se realizaron en un CFX96 mediante Real-Time PCR
SYBR Green Master Mix PA-012 (SuperArray Bioscience). Los pardmetros del termociclador
fueron 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 72°C
durante 30 segundos. Se utilizé el gen de la beta actina (ACTB) como un control interno para
la normalizacion. Los cambios relativos en la expresidén génica se calcularon utilizando el
método de Ct (ciclo umbral). Los datos de expresion se presentan como multiplos de cambio

reales (Livak & Schmittgen, 2001).

Table 9. Cebadores usados para la determinacion de la expresion génica de las variantes de la
AChE.

Abreviatura | Gen Referencia Cebadores Sentido (S) y
Antisentido (R)

AChE-S Acetilcolinesterasa | Shaltiel et al., (2013) | S-ctgaacctgaagcccttagag
A-ccgcctcgtccagagtat

AChE-R Acetilcolinesterasa | Shaltiel et al., (2013) | S-gagcagggaatgcacaag
A-ggggaggtaaagaagagag

También, después de la transcripcion inversa, se realizé una QPCR utilizando la placa
Cell Death Pathway Finder PCR Array de raton (PAMM-2127) utilizado para analizar la
expresion de 84 genes clave implicados en la muerte celular, en un formato de 96 pocillos, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (SABiosciencesiInc). Las reacciones se realizaron
en un CFX96 mediante Real-Time PCR SYBR Green Master Mix PA-012 (SuperArray
Bioscience). Los parametros del termociclador fueron 95°C durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. Los cambios relativos en la

expresion génica se calcularon a través de la matriz SuperArray PCR Software de analisis de
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datos utilizando el método de ciclo umbral (Ct) con la normalizacion de los datos en factor de
varios genes de normalizacion. Los datos de expresion se presentan como multiplos de cambio

reales.

Elegimos el estudio de los genes ChAT, VAChT, y AChE para determinar el efecto del
CPF sobre la transmision colinérgica, debido a que el neurotransmisor ACh es sintetizado por
la enzima ChAT (Oda, 1999) y la enzima CHT media la recaptacion de la colina a nivel
presinaptico como paso limitante de la velocidad de sintesis de la ACh (Bazalakova y Blakely
2006). VAChKT es responsable del transporte de la acetilcolina desde el citoplasma a las
vesiculas sinapticas, siendo este un paso limitante en la liberacion de ACh (Oda, 1999). Por
ultimo, la AChE descompone la acetilcolina, terminando, por lo tanto, el proceso de
neurotransmision (Ballard et al., 2005). Ademas elegimos los genes PSD95, NMDARL, SPNy
SYP para determinar el efecto del CPF sobre la densidad de las espinas dendriticas, debido a
que estos son los principales reguladores de la plasticidad de las espinas dendriticas (Feng et
al., 2000; Hu et al., 2008; Zhang et al., 2016). Por Gltimo, eligimos la realizacién del PCR array
Cell Death Pathway Finder debido a que engloba los principales genes que regulan las rutas de
muerte por necrosis, apoptosis y autofagia como via para determinar los mecanismos por los
cuales se pueden inducir alguno de estos tipos de muerte en esta region cerebral por la accion
del CPF.

Andlisis de la induccién de estrés oxidativo

Para determinar la induccion de estrés oxidativo tras la exposicion aguda o prolongada
a CPF medimos la concentracion de MDA (indicador de la peroxidacion de lipidos) y de H20
(indicador de la induccion de radicales libres). La concentracion intracelular de MDA se

cuantifico despues de 24 h'y 14 dias de exposicion a CPF con o sin NAC (1 mM) usando el kit
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MDA Assay Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo el protocolo del fabricante. Tras
el tratamiento se recogieron 1x10° células y se homogenizaron en tampén de lisis de MDA (300
ul) en hielo, con 3 pl de BHT (100X) y se centrifugaron durante 10 min a 13.000 x g para
eliminar el material insoluble. La muestra (200 pl) o estandar (200 pl de MDA) se mezcl6 con
600 ul de solucion de TBA, se incubaron a 95°C durante 50 min y se enfriaron a temperatura
ambiente en un bafio de hielo durante 10 min. Se afiadié cada muestra y estandar (200 pl)
(duplicado) a una placa de 96 pocillos y se midio la absorbancia a 532 nm usando un lector de
microplacas. La concentracion de malondialdehido fue determinada como nmol/mg de proteina

y Se representa como porcentaje respecto al control.

El peréxido de hidrogeno (H20) es una de las especies de oxigeno reactivas (ERO)
producidas bajo condiciones de estrés oxidativo. EI contenido de H20, se midié usando el kit
Hydrogen Peroxide Assay Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En resumen, después de 24 h y 14 dias de tratamiento con la CPF
con o sin NAC (1 mM), las células sin transfectar y las células SN56 transfectadas se recogieron
en tampon de ensayo H>O: y luego se centrifugd durante 15 min a 1.000 x g. Un total de 50 pl
del sobrenadante se mezcl6 con 50 pl de la mezcla de reaccion (tampon de ensayo: 46 pl; sonda
OxiRed: 2 pl; HRP: 2 ul) y después se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. La
densidad optica se leyé a 570 nm con un lector de microplacas, y la concentracién de H20> se
calculé de acuerdo a una curva de concentracion estandar. El contenido de perdxido de
hidrogeno en las muestras se expresa en nanomoles por mililitro y se representa como

porcentaje respecto al control.
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Analisis estadistico

Los datos se representan como media + desviacion estandar (DS). Las comparaciones
entre los grupos experimentales y control se realizaron mediante analisis ANOVA de dos vias
para determinar la interaccion entre el tratamiento y la transfeccion tanto por silenciamiento
como por sobrexpresion de un gen, y de una via para la determinacién de diferencias
significativas entre diferentes dosis de un tratamiento, seguido por la prueba post-hoc de Tukey.
La diferencia estadistica fue aceptada cuando p < 0,05. El analisis estadistico de los datos se

Ilevé a cabo por ordenador utilizando el software GraphPad.
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5. RESULTADOS

5.1. Efecto del CPF sobre la viabilidad de las células SN56 a través del la prueba del MTT.

Utilizamos la prueba del MTT para evaluar la supervivencia celular después de 24 h'y
14 dias de exposicidn a concentraciones crecientes de CPF. La prueba del MTT mostro a partir
de las concentraciones de 30 UM y 1 UM, respectivamente, una clara reduccion concentracion-

dependiente en la viabilidad celular en comparacion con células tratadas con vehiculo (control)

(Figura 6).
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Figura 6. Efecto sobre la viabilidad celular tras 24 h y 14 dias de exposicidn a concentraciones
crecientes de CPF. Los datos representan la media = DS de 3 experimentos independientes en
triplicado. ***p<0.001 comparado con el control. ¥%%p<0.001 comparado con el tratamiento
de CPF.
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No observamos efectos en la reduccién de la viabilidad celular después de 24 h 'y 14 dias
de tratamiento de células SN56 silenciadas para ChAT. Por otra parte, después de la exposicion
a largo plazo a CPF, el tratamiento de los cultivos con ACh (108-10* M), no indujo un efecto
significativo con respecto a los controles. Sin embargo, después del tratamiento con CPF de
células SN56 silenciadas para AChE observamos una reversion parcial de la reduccion de la
viabilidad celular (Figura 6). La transfeccion de células con ARN de silenciamiento control no
produjo ningun efecto sobre la viabilidad celular (Figura 7C). No hubo diferencia significativa
entre los datos de las células tratadas con vehiculo y las células sin ningln tratamiento.
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Figura 7. Efecto sobre la viabilidad celular y sobre la expresion génica de la ChAT y la AChE
tras su silenciamiento. Silenciemiento de (A) AChE y (B) ChAT detectado por QPCR tras
48 de la transfeccion. (B) Efectos del silenciamiento de ChAT y AChE sobre la viabilidad
celular determinados por medio del test de MTT. Los datos representan la media £ DS de 3
experimentosindependientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.

Por otra parte utilizamos la prueba de MTT para evaluar la implicacion del estrés

oxidativo y de los genes AChE, P75N™ y o7-nAChR en la supervivencia celular tras el
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tratamiento durante 24 h y de 14 dias a la concentracion de 30 uM de CPF con o sin NAC (1
mM). La prueba del MTT tras 24 h y tras 14 dias de incubacion del cultivo celular con CPF
mostré una reduccion de la viabilidad celular en comparacion con células tratadas con vehiculo
(control). No observamos ningln efecto sobre la viabilidad celular después del tratamiento a
corto y largo plazo con NAC (1 mM). EIl tratamiento con NAC de células SN56 silenciadas
individualmente para a7-nAChR, revirtié parcialmente la muerte celular inducida por el

silenciamiento de o7-nAChR (Figura 8).

Ademas, tras 24 h y 14 dias de tratamiento con CPF de células SN56 silenciadas para
07-NAChR 0 con sobrexpresion de P75N™R, observamos una reduccion significativa en la
viabilidad celular, que fue en el caso de a7-nAChR, mayor que la observada tras su
silenciamiento o tras el tratamiento con CPF individualmente. Por otra parte, después del co-
tratamiento con NAC y CPF a corto y largo plazo de células SN56 con sobrexpresion para
P75NTR o de las células SN56 sin transfectar observamos una reversion parcial de la reduccion
de la viabilidad celular en comparacion con el tratamiento con CPF individualmente y esta
reversion fue menor en el caso de las células con sobrexpresion de P75NTR, Ademas, después
del co-tratamiento con NAC y CPF a corto y largo plazo de las células SN56 silenciadas para
AChE observamos una reversion de la reduccion de la viabilidad celular en comparacion con
el tratamiento de CPF individual, pero no por completo (Figura 8). La transfeccion de células
con ARN de silenciamiento o con plasmido vacio control no produjo ningun efecto sobre la

viabilidad celular (Figura 9A).
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Figura 8. Determinacion por el ensayo del MTT del efecto del estrés oxidativo, a7-nAChRs,
AChE y P75NTR sobre la viabilidad celular de células SN56 tratadas con CPF (30 uM) durante
24 h o 14 dias. Los datos representan la media + DS de 3 experimentos independientes en
triplicado. ***p<0.001 comparado con el control ###p<0.001 comparado con el tratamiento
de CPF. 4&&p<0.001 comparado con el silenciamiento de a7-NAChRs. ™p<0.001 comparado
con la sobrexpresion de P75NTR,
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Figura 9. (A) Efectos del silenciemiento de a7-nAChRs y AChE o de la sobrexpresion de
P75NTR sobre la viabilidad celular determinados por medio del test de MTT. (B) Silenciamiento
de AChE y ChAT o sobreexpresion de P75NR detectado por QPCR tras 48 h de la transfeccion.
Los datos representan la media £ DS de 3 experimentos independientes en triplicado.
***p<0.001 comparado con el control.
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5.2. Evaluacién de la muerte celular mediante el método LDH.

Utilizamos el ensayo de LDH para evaluar la supervivencia celular después de 24 h 'y
14 dias de exposicion a concentraciones crecientes de CPF. EI LDH se libera a partir de células
como resultado de la pérdida de integridad de la membrana plasmatica y es indicativo de la
induccion del mecanismo de muerte celular por necrésis. Observamos un aumento de la
liberacion de LDH al medio en una forma concentracion-dependiente tras 24 h y 14 dias de
exposicion a CPF a partir de las concentraciones de 50 uM y 20 uM, respectivamente, en
comparacion con las células tratadas con vehiculo (control) (Figura 10). Por otra parte, después
del tratamiento con CPF de células SN56 silenciadas para AChE también observamos una
reversion parcial en la liberacion de LDH (Figura 10). No hubo diferencia significativa entre

los datos de las células tratadas con vehiculo y las células sin tratamiento.
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Figura 10. Efecto sobre la viabilidad celular tras 24 h y 14 dias de exposicion a concentraciones
crecientes de CPF medido a través del ensayo del LDH. Los datos representan la media = DS
de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
&&&1<0.001 comparado con el tratamiento de CPF.
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5.3. Efecto sobre la actividad de las caspasas 3/7.

El CPF activo las caspasas en las células SN56 después del tratamiento durante 24 h 'y
14 dias de una manera concentracion-dependiente a partir de las concentraciones de 30 uM y 1
KM, respectivamente, en comparacion con el grupo control. Después del tratamiento a 24 h 'y
14 dias con CPF de las celulas silenciadas para AChE se activaron las caspasas 3/7 de una
manera dependiente de la concentracion a partir de las concentraciones de 30 uM y 1 uM,
respectivamente, en comparacion con el grupo de control y pero este aumento fue menor que
el observado después del tratamiento con CPF individualmente (Figurall) indicando una
reversion parcial de este efecto. Sin embargo, el silenciamiento de ChAT no fue capaz de
atenuar la disminucién de la activacion de las caspasas después del tratamiento con CPF

individualmente durante 24 h y 14 dias.
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Figura 11. Efecto sobre la viabilidad celular tras 24 h y 14 dias de exposicion a concentraciones
crecientes de CPF medido a través del ensayo del LDH. Los datos representan la media = DS
de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p < 0.001 comparado con el control.
&&&1<0.001 comparado con el tratamiento de CPF.
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5.4. El analisis de PCR en tiempo real

Después de la incubacion durante 24 h y 14 dias con diferentes concentraciones de CPF
en células SN56, se midio la expresion de las variantes R y S de la AChE, encontrandose que
éstas se indujeron de manera significativa en una manera concentracion-dependiente (Figuras

12A y 12B, respectivamente).
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Figura 12. Efecto sobre la expresién génica de (A) AChE-S y (B) AChE-R tras 24 h y 14 dias
de exposicién a concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media £ DS de 3
experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
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Por otra parte, la expresion de CHT se redujo después de la exposicion a largo plazo a
CPF a partir de la concentracion de 1 puM (Figura 13). Sin embargo, la expresion de ChAT y

VAChHT no se vieron afectadas a ninguna concentracion y tiempo de exposicion.
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Figura 13. Efecto sobre la expresion génica de CHT tras 24 h y 14 dias de exposicién a
concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media £ DS de 3 experimentos

independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.

Ademas, observamos que se indujo y se disminuyd de manera significativa la expresién
génica de P75N™R y a7-nAChR, respectivamente, de una manera concentracion-dependiente

(Figura 14A 'y 14B).
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Figura 14. Efecto sobre la expresion genica de (A) P75N™R y (B) 07-nAChR tras 24 h y 14 dias
de exposicién a concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media + DS de 3
experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.

Ademas, el silenciamiento de a7-nAChR indujo un aumento de la expresion genica de
AChE-S y AChE-R, aunque la sobreexpresion de P75N™R no indujo ningln efecto (Figura 15A
y 15B). El tratamiento con NAC de las células SN56 no transfectadas no indujo una alteracion
en la expresion de AChE-S o AChE-R, pero el co-tratamiento con NAC y CPF de las células
silenciadas para a7-nAChR atenué de forma parcial la sobreexpresion de AChE-S o AChE-R.

Después de 24 h y 14 dias de tratamiento con CPF de células SN56 silenciadas para a7-nAChR
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o con sobrexpresion de P75NTR  se observo un mayor incremento en la expresion de AChE-S o
AChE-R que el producido después del tratamiento individual con CPF o después del
silenciamiento a7-nAChR, en el caso de a7-nAChR. Por otra parte, el co-tratamiento con NAC
y CPF produjo una atenuaciéon en el incremento de la expresion génica de AChE-S y AChE-R

observado despues del tratamiento individual con CPF, pero no fue completa (Fig. 15A y 15B).
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Figura 15. Efecto del estrés oxidativo, o7-nAChRs y P75NTR sobre la expresion génica de (A)
AChE-Sy (B) AChE-R tras 24 h y 14 dias de exposicion a CPF (30 uM). Los datos representan
la media £ DS de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el
control. ##p<0.001 comparado con el tratamiento de CPF. &4p<0.001 comparado con el
silenciamiento de a7-nNAChRs.
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Por ultimo, se observo después de la exposicion aguda (de 0,01 uM) y a largo plazo (de
0,01 uM) a CPF, una reduccion en la expresion de los genes PSD95 y SYP dependiente de la
concentracion (Fig. 16A y 16B), pero s6lo hemos encontrado una reduccion de la expresion de
SPN y NMDANRL1 dependiente de la concentracion después de la exposicion aguda a partir de
la concentracion de 0,1 UM de CPF y después de la exposicion a largo plazo a partir de la

concentracion de 0,01 uM de CPF (Fig. 17C y 17D).
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Figura 16. Efecto sobre la expresion génica de (A) PSD95 y (B) SYP tras 24 h y 14 dias de

exposicion a concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media £ DS de 3

experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
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Figura 17. Efecto sobre la expresion génica de (A) SPN y (B) NMDAR1 tras 24 hy 14

dias de exposicion a concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media = DS

de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.

La transfeccion de células con ARN de silenciamiento control no mostré ninguin efecto

sobre la expresion génica de ChAT (Figura 7A), AChE (Figura 7B) y a7-nAChR (Figura 10B),

pero el silenciamiento de ChAT y AChE y o7-nAChR caus6 grandes reducciones en la

expresion del gen ChAT (Figura 7A), AChE (Figura 7B) y a7-nAChR (Figura 9B). La

transfeccion con el plasmido de expresion con P75NTR increment6 la expresion de P75NTR

(Figura 9B).
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5.5. El analisis de PCR Array en tiempo real

Después de la incubacion durante 24 h y 14 dias con concentraciones de 0,01 uM y 30
UM de CPF en células SN56, se analizo el perfil de expresion génica de las vias de muerte por
necrosis y apoptosis mediante un PCR array. El perfil de expresion génica en células tratadas
con CPF fue significativamente diferente de los cultivos control. Los resultados muestran que
después de 24 h y 14 dias de exposicion a una concentracion de 0,01 uM de CPF s6lo se indujo
la expresion de los genes proapoptéticos TNF, TNFRSF1A, TNFRSF10A, TNFRSF11B, los
genes antiapoptoticos TRAF2, BICR2 y BIRC3 y los genes relacionados con el proceso de

necrosis MAG, S100A7A y KCN1P1 (Tabla 10).

Por otra parte, después de 24 h de exposicidn a una concentracion de 30 uM de CPF, 27
genes fueron sobreexpresados y en 5 genes se redujo su expresion por encima o por debajo de
1,5 veces, respectivamente, en comparacién con el control (Tabla 11). Ademas, después de la
exposicion durante 14 dias a una concentracion de 0,01 uM de CPF se observo el mismo efecto
que a las 24 h de exposicion a esta dosis, pero tras 14 dias a una concentracion de 30 uM de
CPF, 43 genes fueron sobreexpresados y 7 genes redujeron su expresion por encima o por

debajo de 1,5 veces, respectivamente, en comparacién con el control (Tabla 11).

-120 -



Tabla 10. Perfil de expresidon génica de las principales vias de muerte tras el tratamiento a
concentraciones de 0,01 uM y 30 uM de CPF durante 24 h en celulas SN56. En azul y rojo se
reprenta los genescuya expresion es reprimida o sobreexpresada respectivamente 2 vecespor

encima del 100%.

N de veces de doblado del N de veces de doblado del
Notbe N de referencia del banco de 100% Notbie N de referencia del bancode 100%
gENeS gENeS

00M | 30uM 00yM | 30uM
IABL1 INM 005157 11 123 [FOXII INM 012188 112 0,07
AKT1 INM 005163 1,02 105 |GAA INM_000152 1,09 1,19
IAPAF] INM 001160 1,15 1528 |GADD43A INM._001924 L1 24
IAPP INM 000434 1,162 141*  |GALNTS INM_ 014568 1,03 1.05
ATG12 INM_004707 117 113 |GRB2 INM_002086 1,06 1,09
IATG16L1 INM 017974 1212 1,16*  [HSPBAPI INM 024610 1,05 1132
IATG3 INM 022488 1,04 L1 HIT INM_002111 1.06 128
ATGS INM 004849 101 121*  [[ENG INM_000619 1,07 108
ATGT INM 006395 1,04 104 [IGF1 INM_000618 1,01 114
IATPAV1G2 INM_130463 1,02 102 [IGFIR INM_000875 1.02 1,09
[BAX INM 004324 1,08 1568 NS INM_000207 1,07 1P
[BCL2 INM_000633 1,10t 115 [RGM INM_001145803 1,13 128
BCL2AL INM 004049 1,02 104 |IPH3 INM._020635 1,09 1,06
BCL2L1 INM 138578 1,13 123 [KCNIP1 INM 014392 1518 3212
IBCL2L11 INM_006538 101 1318 MAG INM_002361 L1 1692
BECNI INM 003766 1,03 106 [MAPILC3A INM._ 181509 1,08 235
BIRC2 INM 001166 1,72 143 MAPKS INM_002750 107 LI
BIRC3 INM 001165 1,69 -39 MCLI INM_021960 1,148 117
[BMF INM 033503 106 106 [NFKB1 INM_003998 1,02 1,06
Clorf159 INM 017891 11% 1160 INOL3 INM_003946 1,03 1,04
CASP1 INM 033292 1,08 2218 |ORI0I3 INM_001004467 1,01 107
CASP2 INM 032982 1.01 109 [PARPI INM_001618 1112 1,03
CASP3 INM 004346 1,05 157 [PARP INM._005484 1,06 1,01
CASP6 INM 032992 1,06 125 [PIK3C3 INM 002647 107 105
CASPT INM_ 001227 1,02 131 PVR INM_006503 1,06 1,102
CASPY INM 001229 1,01 169  [RAB2S INM._020387 1,03 1,02
CCDC103 INM 213607 107 105  [RPS6KBI [NM_003161 127 131
CD40 INM 001250 1,08 3318 [S100ATA INM_176823 L1 24T
CDAILG INM. 000074 106 3560 |SNCA INM_000343 1,06 128
CFLAR INM 003879 1,12 111 [SPATAI INM_006038 1122 2412
COMMDA4 INM 017828 1,02 1,02 |SQSTM!I INM_003900 LI7 1,1
CTSB INM 001908 1,13 105 [SYCP2 INM_014258 1,03 1,66
CTSS INM 004079 1,08 104 [TMEMST INM._018202 L1 1,15
CYLD INM 015247 1,12 1,08 [INF INM_000594 153 1,69
IDEFB1 INM 005218 101 101 [INERSF10A INM 003344 1,618 1,78
IDENND4A INM 005848 1,03 133  [INFRSF1IB INM._002546 2,018 237
IDFFA INM._004401 1,05 1,09 [TNFRSFIA INM_001065 1,75 19
IDPYSL4 INM_ 006426 101 105 [TP53 INM_000546 1,10 1,67
[EIFSB INM 015904 1.03 133 [TRAR INM_021138 11k NV
[ESR1 INM 000125 1,04 107 |TXNL4B [NM_017853 1.01 1,69
FAS INM_ 000043 1,02 2318 [ULK1 INM_003565 1,02 1,04
FASLG INM 000639 106 113 [XIAP INM_001167 1,03 101
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Tabla 11. Perfil de expresion génica de las principales vias de muerte tras el tratamiento a
concentraciones de 0,01 uM y 30 uM de CPF durante 14 dias en células SN56.En azul y rojo
se reprenta los genes cuya expresion es reprimida o sobreexpresada respectivamente 2 veces

por encima del 100%.

N de veces de doblado del N de veces de doblado del
N de referencia del bancode 100% N de referencia del banco de 100%
Nombre Nombre

genes gENes

B 0.01M 30uM N 0.01uM 30uM
ABL1 INM_005157 1,15 1322 [FOXII INM_012188 1,15 LI
AKT1 INM_005163 107 108 |GAA INM 000152 1,04 132
APAF1 INM_001160 11§ 156 |GADD4SA INM_001924 1142 L
APP INM_000484 1,19 1312 |GALNTS INM_014568 1,06 -1.64
ATGI2 INM_004707 11§ 1,4*  |GRBl INM 002086 1,04 151
ATGI6LL INM_017974 119 133 [HSPBAP1 INM_024610 1,07 1,69
ATGI INM_022488 1,07 1198 HIT INM_002111 1,03 113
ATGS INM_004849 1.4 1622 |[[FNG INM 000619 1,05 1,02
ATGT INM_006395 1,03 184 [IGF1 INM_000618 1,06 1,16*
ATPOV1G2 INM_130463 1,01 159 [IGFIR INM_000875 1,03 1,03
BAX INM_004324 1,09 2690 [IN§ INM_000207 1,06 LI
BCLI INM_000633 113 1198 |IRGM INM_001145803 1,10b 1.2¢*
BCL2AL INM_004049 1,05 1,08 |IPH3 INM 020655 1,05 138
BCLIL1 INM_138378 1,08 117 [KCNIPI INM 014392 160 367
BCLILII INM_006538 1,07 138 IMAG INM_002361 INAS -342
BECNI INM_003766 1,07 109 MAPILC3A INM_181509 1,04 142
BIRC2 INM_001166 1,36 -1,62  [MAPKS INM_002750 1,02 1210
BIRC3 INM 001165 1,822 -5 MCLI INM_021960 1._10b 1,29
BMF INM_033303 1,09 195 NFKBI INM 003998 1,03 1,07
Clorfl59 INM_017891 112 376 NOL3 INM_003946 1,06 1,02
CASP] INM 033292 1,02 219 [ORI013 INM_001004467 1,05 367
CASP2 INM_032982 103 1,13 [PARP1 INM 001618 L1 174
CASP3 INM 004346 1,07 1,722 [PARP) INM 003484 1,02 1.81°
CASP6 INM 032992 1,04 1,23 [PIK3C3 INM_002647 1.0 118
CASPT INM_001227 1,03 11 [PVR INM 006305 1,08 149
CASPY INM_001229 1,06 1,68 [RABLS INM_020387 1,04 1,04
CCDC103 INM_213607 113 131*  [RPS6KBI INM_003161 1,158 119
CD40 INM_001250 1,08 448 [S100ATA INM_176823 18 ONES
CD4LG INM_000074 1,06 31g* [SNCA INM_000345 1,03 1,29
CFLAR INM_003879 121 1,278 |SPATA2 INM_006038 1,100 1.36*
COMMD4 INM_017828 1,02 2122 |SQSTMI INM_003900 1,12¢ L1¢
CTSB INM 001908 1,13 25 [SYCR2 INM 014258 1,08 167
CTSS INM_004079 1,05 126 |TMEMST INM 018202 L1 124
CYLD INM_015247 1,100 11*  [INF INM 000394 1,56 1.66°
DEFBI INM_005218 1,04 193 |TNFRSF10A INM_003844 172 1,79
DENND4A INM_005848 101 135" [TNFRSF1IB INM_002546 2,14 3,-35k
DFFA INM_004401 1,03 1,03 TNFRSFIA INM_001065 133 1912
DPYSL4 INM_006426 1,06 281 TP53 INM_000346 118 1,85
EIFSB INM_015904 101 133 [TRAR INM 021138 LI 314
ESR1 INM_000125 1,02 1,01 TXNL4B INM_017853 L1l 1,69
FAS INM_000043 1,05 136 |ULKI INM_003565 1,09 1,02
FASLG INM 000639 1.03 146 [XIAP INM 001167 1,06 1,04
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5.6. Determinacién de la actividad de la AChE

Se evaluo la actividad de la AChE en el lisado de células SN56 tras la exposicion a
concentraciones crecientes de CPF durante 24 h y 14 dias. Se observd una disminucion
significativa en la actividad de AChE a partir de las concentraciones de 10 uM y 1 uM tras 24
h y 14 dias de exposicion, respectivamente (Figura 18). El efecto del CPF sobre la actividad
AChE podria estar enmascarado por la pérdida de células, pero dado que los resultados se
normalizaron con la concentracion de proteinas, la reduccion de la actividad AChE parece ser

debida a un efecto directo del CPF sobre esta enzima.
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Figura 18. Efecto sobre la actividad de la AChE tras 24 h y 14 dias de exposicion a
concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media £ DS de 3 experimentos
independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.

5.7. Determinacion de la actividad de la ChAT

La actividad de la colina acetiltransferasa en las células SN56 se midi6 despues de 24 h

y 14 diasde exposicion a concentraciones crecientes de CPF. La actividad de la colina

acetiltransferasa no se vio afectada en ninguna concentracion y tiempo de exposicion.
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5.8. Medicion de los niveles de acetilcolina

Los niveles de ACh se evaluaron en el sobrenadante del cultivo de células después de
24 hy 14 dias de exposicion a concentraciones crecientes de CPF. Los niveles de ACh se
incrementaron significativamente después de 24 h de exposicion CPF a partir de la
concentracion de 10 M. Por otra parte, después de la exposicion a largo plazo a CPF los niveles

de ACh se redujeron a partir de la concentracion 1 uM (Figura 19).
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Figura 19. Efecto sobre el contenido de ACh tras 24 h y 14 dias de exposicién a
concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media £ DS de 3 experimentos
independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.

5.9. Ensayo de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se midio en las células SN56 después de la exposicion durante
24 h'y a largo plazo a concentraciones crecientes de CPF. El tratamiento con CPF indujo un
aumento en los niveles de MDA en una manera dependiente de la concentracion desde las
concentraciones de 30 uM y 1 UM respectivamente, en comparacion con el grupo control, lo

que indica el aumento de la peroxidacion lipidica (Figura 20A). Por otra parte, el tratamiento
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con NAC o la sobreexpresion de P75N™ no indujo un aumento en los niveles de MDA. El
silenciamiento de a7-nAChR indujo un aumento de los niveles de MDA. Ademas, después del
tratamiento durante 24 h y 14 dias con CPF (30 uM) de las células silenciadas para o7-nAChR
0 con sobrexpresion de P75NTR, se observo un mayor incremento de los niveles de MDA que el
producido después del silenciamiento de o7-NAChR o la sobreexpresion de P75NTR,
respectivamente, o después del tratamiento solo con CPF. Por altimo, el co-tratamiento con
CPF y NAC a corto y largo plazo de células sin transfectar produjo una atenuacion completa
del aumento de los niveles de MDA observados después del tratamiento individual con CPF

(Figura 20B).
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Figura 20. Efecto sobre el contenido de MDA tras 24 h y 14 dias de exposicion a
concentraciones crecientes de CPF (A). Efecto de o7-nAChRs y P75N™R sobre el contenido de
MDA tras 24 h y 14 dias de exposicion a CPF (30 uM). Los datos representan la media + DS
de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
##1<0.001 comparado con el tratamiento de CPF. %%%p<0.001 comparado con el
silenciamiento de a7-nNAChRs.
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5.10. Medicion de los niveles de peroxido de hidrogeno

El H20> es un subproducto metabolico de oxigeno reactivo que sirve como un regulador
clave de una serie de estados relacionados con el estrés oxidativo. Después de 24 h y 14 dias de
tratamiento con CPF, el contenido de peroxido de hidrogeno aumenté de una manera
dependiente de la concentracion desde las concentraciones de 30 UM y 1 UM, respectivamente,

en comparacion con el grupo control (Figura 21A).
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Figura 21. Efecto sobre el contenido de H:O: tras 24 h y 14 dias de exposicion a
concentraciones crecientes de CPF (A). Efecto de a7-nAChRs y P75NTR sobre el contenido de
H20> tras 24 h y 14 dias de exposicion a CPF (30 uM). Los datos representan la media + DS de
3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
##1<0.001 comparado con el tratamiento de CPF. %&%%p<0.001 comparado con el

silenciamiento de a7-NAChRS.
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El tratamiento con NAC o la sobrexpresion de P75N™R no indujo ningtn efecto sobre el
contenido de H20.. Por otra parte, el silenciamiento de o7-nAChR indujo un aumento del
contenido de H20,. Ademaés, después del tratamiento con CPF (30 puM) durante 24 h'y 14 dias
de las células silenciadas para a7-nAChR o con sobrexpresion de P75NTR, se observo un mayor
incremento del contenido de H2O2 que el producido tras el silenciamiento individual de az-
NnAChR o la sobrexpresion de P75NTR, respectivamente, o después del tratamiento individual
con CPF. Finalmente, el co-tratamiento con CPF y NAC a corto y largo plazo de las células sin
transfectar produjo una atenuacién completa del aumento del contenido de H20. observado

después del tratamiento individual con CPF (Figura 21B).

5.11. Efecto de la CPF sobre la densidad de las espinas dendriticas

El tratamiento con CPF induce tras la exposicion durante 24 h (desde 1 uM) y 14 dias
(desde 0,1 uM), de forma concentracién-dependiente, una reduccién en el nimero espinas
dendriticas por longitud de neurita, en comparacion con los controles en neuronas SN56 (Figura
22). No hubo efecto del tratamiento sobre el tamafio medio de soma o el numero de neuritas

por neurona.
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Figura 22. Efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas tras 24 h y 14 dias de exposicion
a concentraciones crecientes de CPF. Los datos representan la media = DS de 3 experimentos
independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

-128 -



6. DISCUSION

Los resultados de nuestra investigacion demuestran que el CPF induce tras exposicion
aguda (desde 30 uM) y a largo plazo (desde 1 uM), muerte celular, concentracion-dependiente,
en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal. Estos resultados son similares a los
descritos en trabajos anteriores tras la exposicién aguda (Rush et al., 2010), aunque las
concentraciones a partir de la cuales se indujo la muerte celular tras 14 dias de exposicion a
CPF fueron menores que las que se ha descrito previamente que inducian la muerte celular en
la region CAL de cortes de hipocampo tras 8 dias de tratamiento del cultivo con CPF (desde
100 uM), lo que podria ser debido al hecho de que esta concentracidn era la mas baja evaluada
(Terry et al., 2003). Se observo la activacion de las caspasas 3/7 en el mismo intervalo de
concentraciones, lo que confirma los resultados obtenidos de viabilidad celular y sugiere que la
apoptosis es uno de los mecanismos de muerte que intervienen en la reduccion neuronal
observada. Estos resultados son similares a los descritos en trabajos previos que mostraban que
el CPF induce la muerte celular a través de la apoptosis (Coughlan et al., 2004; Ki et al., 2013;
Saez-Valero et al., 1999). Ademas, la exposicion aguda (desde 50 uM) y a largo plazo (desde
20 puM) a CPF induce, de manera concentracion dependiente, necrésis en las neuronas
colinérgicos SN56 del prosencéfalo basal, como se observa a través de la liberacion de LDH.
Estos resultados son apoyados por trabajos previos que mostraron que el CPF induce necrosis

neuronal tras exposiciones agudas y a largo plazo (Kammon et al., 2010; Nasr et al., 2016).

Por otra parte, evaluamos la expresion de los principales genes que regulan las rutas
de muerte celular para entender mejor los mecanismos de induccion de la muerte. Nuestros
resultados mostraron que tras la exposiciéon aguda y a largo plazo a CPF (0,01 uM) solo se

observo una induccién en la expresion de los genes pro-apoptoticos TNF, TNFRSF1A,
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TNFRSF10A, TNFRSF11B, de los genes anti-apoptoticos TRAF2, BICR2, BIRC3 y de los
genes relacionados con el proceso de necrosis MAG, S100A7A y KCN1P1. La apoptosis se
activa a través de la via extrinseca cuando los estimulos extracelulares y las citoquinas CD40L,
FASLG, TNFSF10 y los receptores TNF-a activados por citoquinas, incluyendo los receptores
FAS vy los receptores de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (RFNTs) como
TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFRSF10B y CD40, son activados (Davies et al., 2004; Thorburn,
2004), aungue los inhibidores de la apoptosis BIRC3 y BIRC2, a través de TRAF2, pueden
impedir su activacion (Mahul-Mellier, 2012). De acuerdo con esto, el CPF podria activar la
muerte celular a través de la via extrinseca, aunque fue bloqueada por la activacion de los
inhibidores de la apoptosis. Por otra parte, los genes MAG y S100A7A se han relacionado con
la induccion de necrosis (Hitomi et al., 2008) y se ha descrito que la expresién de KChIP1
desempefia un papel protector contra la muerte celular (necrosis y apoptosis) y la reduccion de
su expresion conduce a la induccion de muerte celular por necrosis (Del Pino et al., 2015b). Por
lo tanto, la sobreexpresion de KChIP1 tras la exposicion a CPF podria ser un mecanismo de

proteccién contra la lesion celular producida por el CPF.

Ademas, la exposicion aguda (30 uM) a CPF produjo un incremento mayor o inferior
a 1,5 veces la expresion de 29 genes relacionados con la apoptosis y necrosis. Nuestra
investigacion mostré que el CPF aumento la expresion de CD40, CD40LG, FAS, FASLG, TNF,
TNFRSF10A, TNFRSF1A, TNFRSF11B, lo que probablemente condujo a induccién de la
apoptosis a través de la via extrinseca. EI CPF también aumento la expresion de TRAF2 y
disminuyd la expresion de los genes antiapoptoticos BIRC3 y BIRC2, lo cual permite la
activacion de caspasas, que a su vez incrementaron su expresion. Ademas, el CPF indujo la
expresion de GADD45A y TP53. Se ha demostrado que la via de P53-GADD45A desempefia

un papel principal en el control de la detencion del ciclo celular en G2-M tras el dafio producido
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por ciertos agentes sobre el ADN (Wang et al., 1999; Jin et al., 2002), por lo que su induccién
podria conducir a la detencién del ciclo celular. EI CPF también aument6 la expresion de los
genes proapoptoticos BAX y BCL2L11 y del gen antiapoptotico BCL2LI (Vogler, 2012),
disminuyd la relacion de BCL2/BAX que regula la induccién de apoptosis (Oltvai et al., 1993),
y aumento la expresion de las caspasas CASP1, CASP3, CASP7, CASP9 que ejecutan la
apoptosis, lo cual condujo a la induccion de la apoptosis observada. Ademas, el CPF aumentd
la expresion de los genes relacionados con la necrosis KCN1P1, MAG y S100A7A como
ocurrid a concentraciones mas bajas, lo que indica que la necrosis esta blogueada, como

confirman los resultados de liberacion de LDH.

Finalmente tras la exposicion a largo plazo a CPF (30 uM), ademas del efecto
observado sobre los mismos genes comentados tras la exposicion aguda, se produjo un aumento
de la expresién de los genes ATP6VG2, BMF, CLORF159, CCDC103, COMMD4, CTSB,
STSS, CYLD, DEFB1, DPYSL4, FOXIL1, GRB2, HSPBAP1, JPH3, PARP1, PARP2,
PIK3C3, PVR, TXNL4B, asi como una disminucion de la expresion de los genes GALNTLS5,
OR10J3, KCN1P1, MAG y S100A7A todos ellos relacionados con el control de la induccion
de la necrosis de acuerdo con la investigacion de Hitomi et al. (2008), dando lugar a la induccion
de necrosis como confirman los resultados de liberacion de LDH a esta concentracion de CPF
a largo plazo. Nuestra investigacion indica que el CPF induce la muerte celular de las neuronas

colinérgicas del prosencéfalo basal mediante la participacion de las vias de apoptosis y necrosis.

Por otra parte, hemos observado que tras 24 h de exposicion a CPF (desde 10 puM) se
produce un aumento de los niveles de ACh, asi como una reduccion tras la exposicion a largo
plazo (desde 1 uM). Ademas, el CPF indujo una reduccion de la actividad de la AChE tras la

exposicion aguda (desde 10 uM) y a largo plazo (desde 1 puM). También, la exposicion a largo
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plazo a CPF (desde 1 uM) indujo una reduccion de la expresion génica de CHT, que esta de
acuerdo con la disminucion de la expresion de CHT observada en el prosencéfalo basal de ratas
expuestas a CPF durante 14 dias (Terry et al., 2007). Por lo tanto, el aumento en los niveles de
ACh podria estar relacionado con la inhibicion de la AChE, y su disminucion podria ser debido
a la reduccion de la viabilidad celular, pero como se produjo la disminucion de la expresion de
CHT, ésta es la causa mas probable de la reduccién de los niveles de ACh. Anteriormente se ha
descrito que la ACh juega un papel en la supervivencia celular, a través de la activacion del
receptor colinérgico (Resende & Adhikari 2009), y una reduccion en sus niveles podria
aumentar la muerte celular, siendo éste un mecanismo probable que también podria mediar en
la muerte celular observada en las neuronas colinérgicas tras la exposicion repetida. Sin
embargo, la co-incubacion de ACh con CPF no fue capaz de reducir la muerte celular inducida
por CPF, sugiriendo que otros mecanismos deben estar implicados. A este respecto, se ha
descrito que el CPF es capaz de bloquear los receptores muscarinicos (Howard et al., 2007), lo

que podria explicar el efecto observado en la viabilidad celular.

Ademas, el CPF no afecto la expresion de CHAT y VACHT, aunque la expresion de
AChE-S y R se incrementd tras la exposicion aguda y a largo plazo al CPF (desde 30 uM y 1
UM, respectivamente), lo cual esta de acuerdo con lo descrito en trabajos previos (Jameson et
al., 2007). Algunos estudios han asociado el aumento en la transcripcion de la variante AChE-
R con un papel neuroprotector y de reparacion, mientras que la sobreexpresion de la variante
AChE-S, ya sea por si sola 0 en combinacion con un incremento de la variante AChE-R, se ha
relacionado con la induccion de la apoptosis y necrosis (Greenberg et al., 2010; Zimmermann,
2013; Del Pino et al., 2014). En este sentido, Del Pino et al. (2014), mostraron que la
sobreexpresion de las variantes AChE-R y AChE-S induce apoptosis y mayores niveles de

expresion, necrosis en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, lo cual apoya nuestros
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resultados. Por lo tanto, el aumento de la variante AChE-S podria ser la causa de la muerte
celular apoptdtica y necrotica observada, y el aumento de la variante AChE-R podria ser un
mecanismo neuroprotector frente a los posibles efectos perjudiciales inducidos por la
sobreexpresion de la variante AChE-S. Por otra parte, el silenciamiento de la expresion de la
AChE, pero no el silenciamiento de la expresion de la ChAT, revirtio parcialmente la muerte
celular inducida tanto por necrosis como por apoptosis, como se observd a traves de la
activacion de las caspasas y la liberacion de LDH. En este sentido, se ha demostrado que el
silenciamiento de la AChE reduce la activacion de las caspasas y la liberacion de LDH (Pegan
et al., 2010; Del Pino et al., 2014). Por lo tanto, estos datos apoyan que la sobreexpresion de la
variante AChE-S podria estar implicada en la muerte celular observada en las neuronas
colinérgicas septales tras la exposicion a corto y a largo plazo, aunque otros mecanismos deben

estar implicados.

Por otra parte, nuestros resultados han mostrado que el CPF induce, tras la exposicion
aguda (desde 30 uM) y a largo plazo (desde 1 uM), la generacion de ERO y peroxidacion
lipidica, aumenta la expresion genica de P75N'R y disminuye la expresion de az-nAChR de una
manera concentracion dependiente en la neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal. En
este sentido, se ha descrito que el CPF, tras la exposicion aguda y repetida, eleva ERO y
aumenta los niveles de peroxidacion lipidica, lo cual apoya nuestros hallazgos (Ambali & Ayo
2012; Ambali et al., 2010). Ademas, se ha descrito que la expresion de las proteinas P75N™R y
a7-NAChR se redujo en el prosencéfalo basal de ratas tras 14 dias de exposicion a dosis bajas
de CPF (Terry et al., 2007), aunque nosotros observamos el efecto opuesto sobre la expresion
génica de P75NTR. Una posible explicacion de esta contradiccion es que en la investigacion de
Terry et al. (2007), la concentracion de las proteinas P75N™® no se normalizd con la

concentracion de proteinas totales, y por lo tanto, el valor real de la concentracion de proteina
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P75NTR podria estar enmascarado debido a la reduccion de las neuronas.

Ademas, el silenciamiento de a7-NAChR indujo estrés oxidativo. El tratamiento de las
células silenciadas para o7-nAChR o con sobrexpresion deP75N™R con CPF aumentd el estrés
oxidativo inducido tras el tratamiento con CPF de las células no transfectadas o después del
silenciamiento a7-NAChR o la sobrexpresion P75NTR, respectivamente, lo que sugiere que la
disminucion de la expresion de 07-NAChR y la sobrexpresion de P75NTR por la exposicion a
CPF media parcialmente la generacién de ERO. En apoyo de esta idea, se ha descrito que el
receptor a7-NAChHR elimina los radicales libres (Liu & Zhao, 2004) a través de la activacion de
la ruta NRF2/HO-1 (Egea et al., 2015), y la disminucion en la expresion de a7-nAChR
incrementa la peroxidacion lipidica como resultado del aumento de la produccion de ERO (Qi
et al., 2007), tal y como nosotros hemos observado. ElI P75N™R se ha descrito que induce
resistencia al estrés oxidativo, principalmente mediante el aumento de la sintesis de glutatién
(Mi et al., 2009) y el aumento de la actividad de enzimas eliminadoras de ERO (Goss et al.,
1997), mecanismos que son alterados por el CPF. Ademas, la reduccion de la expresion de
P75NTR se ha descrito que conduce a una disminucion en la resistencia al estrés oxidativo (Mi
et al., 2009). De este modo, la sobreexpresion observada de P75N™R deberia proteger contra el
estrés oxidativo, efecto que no es observado. Sin embargo, también se ha descrito que el CPF
induce la formacion de proteinas AP (Salazar et al., 2011) que interactian con P75NTR,
conduciendo a la induccion de estrés oxidativo (Perini et al., 2002), por lo tanto, la
sobreexpresion de P75NTR podria aumentar su interaccion con las proteinas AR y, por tanto, la
generacion de ERO. Estos resultados muestran que ambos receptores estan involucrados en la
generacion de ERO, pero otros mecanismos pueden estar implicados. En este sentido, la
alteracion de GSK-3p, que puede ser producida por el tratamiento con CPF (Chen et al., 2012),

podria inducir la generacion de ERO (Guidotti et al., 2015), contribuyendo a este efecto.
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Se ha descrito previamente que en condiciones de estrés oxidativo se incrementa la
transcripcion de las variantes de la AChE (Bond et al., 2006; Hartl et al., 2011). Por otra parte,
el silenciamiento de o7-NAChR aumento la expresion de las variantes de la AChE y el
tratamiento antioxidante de las células silenciadas para a7-nAChR atenud parcialmente la
sobreexpresion de las variantes de la AChE, lo que sugiere que a7-nNAChR modula de forma
parcial la expresion de las variantes de la AChE a través del estrés oxidativo. El tratamiento
con CPF de las células silenciadas a7-nAChR o con sobrexpresion de P75N™R produjo un mayor
incremento en la induccion de la sobreexpresion de las variantes de la AChE. El co-tratamiento
con CPF y NAC atenu0 parcialmente la sobreexpresion de las variantes de la AChE. Estos
resultados sugieren que la sobrexpresion de P75N™® media de una manera indirecta la
sobrexpresion de las variantes de la AChE, posiblemente a través de la induccion de estres
oxidativo y que otros mecanismos, ademas del estrés oxidativo, deben estar implicados. En este
sentido, se ha descrito que el CPF bloquea los receptores muscarinicos (Howard et al., 2007) y
se ha descrito que el bloqueo de los receptores muscarinicos M1 aumenta la expresion de estas

variantes (Salmon et al., 2005), lo cual también podria contribuir a este efecto.

Las concentraciones que produjeron la alteracion de la expresion génica de P75N TRy
a7-NAChR y la generacién de ERO son similares a las que previamente se ha descrito que
inducen la muerte celular en estas neuronas (Del Pino et al., 2015c), lo que sugiere que estos
mecanismos podrian estar implicados en este efecto. En este sentido, el silenciamiento de o7-
NAChR indujo muerte celular, pero la pérdida de celulas colinérgicas producida tras el
tratamiento con CPF (30 uM) de células silenciadas para a7-nAChR fue mayor que la producida
tras el silenciamiento de a7-NAChR o el tratamiento de CPF por separado, lo que sugiere que el

receptor o7-NAChRs media parcialmente la muerte celular inducida por el CPF. El
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mantenimiento del fenotipo colinérgico septo-hipocampal es realizado por acciones del
receptor 07-nAChR y se ha descrito que una pérdida de a7-nAChR exacerba las primeras etapas
del deterioro cognitivo y la patologia septo-hipocampal en un modelo de EA en raton
(Hernéandez et al., 2010), lo cual apoya nuestros hallazgos. El tratamiento antioxidante de las
células silenciadas para a7-nAChR revierte parcialmente la muerte celular inducida por el
silenciamiento de a7-nAChR, lo que sugiere que otros mecanismos, ademas de la generacion
de ERO, estan implicados en la induccion de muerte celular por la alteracion de la expresion de
a7-NAChR. Por otra parte, la incapacidad para reducir la muerte celular inducida por el CPF
con la co-incubacion de ACh a diferentes concentraciones con CPF podria ser debida al hecho
de que el CPF disminuye la expresion de a7-nAChR y por lo tanto, las acciones de proteccion
de la ACh fueron bloqueadas, aunque también podria ser debido al bloqueo de los receptores
muscarinicos por el CPF (Howard et al., 2007), ya que la activacion de algunos tipos de
receptores muscarinicos es necesaria para la supervivencia celular (Budd et al., 2003; Budd et
al., 2004; de Sarno et al., 2003; Lindenboim et al., 1995). Ademas, se ha descrito que el estrés
oxidativo puede reducir la union de los agonistas a a7-nAChR (Guan et al., 2003), lo cual

también podria contribuir a este efecto.

Ademas, la sobrexpresion de P75NTR no mostros ningiin efecto sobre la viabilidad
celular, pero el tratamiento con clorpirifos de estas células si que indujo una mayor disminucion
de la viabilidad celular con respecto al tratamiento con CPF individualmente indicando que esta
sobreexpresion incrementa la vulnerabilidad de las neuronas ante agentes toxicos. En este
sentido, se ha descrito que la sobreexpresion de P75NTR, como la que hemos observado, aumenta
la vulnerabilida neuronal y, en particular, de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal,
ante estimulos dafiinos comunes, y que la administracion de anticuerpos de anti-P75N™R reduce

la pérdida de celulas colinérgicas e invierte el deterioro de la memoria espacial (Oh et al., 2000),
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lo cual esta de acuerdo con nuestros resultados. El co-tratamiento con antioxidante y CPF de
las células con sobreexpresion para P75NR atenud parcialmente la disminucion en la viabilidad
de las células producida tras el silenciamiento de P75N™R, lo cual sugiere que otros mecanismos,
ademas de la generacion de ERO, estan implicados en la induccion de muerte celular por la
sobreexpresion de P75NTR. En este sentido, como hemos indicado, el CPF puede inducir la
produccion de proteinas AP que, al interaccionar, pueden inducir la muerte neuronal a través
de la induccion de estrés oxidativo y por otros mecanismos. Ademas, la muerte celular inducida
tras el tratamiento agudo y a largo plazo con CPF (30 uM), fue parcialmente revertida a través
de tratamiento antioxidante. El tratamiento antioxidante de células silenciadas para la AChE
tratadas con CPF (30 uM) no revirtié por completo la pérdida de células colinérgica, lo que

sugiere que otros mecanismos también estan implicados.

De acuerdo con todo lo expuesto anteriormente, otros mecanismos, ademas de los
comentados previamente deben estar implicados en la muerte de estas neuronas por exposicion
al CPF. Se ha descrito que el CPF bloquea los receptores muscarinicos (Howard et al., 2007),
impidiendo la transmision colinérgica, lo que podria mediar el efecto observado en las neuronas
colinérgicas, asi como los déficits cognitivos. A este respecto, los estudios previos in vitro han
demostrado que los agonistas muscarinicos (principalmente M1 y M3, aunque también M4)
promueven la supervivencia celular (Budd et al., 2003; Budd et al., 2004; De Sarno et al., 2003;
Lindenboim et al., 1995). Ademas, se ha descrito que el CPF incrementa la produccion de
proteinas AP (Salazar et al., 2011), Tau y la hiperfosforilacion de GSK-3p (Chen et al., 2012;
Torres-Altoro et al., 2011), las cuales se han relacionado con la induccion de muerte celular en
las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal y en la EA (Kar et al., 2004), siendo también
capaz de mediar este efecto. Se necesitan mas estudios para determinar el resto de mecanismos

a traveés de los cuales se producen estos efectos.
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Estos resultados sugieren que el CPF induce la muerte celular mediada parcialmente
por medio de la generacion de estrés oxidativo, la sobreexpresion de la AChE y P75NR y la
reduccion de la expresion de a7-nAChR. Ademas, nuestros resultados indican que a7-nAChR y
P75NTR indujeron pérdida de células colinérgica en parte a través de la induccion de estrés
oxidativo y que todos estos mecanismos median sus efectos parcialmente a través de la
alteracion de las variantes de la AChE. Lopez-Granero et al. (2013b) describieron que la
exposicion alimentaria cronica a CPF en ratas produjo trastornos cognitivos y emocionales
relacionados con los cambios en las isoformas de la AChE. Por otra parte, se ha descrito que la
sobreexpresion de la variante AChE-S induce muerte de neuronas colinérgicas en el
prosencéfalo basal (Del Pino et al., 2014; Del Pino et al., 2015a). En este sentido, la pérdida de
neuronas colinérgicas de prosencéfalo basal se ha relacionado con déficits cognitivos (Auld et
al., 2002; Kar et al., 2004; Kesner et al., 1989; Madziar et al., 2005; Schliebs, 2005). De hecho,
la gravedad del déficit de memoria esta fuertemente correlacionada con el grado de pérdida de
neuronas colinérgicas (Bierer et al., 1995). Por lo tanto, los efectos observados en las neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal pueden ser, en parte, responsables de los déficits de
aprendizaje y los sintomas similares a los descritos en enfermedades neurodegenerativas

observados tras la exposicion aguda y a largo plazo al CPF.

Por otra parte, se observo que el CPF induce tras la exposicion aguda (desde 1 pM) y
a largo plazo (desde 0,1 uM) una reduccion, concentracion dependiente, en la densidad de las
espinas dendriticas en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal. En este sentido,
se ha descrito que el CPF induce una alteracion en la densidad de las espinas dendriticas en la
corteza prefrontal y el hipocampo tras la exposicion aguda y repetida a dosis subclinicas,
respectivamente (Oostingh et al., 2009; Speed et al., 2012), lo cual apoya nuestros resultados.

La pérdida de espinas dendriticas observada en trastornos neurodegenerativos como la EA,
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afecta principalmente a redes neuronales de importancia critica para la regulacion de los
procesos de memoria y cognicidn, tales como el sistema colinérgico del prosencéfalo basal, las
regiones medias temporales, el hipocampo y muchas areas de asociacion neocortical
(Baloyannis, 2015) induciendo desordenes cognitivos (Hains et al., 2015; Mandolesi et al.,
2008). Ademas, se ha descrito la induccion de trastornos cognitivos a partir de dosis subclinicas
de CPF y a dosis mas bajas de las que producen pérdida de células colinérgicas del prosencefalo
basal (Terry et al., 2003), como sucede con la alteracion de las espinas dendriticas, lo que
sugiere que ambos procesos estan implicados en la induccidn de trastornos cognitivos, a dosis
bajas solo a través de la alteracion de las espinas dendriticas y a dosis mayores a través de

ambos mecanismos.

Ademas, se observd que tras la exposicion aguda (desde 0,01 uM) y a largo plazo
(desde 0,01 uM) a CPF, se produjo una disminucion en la expresion génica de PSD95 y SYP.
Se ha sugerido que SYP juega un papel en la formacion y estabilizacién de las sinapsis (Tarsa
& Goda, 2002), la regulacién de la densidad y la morfologia de las espinas dendriticas (Glantz
et al., 2007; Li et al., 2011). Ademas, se ha descrito que PSD95 juega un papel en la
determinacion del tamafio y la fuerza de las sinapsis (Ehrlich & Malinow, 2004; Garner et al.,
2000), la formacién de las sinapsis (Garner et al., 2000) y la maduraciéon de las espinas
dendriticas (El-Husseini et al., 2000; Nikonenko et al., 2008). Por lo tanto, la alteracion de
ambos genes podria estar implicada en los efectos observados en las espinas dendriticas, siendo
necesarios estudios posteriores para confirmarlo. Nuestros resultados muestran que la expresion
de los genes PSD95 y SYP se alter0 por debajo de la concentracion a partir de la cual la
disrrupcion de la densidad de las espinas dendriticas es evidente, lo que indica que los efectos
nocivos de la exposicion a CPF en las espinas dendriticas podrian iniciarse y detectarse antes

de que sean manifiestos y estos genes podrian ser utilizados como biomarcadores de este efecto.
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Ademas, PSD95 y SYP estan involucrados en la regulacion de la morfologia de las espinas
dendriticas y su alteracion por la exposicion a CPF también podria producir una alteracién de
la morfologia de las mismas, lo cual podria contribuir a los trastornos cognitivos observados.
Por otra parte, sélo se observo una reduccion de la expresion génica de SPN y NMDANR1
concentracion-dependiente tras la exposicion aguda a CPF a partir de la concentracion 1 uM 'y
después de la exposicion a largo plazo a partir de la concentracion 0,1 uM, de igual modo que
se produjo la reduccion de la densidad de las espinas dendriticas, lo que sugiere que la alteracion
de ambos genes se correlaciona directamente con este efecto. En este sentido se ha descrito que
el SPN, una proteina del citoesqueleto clave en la formacién y mantenimiento de las espinas
dendriticas, modula la morfologia de las espinas dendriticas y su numero (Feng et al., 2000) y
un aumento en la densidad de las espinas dendriticas se ha correlacionado con un aumento de
la expresion de este gen (Hu et al., 2008). Ademas, el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA),
también esta implicado en la plasticidad sinaptica, asi como en la regulacion de los procesos de
aprendizaje y memoria (Kannangara et al., 2014) y los antagonistas de este receptor reducen la
densidad de las espinas dendriticas y el crecimiento de las neuritas (Zhang et al., 2016). Se
necesitan mas estudios para determinar la implicacion de estos genes en los mecanismos de

alteracion de la morfologia y la densidad de las espinas dendriticas.

Finalmente, el CPF indujo cambios en las rutas de muerte celular y de plasticidad de
las espinas dendriticas a dosis inferiores a las requeridas para inducir de forma manifiesta estos
efectos. Estos resultados apoyan la idea de que los cambios de expresion génica pueden usarse
como una medida mas sensible de los efectos toxicos en las primeras etapas y a dosis mas bajas,
que la medida de otros indicadores toxicologicos tipicos (Parfett et al., 2013), y que las
alteraciones del perfil toxicogendmico proporcionan una herramienta atil para una

determinacion mas precisa de los mecanismos toxicoldgicos en comparacion con los
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parametros toxicoldgicos tradicionales y para reducir la incertidumbre en el establecimiento del
LOAEL, del NOAEL, o las dosis de referencia (BMD) (Goldberg et al., 2004; Lobenhofer et
al., 2004; Schlecht et al., 2006; Zheng et al., 2011). Por lo tanto, el analisis de los perfiles
toxicogenomicos podria mejorar la evaluacién del riesgo para la salud humana en general, con
respecto a los resultados de las pruebas de toxicidad estandar. Previamente, este enfoque ha
sido empleado en diferentes estudios como el publicado por Lobenhofer et al. (2004), que
analizo in vitro las respuestas transcripcionales a concentraciones muy bajas de estrogeno, lo
qgue confirm6 que las concentraciones de estrogenos inferiores a aquellas que son
fisiolégicamente relevante no indujeron una respuesta transcripcionalmente medible. Ese
umbral de concentracion se conoce como el nivel sin efecto adverso transcripcional observable
(NOATEL). En nuestro estudio, se demostrd que los niveles mas bajos adversos observados
sobre la expresion transcripcional (LOATEL) de CPF en los 12 genes que respondieron fue al
menos de 100 veces menor que el del NOAEL que se basa en la inhibicion observable de la
actividad eritrocitaria de la acetilcolinesterasa en humanos (JMPR, 1999). El examen de los
datos del grupo de 12 genes que respondieron a las dosis mas bajas de CPF nos lleva a proponer
un LOATEL para el CPF de 0,003-0,004 mg/kg/dia. El presente estudio no pudo, por lo tanto,
establecer un nivel sin efecto adverso transcripcional observado (NOATEL) para el CPF. Estos
cambios subclinicos de la transcripcion pueden ser empleados como predictores de los efectos
adversos de la exposicién a compuestos téxicos y por lo tanto ser utilizados para mejorar la
evaluacion de riesgos y la evaluacion de la seguridad. Se requieren mas estudios para confirmar

este LOATEL propuesto.

En funcion de todo lo expuesto, se puede concluir que después de la exposicion aguda

y a largo plazo, el CPF induce a concentraciones subclinicas una reduccion de la densidad de

las espinas dendriticas y a concentraciones mas altas, ademas, induce estrés oxidativo mediado
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parcialmente a través de la alteracion en la expresion de az-NAChR y P75NTR y la muerte celular
en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal a través de mecanismos de apoptosis y
necrosis, dependiendo de la concentracion de la exposicion. La muerte inducida es
independiente de la inhibicion de la AChE y de la alteracidn de la transmision colinérgica, pero
estd mediada en parte por la induccion de estrés oxidativo y la alteracion de la expresion de oz-
nAChR y P75NTR| los cuales a su vez median su efecto en parte por la sobreexpresion de las
variantes de la AChE. La induccion de estos efectos se inicia a partir de concentraciones
menores a aquellas a partir de las cuales son manifiestos, como se observa por las alteraciones
de la transcripcion de genes clave. Nuestros resultados sugieren que los perfiles
toxicogendmicos proporcionan una herramienta sensible para la identificacion y caracterizacion
de los umbrales de toxicidad para los compuestos potencialmente toxicos. Estos efectos podrian
explicar las alteraciones cognitivas, asi como la sintomatologia similar a enfermedades
neurodegenerativas inducida por el CPF. En este sentido, se ha descrito que los mecanismos
que producen la pérdida de células colinérgica del prosencéfalo basal estan involucrados en la
induccion de trastornos cognitivos, 1o que apoya nuestra hipotesis. Son necesarios estudios
posteriores para determinar el resto de mecanismos implicados en estos efectos observados en
las neuronas colinérgicas. Estos resultados son de interés, ya que proporcionan nueva
informacién sobre los mecanismos que median la alteracion de la densidad de las espinas
dendriticas y la muerte celular inducida por el CPF, y porque conducen a una mejor
comprension de algunos de los efectos relacionados con la toxicidad del CPF y ponen de relieve
la necesidad de determinar un nuevo NOAEL y LOAEL, asi como una nueva evaluacion de los

riesgos de este plaguicida.
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7. CONCLUSIONES

(1) Los resultados de nuestra investigacion demuestran que el CPF induce tras la exposicion
aguda (desde 1 uM) y a largo plazo (desde 0,1 uM) una reduccidn, concentracion-dependiente,
en la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo

basal.

(2) ElI CPF induce muerte celular, concentracion-dependiente, por apoptosis y necrosis tras
exposicion aguda (desde 30 UM y 50 uM respectivamente) y a largo plazo (desde 1 uM y 20

UM respectivamente) en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal.

(3) ElI CPF induce cambios en las rutas de muerte celular y de plasticidad de las espinas

dendriticas a dosis inferiores a las requeridas para inducir de forma manifiesta estos efectos.

(4) EL CPF produce un aumento de los niveles de ACh tras 24 h de exposicién (desde 10 uM)
mediado por la reduccion de la actividad de la AChE, asi como una reduccion de los mismos

tras 14 dias de exposicion (desde 1 uM) mediada por la disminucion de la expresion de CHT.

(5) El CPF induce, tras la exposicion aguda (desde 30 uM) y a largo plazo (desde 1 uM), la
generacion de ERO y peroxidacion lipidica, mediada parcialmente por la sobreexpresion de

P75NTR y 1a reduccion de la expresion de a7-nACHR de una manera concentracion-dependiente.

(6) EI CPF induce la muerte celular mediada parcialmente por medio de la generacion de estrées

oxidativo, la sobreexpresion de AChE y P75N™R y 1a reduccion de la expresion de a7-nAChR.

La alteracion de la transmision colinérgica no tuvo efecto sobre la induccion de muerte
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neuronal. Ademas, nuestros resultados indican que todos estos mecanismos median sus efectos

parcialmente a través de la alteracion de las variantes de la AChE.

(7) Estos resultados apoyan la idea de que los cambios de expresion génica pueden usarse como
una medida mas sensible de los efectos tdxicos en las primeras etapas y a dosis mas bajas, que
la medida de otros indicadores toxicologicos tipicos, siendo preferible su uso para la
identificacion y caracterizacion de los umbrales de toxicidad y los mecanismos de accion, y por
lo tanto pudiendo ser utilizados para mejorar la evaluacion de riesgos y la evaluacion de la

seguridad de los compuestos toxicos.

(8) EI examen de los datos del grupo de 12 genes que respondieron a las dosis méas bajas de
CPF nos lleva a proponer un LOATEL para el CPF de 0,003-0,004 mg/kg/dia. El presente

estudio no pudo establecer un NOATEL para el CPF.

(9) Se requieren estudios posteriores para determinar el resto de mecanismos implicados en
estos efectos observados en las neuronas colinérgicas, para confirmar la implicacién de estos
efectos sobre las alteraciones cognitivas in vivo, el LOATEL propuesto y confirmar si es
necesario un nuevo NOAEL y LOAEL, asi como una nueva evaluacion de los riesgos de este

biocida.
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Chlorpyrifos (CPF) is one of the most widely used organophosphates insecticides that has been reported
to induce cognitive disorders both after acute and repeated administration similar to those induced in
Alzheimer’s disease { AD). However, the mechanisms through which it induces these effects are unknown.
On the other hand, the cholinergic system, mainly basal forebrain cholinergic neurons, is involved in
learning and memory regulation, and an alteration of cholinergic transmission orfand cholinergic cell
loss could induce these effects. In this regard, it has been reported that CPF can affect cholinergic

g?; ;‘ﬁﬁibmu Heurons transmission, and alter AChE variants, which have been shown to be related with basal forebrain
Chlorpyrifos cholinergic neuronal loss. According to these data, we hypothesized that CPF could induce basal forebrain

cholinergic neuronal loss through cholinergic transmission and AChE variants alteration. To prove this
hypothesis, we evaluated in septal SN56 basal forebrain cholinergic neurons, the CPF toxic effects after
24 h and 14 days exposure on neuronal viability and the cholinergic mechanisms related to it. This study
shows that CPF impaired cholinergic transmission, induced AChE inhibition and, only after long-term
exposure, increased CHT expression, which suggests that acetylcholine levels alteration could be
mediated by these actions. Moreover, CPF induces, after acute and long-term exposure, cell death in
cholinergic neurons in the basal forebrain and this effect is independent of AChE inhibition and
acetylcholine alteration, but was mediated partially by AChE variants alteration. Our present results
provide a new understanding of the mechanisms contributing to the harmful effects of CPF on neuronal
function and viability, and the possible relevance of CPF in the pathogenesis of neurodegenerative
diseases.

Acetylcholine transferase
Acetylcholine esterase
Acetylcholine

Cell death

High-affinity choline transporter

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction neurotoxicity (Ki et al., 2013 ). Moreover, OP occupational exposure

has been related in human epidemiological studies with neuro-

Chlorpyrifos (CPF) is one of the organophosphate (OP)
insecticides most widely used in agricultural and residential
settings (Richardson and Chambers, 2005). CPF is able to cause
developmental toxicity, immunological abnormalities, and

Abbreviations: Ach, achacetylcholine; AChE, acetylcholine esterase; CHT, high-
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fied Eagle's Medium; FBS, fetal bovine serum; MTT, 3-[4,5 dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromide; BSA, bovine serum albumin; iso-OMPA,
tetraisopropylpyrophosphoramide; PBS, phosphate-buffered saline; OP, organo-
phosphates; CPF, chlorpyrifos; AD, Alzheirmer's disease.
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logical and neuro-behavioral deficits including impairments of
cognition (Hernandez et al., 2015; Rohlman et al., 2011). In this
regard, CPF has been shown to produce learning deficits in rats
after acute and repeated administration similar to those induced in
Alzheimer’s disease (AD) (Lopez-Granero et al.,, 2013b; Middle-
more-Risher et al, 2010; Moser et al., 2005). However, the
complete mechanisms through which CPF induces these cognitive
alterations are unknown.

Cholinergic neurons and their projections are widely distribut-
ed throughout the central nervous system (CNS) with an essential
role in regulating many vital functions, such as learning, memory,
cortical organization of movement and cerebral blood flow control
(Mesulam et al., 2002). CPF toxicity is typically initiated by
inhibition of acetylcholinesterase (AChE) (Rush et al., 2010), with
the consequent alteration of cholinergic neurotransmission, which
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Abstract

Introduction: Chlcrpyrifos (CPF) s an organophosphate insecticide reported fo incuce both after acute and repeated exposure
lzarning and memary dysfuncions, allnough the mechanism is nol complately known. CPF produces hasal forebran chalinerge
neurcnal loss, involvec on leaming and memory regulaticn, which could be the cause of such cognitve disorders. Thig efect was
reported to be mediated through apoptotic procsss, athough neuronal necros s was also described after CPF exposure. Ctnenwdse,
newrcnel denarilic spines were reporled Lo be also involved on leaming and memory process regulation ena their alteration coulg also
centrioute to this effect. In this regard, CPF has been reported to Induce an alteraton in the dendritic spines denstty in the prefrontal
cortex and nippocampus a'er acute and repeated expos.re to subchnical doses respectively, thus thelr alteration in basal forgbran
cholinergic neurons cauld aso mediate cognitive disorders,

Objectives and methods: Accordingly, we nyoothesized that CPF induces basal forebrain chalinergc dendritc spine alteration at
[ow coneenlralions and al higher concanlralions produces necrolic and apaotote cell death. We evaluated in seplal SNSB basal
forebrain chelinergic neurons, the CPF effect after 24 h and 14 days expesure on dendrtic spines, the necrog's inducton and the
aponiatic and necrofic gene expresson pathways.

Results: This study shows that CPF Induces after acuie and long-term exposurs an alteration of dendiitic spines at lower concen-
Tations than which induces cell death. Bvaluation of cell death pathways and genes related to dendritic spine plasticity revealed that
some of them ars allerad at 'ower concenlrations than which produces the effects observed and below the No Observed Adverse
Effect INOAEL).

Conclusions: The present fnaing suggest that the use of gene expression orofile could be a mere sensiive and accurate way o
deemmine the NOAEL.

Keywords: Basal forebran cholinergic neurons, chlorpyrfos, necrosis, apoptosis, dendritic spines, LOATEL, nealth legislation

Resumen

Introduccidn: £l clorpirifos (CPF) es un insecticida organofosicrado que Tas la exposicicn aguda y repetida, induce disiunciones ce
[os procesos de aprendizaje y memeriz, auncue &l mecanismo por el cual se procuce este efecto no se conoce por completo. B
CPF praduce enla region cerebral basal anterlor la pérdida de neuronas colinérgicas, aue participan er la regulac on de los procesos
de aprendizae v la memceria, pudiendo ser esla la causa de teles trastornos cognitivos. Se ha observaco qus este electo esta medi-
ade através del proceso de apootosis, aungue fambien se ha descritc gue se produce necrogis neuronal fras la exposicion a CPE
Por ofra parte, 1ambin se ha demostrado qusa las espinas dendriticas participan en la regulacion de los procescs de aprendizaje v
memoria y su dispeicn lamoién pooria contibur a la alleracion de dchos procesos. Bn esle senioo, se ha descrilo oue gl CPF
altera la densidad de las espinas dendritcas en la coreza prafrontal v el hipocamoo tras la exposicion aguda v repetida a dosis sub-
cinicas, respectivamente, por 1o que su perturbacion en les neurones colinérgicas de fa region basal anteror tambian podria mediar
estos trastomos cognitivos,

Objetivos y métodos: De acuerdo con lo expuesto, nosotros hipotetizamos cue el CPF induce, en las neuronas colinergicas de
[a regién basal antedor, una alleracian de las espinas dendrfiicas a baas conceniraciores y a concentrac ones mas altes produce
muerte celular por apoptosis v necrosls. Bvaluamos en neurcnas colinergicas SNHE de la regon basal anterior, el efecto del CPF
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después de 24 horas y 14 dias de exposicion sobre las espinas dendrilicas, la induccién de necrosls v las viag de expresidn génica
gue meclan la induccien de apoplosis v necrosis.

Resultados: Eslo osiudio domucstra cue of CPF induce, ras la oxposicion aguda v alargo plazo, una alleracion de las espinas den

drilicas, a concanlraciones mas bajas de aquelas alas gue Induce la muerle celulzr La evaluacion de las vias oe muerle celular y los
genes relacionacos con la plasticidad de a espina dendrilica reveld que alguncs de eslos genes eslén aleradoes & concentraciones
mas baas de aguellas a las que producen muerle calular o allaracion de las espinas dendrilicas y por debajo del Nivel sin eleclo
adversa observable INOAEL) .

Conclusiones: El presente studio sugiere que of uso oe perfl de expresion génica podria ser una manera mas sensble y precisa
para & delerminacicn del NOAEL

Palabras clave: Neuroras colingrgicas de la regon basal anlerior basal, cloroinfos, necrosis, apoplosis, espinas dendrilicas,

LOATEL, regulacion sanilaria

Introduction

Chlomyrifos (CPF) is an organcphosphate (OF) insec-
licice widely used in domeslic, agricultural, andg indus-
trial applications’. Human epidemiclogical studies have
related OPs occupational exposure with neurological
and neurc-behavioral deficits including impairments of
leaming and memory process™. In this regard, CPF has
been shown 1o produce leaming deficits In rats, after acu-
te and repeated administration®®. It has been suggested
that Inhioition of cholinesterase activity by CPF could be
Invalved in these effects”. However, human studies of
cceupational exposure to OPs often fail to find a signi-
ficant correlation between blood cholinesterase activity
and neuro-benavioral oeficiis™,

Othenwise, degeneration of septal cholinergic neurons
that project to hippocampus has been linked to memory
deficits that result from cholinergic modulation of hippo-
campal synaptic circuit loss®. Degeneration of septo-hip
pocampal cholinergic neurons, as seen in AD and other
neurodegenerative diseases, results in loss of chalinergic
moculation of septo-hippocampal synaptic cireults that
leads to memory deficits®, In fact, the severity of memory
deficit i strongly correlated with the degree of choliner-
gic cell loss®, Thus, cholinergic neuronal loss in this re-
gion could be related with CPF impairment of memary
function among other actions'.

I this regard, Lopez-Granero et a* reported that chronic
distary exposure in rats produced cognitive and emo-
lional disorders related with changes in ACHE forms. In
addition, Del Pino et &' reported that CPF induced, af-
ler acule and long-lerm exposure, apoplolic cell death
in cholinergic neurcns from the basal forebrain and this
efiect was indepandent of ACHE inhibition and acetylcho-
line level alteration, but was mediated partially by AChE-R
and AChE-S overexpression, supporting the idea that the
cognitive disorders reportad after CPF exposures may be
oraduced by induction of basal forebrain cholinergic cel
loss mediated partially through ACHE forms alteration. In
addition, CPF has also been reporied o induce neuronal
cel dealh through necrosis procass alter CPF acule and
long-term exposure™= =, thus the cel death cbserved
could be also mediated through necrosis induction by
CPE In this regard, previously Del Fino et al' reported

that AChE-R and AChE-S overexpression induces at low
concentraticns apoptosis and necrosis at high concen-
trations in basal forebrain chalinergic neurons, supporting
our hypothesis.

Otherwise, loss of dendrtic spines has been reportad In
neurodegenerative disorcers as AD affecting mostly selec-
tive neuronal networks of critical importance for memory
and cogniten, such as the basal forebrain cholinergic
system, the medial terperal regions, the hippocampus
and many neocortical association areas™ Inducing cogni-
tive disorders™ ™. In this regard, CPF has been reporied
to induce an ateration in the dendritic spines density in
the prefrontal cortex and hippoccampus after acute and
repeated exposure 1o subclnical doses respeactively™ ¥,
Moreover, cognitive discrder has been reporied o be
producs from subclincal doses and from a lower doses
from which basal forebrain cholinergic cell loss has been
reported, as happans with cendritic spines alteration.

According to these data, we hypothesized that CPF In-
duces basal lorebran cholinergic dendritic spine altera-
tion at low concentrations and at higher concentrations
oroducss neuronal oss through necrosis and apoplosis.
The present work intends to study the CPF mechanisms
¢f basal forebrain cholinergic neuronal loss and dendritic
soine alteration, due fo the iImportance of these effects to
explain CPF toxicity on cognitive disorders and neurode-
generative diseasas symptoms like, To reach this aim we
treated with CPF for 24 h or repeatedly for 14 days, wild
type or transfected with siRNA for AChE, SN&E cells from
basal forebrain as an in vitro model of cholinergic neuronal
cells from this region to research the CPF effect on den-
dritic spines and expression of genes involved in dendritic
cutgrowth, the necrotic cell death incluction through ACnE
solice variants afteration and the apoptotic and necrctic
gene expression pathways related to cell death process.

Materials and methods

Chemicals

The compounds chiomyrifos (99.99%), paly-L-lysing,
dibutyryl-cAMP, retincic acid, 3,3-diaminobenzidinetatra-
chloride, anti-microtubule-assaciated protein-2 (MAP-2)
monoclanal antibody and paraformaldehyde were abtal-
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ned from Sigma (Madrid, Spain). All other chemicals were
reagent grade of the highest labaratory purity avallable.

Culture of SN56 cells
SNSE cells, & chalinergic murine neurcblastorma cell line
erived from septal neurons™, were used as a model
of cholinergic neurons from basal forcbrain to evaluate
CPF foxic effects on this speciic type of neurons and the
mechanisms through which they are induced. The cells
were maintained at 37°C and 5% CO, in Dulbecco’s Mo-
dified Fagle's Medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal boving serum (FBS), penicilin/streptomycin, 2 mi
L-glutamine {Sigma, Madlrid, Spain), and 1 mivl sodium
pyruvate. Medium was changed every 48 h”, Differen-
tiation of the cells was achieved by cUlturing for 3 days
witn 1 mM diputyryl-cAMP and 1 uM retinoic acid as des-
cribed™*, which produce morphological maturation and
3-d-fold increase of ChAT activity and acetylchaling leve
in the cells, Differentiated cells have been reported fo be
more sensitve 1o neurcioxic compound that affects cho-
linergic pathways™<",

In order to determine the dendritic spine densily, the ce-
lular lactate dehydrogenate (LDH) content in wild tyoe
and siRNA ACHE transfected cells, the apoptotic ana
necrotic main gene exoression pathways, and the ex-
pregsion of the main genas related with dendritic spines
plasticity, cels were seedad In 6-well plates at a density
of 108 cals/well. Cells were trealed for 24 h or far 14
days with CPF in concentrations betwesn 0.01 pM 1o
70 UM and 0.07 UM 1o 40 PM respectively. Al least 3
replicate wells/treatment were used. A vehicle group was
employed in parallel for each experiment as a control,

In the literature, 10-100 pM chlorpyrifos has been routi-
nely used to study chlorpyrifos toxicity?™*, athough the-
re are not enough data regarding the relative distribution
or coneentration of CPF in human brain after acute and
chronic exposure. In addition, studies have shown that
the blood plasma concentration of CPF from human vo-
lunteers were similar to 0.1 UM, Moreover, whole-body
molar concentrations assacialed with the doses of CPF
(2.5-25.0 mg/ka/day) used in behavioral experiments
have oeen reported 1o be calculated as ranging between
approximately 7.0 and 8.0 to 70.0 and 80.0 UM™, The
NOAEL set for CPF is 0.1 mg/kg bw per day®, which
would be around 0.3 uM concentration in the tissues
according to Temy et aF. The used doses appear 10
De relevant to study the cognitive disorders according
tc all described above. Furthermore, we chose CPF 30
LM concentration, which was the lowest concentration
observed Lo induce cell death after acute exposure ', 10
studly the CPF necrotic and apopltotic mechanisms,

Lactate dehydrogenase (LDH) assay

The necrotic cell death was assessed by measuring the
LOH released Into the cufture medium using Lactate De-
nydrogenase Activity Assay Kit [Sigma-Aldrich, Madrid,

Spain) according to the manufacturer's instructions. Brie-
fly, the culture medium was removed and pipetied into
96-well plates. The Master Mix reagent was added, and
after 3 min colorimetric intensity was determined at 450
nm over every 5 min using a microplate spectrophcto-
meter (Fuoroskan Ascent FL Microplate Fluoremeter and
Luminometer, ThermoFisher Scientific, Madrid, Spain),

Gene knockdown

SN56 cells were fransfected with siRNAs in 6-well plates
{1 x10° cells/well) using HiPerfect Transfection reagent
according 1o the manufacturer's instructions (Qiagen,
Barcelona, Spain). Two sets of sIRNA duplexes (Qiagen,
Barcelona, Spain) homalogous 1o mouse AChE seguen-
ce were designed using the Hi-Performance Design Al-
gorithm (Norvatis AG) and were purchased from Qiagen
{catalog numbers GS11423 &), As a fransfection control,
an Al Stars Negative Control siRNA (Qlagen, Barcelona,
Spain] was used. 48 h after transfection, the efficiency
of sBNA-mediated AChE was cetermined by RT-PCR
using orimers specific for mouse AChE mBNA (Qiagen,
Barcelona, Spain). The effects of ACKE knockdown on
cel inury were tested by LDH cell viability assay. After 24
h of incubation with the siRNAs, the cells were washed
witn PBS and incubated for a further 24 h or 14 days in
culture medium with or without CPF,

Protein determination

Af the end of the treatments, SNS6 cells were washed
with pre-chiled PBS, collected by scrapping, and lysed
using RIPA buffer (Therma Scientific, Madrid, Spain) with
freshly added protease inhibiters cocklall (ThermaoFisher
Scientilic, Madrid, Sgain). After centrifugation at 10,000
x g for 10 min at 4°C, cell lysate supemalant was collec-
ted. Protein concentration was assayed using a BCA kit
(ThermoFisher Scientific, Madrd, Spain) and normalized,

Dendritic spines density determination.

SNEE differentiated cell were suspended in DEMEM mea-
dium. Cells suspension was plated at a density of 106
cel/ml onto poly-L-lysine 0.10 mg/mL coated glass co-
verslips (22 mm diameler) placed in plastic Pstr dishes
(35 mm diemeter) coated with poly-L-lysine. Coverslips
with adhered SNSB cells wers fixed with ce-cold 4% (wiv)
paraformaldehyde for 15 min and then placed into 0.5 M
potassium/PBS (KPBS) unill use, Coverslios were was-
hed three times in KPBS, and cells were permeablized
with 50% ethanol for 1 h and blocked with 10% narmal
goat serum in 0.1% Triton X-100-supplemented KPBS
{0.1% KPBST]. After three 15 min KPBS washas, covers-
ipped calls were then incubatea ovemight in primary anti-
microtubule-associated protein-2  (MAP-2) monoclonal
antibady at 71000 dilution in 0.1% KPBST at 4°C, Thres
washes of 0.1% KPBST was then followed by immersion
for 2 h in secondary anti-mouse artibody conjugated to
piotn (Vector Laboratories) diluted 1:500 in 0.1% KPBST,
washed In 0.1% KPBST, and visualized using Vectasta-
navidin-biotin horseragish peroxidase complex {Mector

26
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Laborateres, Barcelona, Spain) at 1:1000 dilution in 0.1%
KPBST for 1 h before staining with 0.05% fw/v) 3,3-dia-
minobenzidineirachlorce, 0.006% (vA) H,.0,, and 2.5%
{wv) nickel {llisulfate in 0,175 M sodium acetate™, MAP-2
orotein is not lecalized In dendritic spines but alows for
accurate guantification of dendritic spine density,

Real-time PCR analysis

Total BNA was extracted using the Trizol Reagent method
{rvitrogen, Madrid, Spain). The final RNA concentration
was determined using a spectrophatometer Nanodrop
2000 (Thermotisher Scientific, Madrid, Spain) and the
qualty of total RNA samples was assessed using an Bx-
peronLabChin (Bio-Rad, Madrid, Spain) gel. Frst-strand
cONA was syrthesized wih 1000 ng of cEBNA by using
a PCR array frst strand-synthesis kit (C-02; SupsrArray-
Bioscience, Madrid, Spain) following the manufacturer's
instructions and including a genomic DNA elimination
step and extamal BNA controls, After reverse transcrip-
lion, we performed QPCR using the mouse Cell Daath
PathwayFinder PCR Array (PAMM-2727) used to analyze
mRNA levels of 84 key genes invalved in cell death, in a
S6-well format, according to the manufacturer's instruc-
tions (SABiosciencesine). Reactions were run on a CFX96
using Rea-Time SYBR Green PCR masler mix PA-012
(9ABinsclencesine). The thermacycler parameters were
95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 85°C for
15 seconds and 60°C for 1 minute. Relative changes in
gene expression were calculated via SuperArray PCR
Array Data Analysis Software using the cycle threshold
(Gt method with normalization of the raw data to several
housekeeping genes. The expression data are presented
as actual change muliples. We also performed QPCR
using prevelidated primer sels (SuperAray Bloscience)
for mRNAs encoding Postsynaptic Density Protein 95
{PSDYL; PPHO18484), Spinophilin (SPN; PPM34717144),
Synaptophysin (SYP;  PPMO32414),  N-Methyl-D-As-
partate Receplor Subunit NRT {(NMDART;PPHO1823F),
ACHE (PPM353564], and ACTB (PPIMO2945B). We used
ACTE as an intemal control for nommalization. Reactions
were run on a CRX96 using Real-Time SYBR Green PCR
master mix PA-012 (SuperArray Bioscience). The thermo-
cycler parameters were 95°C for 10 minutes, followed by
40 ¢ycles of 95°C for 15 seconds and 72°C for 30 se-
conos. Relatve changes in gene expression were calcu-
lated using the Ct (cycle threshold) methad. The exgres-
sion data are presented as actual change multiplesG2
{Livak and Schmittgen 2C01).

We chose PSD95, NMDART, SPN and SYP genas 1o
determine the effect of CPF on dendrilic spine dansity,
because both genas are the main regulators of dendritic
spine plasticiy=+,

Statistical analysis

At least three replicates for each experimental condition
were performed, and the presented rasults were repre-
sentative of these replicates. Data are represented as

means = standard devigtion (SD). Comparisons bet-
ween experimental and control groups were performed
by Student's t test and ANOVA analyses followed by the
Tukey post-hoc test, Statisticdl difference was acceoted
when p< 0.05. Statistical analysis of data was carrled out
by computer using GraphPad software,

Results

Effect of CPF on SN56 cell viability

Ve used the LDH assay to evaluate cell survival after 24
hand 14 days exposure to CPF at increasing concen-
trations. | DH Is released from cels as a resuft of loss of
plasma membrane intearity and it is indicative of necrotic
cel dealh mechanism. An increased LDH release o the
medium was observed In a dose dependent way after
24 1 and long-term CPF exposure from 50 p and 20
UM concentrations respectively compared with vehicle-
treated cells (control negative) (Figure 1), Moreover, after
CPF treatment of SN56 ACHE silenced cells amelioralion
in LDH release was also obsarved (Figure 1), There was
no significant difference between data of vehicle-treated
cels and control cells.

AChE gene knockdown

To investigate the protection afforded by the knockdown
of the AChE during cel death, we introduced siRNA oli-
gorucleolides into SN56 cells by transfection directed
against AChE. Transfection of cells with control sIRNA
showed no effect on ACHE gene expression or cell viabi-
[ity, but the ACHE siRNA caused large reductions in AChE
gene expression (Figure 2], Cultures transfected wih
control sRNA compared with culture transfected against
ACNHE, showed no effect in cell viability by LOH assays
{Figure 2.

Effect of CPF on dendritic spine density

We cbserved that CPF induces acute (from 1 ul) and
long-term (from 0.7 pM), concentration-depandent, re-
duction in the number of dendritic spine-like processes
per length of neurite compared with vehicle treated an
SN66 cuturad neurons (Figure 3. Thers was no effect
of freatrment on mean soma size or the number of neur-
tes par neuron (Data not shown),

Real-time PCR analysis

After iIncubation for 24 h and 14 days with 0.07 ph and
30 UM concentrations of CPF in SN5E cells, necratic and
apeplotic gene expression profile of CPF was analyzed
with our Realtme PCR arays. Mareover, the CPF effect
on AChE and the man regulator dendritic spines synaptic
plasticity gene expression in AChE silenced Cells and wild
type respectively were analyzed. The gens expression
orofile of CPF was significantly different from normal con-
trol. The results show that after 24 h and 14 days exposu-
re at 0.07 UM cencentration of CPF anly the expression of
TNF, TNFRSFTA, TNFRSF10A, TNFRSFT1B proapoptotic
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Figure 1: CPIM{0.01 to 70 Ll effect on call vabilty of SNSE wi
of | DH relezss after suotracting the o ues. Data repr

yoe or AChT slenced we
e mean 1+ S0 of t
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genes, TRAFZ, BICR2 and BIRC3 antiapoptotic genes
and MAG, ST00A7A and KON1TPT genas related with ne-
crosis process was induced (Table | and I}, Moreover,
after 24 h exposure at 30 pM concentration of CPF 27 ge-
nes were Up-regulated and & genes were down-regulated
with a fold change higher and lower than 1.5 respecively
far CPF compared with normal control (Table 1. In addi-
tion, after and 14 days exposure at 30 uM concentration
of CPF 43 genes were up-regulated and 7 genss were
down-regulated with a fold changs higher and lowsr than
1.5 respactively for CPF compared with normal cortral
[Table II). Firaly, we obsarved that after acute (Irom C.01
L) and long term {from 0.01 UM} CPF exposure, a con-
centration-dependent reduction in PSD95 and SYP gene
exoression [Figure 4A and 4B), bul we only observed
a concentration-dependent gene expression reduction of
SPN and NMDANRT after acute exposure from 1 ph CPF
concentration and a'ter long-term exposura from 0.1 M
CPF concentrations (Figure 4C and 4D),

Discussion

In the present work we shaw that CPF induces acute
({frem 50uM) and long-term (from 20 LM, concentration-
dependent, necratic cell death on septal SNB6 chaliner-
gic basal forebrain neurcns. Thess resuts are suppor-
ted by previous works which showed that CPF induced
neuronal cell death through necrosis process after CPF
acute and long-term exposure’ ™, Praviously, we found
that CPF induces acute (from 30uM) and long-term (frem
1 uM), concentration-dependent, cell death on septal
SN56 cholinergic basal farebrain neurons, showing that
apoptotic process is involved in this effect mediated par-
tially by ACHE variants overexpression''. Moreover, we
show that the increase In LDH release was mediated par
tially by AChE averexpression. In this regard, Del Pino et

of AChE n SN
deiermined
confrol: ShaG

AL clowwrr
yok Jat]

*

rent culfres, 2ach one peromed in frplicee. *p<0 001 comparad to confrol,

A

LDH release
(% Control)

CTL AChE-siRNA

Neg. CTL

[ Control Negative control [ AChE -siRNA

AChE mRNA Levels
{% Control)

CTL Neg. CTL AChE-siRNA

[ Control Negative control [l AChE -siRNA

a™ reported that AChE-R and ACHE-S overexpression
induces at low concentrations apoptosis and necrosis at
higher concentrations in basal forebrain cholinergic neu-
rons, supporting our results, Basal forebrain cholinergic
neurcns (0ss has been related with cognitive deficis™,
In fact, the severity of memory deficil is strongly comre-

28
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Figure 3: Cffects of different CPT concentratons for 22 hor 14 cays on dendric spine censity were ceterminad in neurte SNS6 cels. Dandritic spine density is ndicated
25 % of control {CTL, while colunrn. Data represents the mean + 8D o trres indscendent sxperiments i tiplcate. ™ p<0.001 cempared to control,
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Table I: Fac-change of ol doath olates gon

Gene Symbol Genﬁank Fold Change
Accession No. 0.01pM 30uM
ABL1 NM_005157 1,118 1,23
AKT1 NM_005163 1,02 1,08
APAF1 NM_001160 1,15° 2,62
APP NW_000484 1,16° 1,418
ATG12 NM_004707 1,17 1,13
ATG16L1 NM_017974 1,212 1,16
ATG3 NM_022488 1,04 1,11#
ATGS NM_004849 1,01 1,219
ATG7 NW_006395 1,04 1,04
ATPGV1G2 NM_130463 1,02 1,02
BAX NW_004324 1,05 2,548
BCL2 NM_000633 1108 1,15
BCL2A1 NM_004049 1,02 1,04
BCL2L1 NM_138578 113 2,23
BGL2L11 NW_006538 1,01 2,32
BECN1 NM_003766 1,03 1,06
BIRC2 NM_001166 1,72 143
BIRC3 NM_001165 1,69 -1,6%
BMF NM_033503 1,06 1,06
Clorf159 NM_017891 1,13 1,16°
CASP1 NM_033292 1,06 2,217
CASP2 NM_032982 1,01 1,09
CASP3 NM_004346 1,05 1,57
CASP6 NM_032992 1,06 1,25
CASPT NW_001227 1,02 2,31°
CASP9 NM_001229 1,01 1,6%
CCDC103 NW_213607 1,07 1,05
CD40 NM_001250 1,08 3,318
CDA0LG NM_000074 1,06 3,96°
CFLAR NM_003879 1,212 1,118
COMMD4 NM_017828 1,02 1,02
CTSB NK_001908 113 1,08
CTSS NM_004079 1,08 1,04
CYLD NM_015247 1,12 1,08
DEFB1 NM_005218 1,01 1,01
DENND4A NM_005848 1,03 1,33
DFFA NM_004401 1,05 1,09
DPYSL4 NW_006426 1,01 1,05
EIF5B NK_015904 1,03 1,33
ESR1 NM_000125 1,04 1,07
FAS NM_000043 1,02 2,317
FASLG NM_000639 1,06 21%
S < 0007 compared to the contol. o < 0,05 compared o the control,

lated with the degree of cholinergic cell loss®, Thus, the
observed effects on cholinergic basal forebrain neurons
may be, In part, respensible for the leaming deficits and
neurodegenerative disease symptoms ke observed af-
ter acute and long-term exposure to CPR,

Moreover, after acute (from 0.07 M) and long-tern (frem
0.01 uM) CPF exposura we only observed an induction
Inthe gene expression of TNF, TNFRSFTA, TNFRSFTOA,
TNFRSF11B proapeptotic genes, TRARZ, BICE2 and
BIRC3 antiapoptotic genes and MAG, ST00ATA and
KCNTP1 genes relaled with necrosis process, Apoplosis
Is triggered through the extrinslc pathway when exiracs-
[ular stimuli and the cylokines CD40L, FASLG, TNFSF10
and TNF-a inducing cytokine receptors, including FAS
receptor and tumor necrosis factor super family recep-
tors [TNFRs) like TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFRSF10B
and CD40, are activated” . Innibitors of apoptosis

24 1 CPF roatment. Values onred or Blee moan afold change upp

Gene Symbol GenB.ank Fold Change

Accession No. 0.01pM 30pM

FOXI1 NM_012188 112 0,07
GAA NM_0D00152 1,09 119
GADD45A NM_001924 111% 2.24
GALNTS NM_D14568 1,03 1.05
GRB2 NM_002086 1,06 1,09
HSPBAP1 NM_024610 1,05 113
HTT NM_002111 1,06 123
IFNG NM_000619 1,07 1,08
IGF1 NM_D00618 1,01 114
IGF1R NIM_000875 102 1,09
INS hM_000207 107 1118
IRGM NIM_001145805 113 128
JPH3 NM_020655 1,09 1,06
KCNIP1 NM_014592 251¢ 321
MAG M _002361 212 2,69
MAP1LC3A NM_181509 1,08 2,35
MAPK8 NM_002750 107 117
MCL1 NM_021960 114 i
NFKB1 NM_003998 102 1,06
NOL3 NM_003946 1,05 1,04
OR10J3 NM_001004467 1,01 1,07
PARP1 NM_D01618 1,11¢ 1,03
PARP2 NM_005484 1,06 1,01
PIK3C3 NM_002647 107 1.05
PVR NM_0D06505 1,06 110
RAB25 NM_020387 1,03 1,02
RPS6KB1 NM_D03161 1,27 1,31
S100A7A NM_176823 217 2,47
SNCA NM_000345 1,06 125
SPATA2 NM_006038 1,12 2,412
SQSTM1 NM_003900 117 112
SYCP2 NM_014258 1,03 1,66
TMEMS7 NM_018202 1,11 115
TNF NM_000594 153 1,69
TNFRSF10A NIM_003844 1,61 178
TNFRSF11B NM_002546 2,010 PRI
TNFRSF1A NM_001065 1,75 191
TP53 NM_0D00546 110 167
TRAF2 NM_021138 222 2,72
TXNL4B NM_017853 1,01 1,69
ULK1 NM_003565 1,02 1,04
XIAP NM_001167 1,05 1,01

BIRCZ and BIRC2, through TRAF2, can prevent its acli-
vation®, According to this, CPF could activale cell death
through extrinsic partway, but was blocked by activation
of apoptosis inhibitors, Othenwise, MAG and ST00A7A
genes have been related with necrosis induction™ and
KCHP1 exprassion has been reported to play a protacti-
ve role against cell death and its downregulation leads 1o
the induction of necrotic cell death™. Therefore, KChIP1
oversxpression after CPF exposure could be a protective
mechanism against cell injury produced by CPF

In addition, after acute (30 pM) CPF exposure the gene
gxpression resultant showed a fold change greater or
lower than 1.5 In the expression of the 29 genes rela-
ted to apoptosis anc necrosis for CPF treatment. Our
research showed that CPF increased the exprassion of
CD40, CD40LG, FAS, FASLG, TNF, TNFRSF10A, TN-
FRSF1A, TNFRSF11B, which likely leaded to induce

30

Medicing Balear 2016, 31 (1), 24-34

- 181 -



Chioroynfos inotices call death in basal for olinergic neurons

Table II: F'old-charge of ool death rlaed gones after 14 days CP teatrment, Malues on red or e meean & fold change apper or downer than 2
Gene Symbol Lol Fold Change Gene Symbol LY Fold Change

Accession No. 0.01pM 30uM Accession No. 0.01uM 30uM

ABL1 NW_005157 1,15 1,322 FOXI NM_0D12188 115 214
AKT1 NM_005163 1,07 1,08 GAA NM_000152 1,04 1,32
APAF1 NM_001160 1,18 2,567 GADD45A NM_001924 114 222
APP NM_000484 1,19 1,31¢ GALNT5 NM_0D14568 1,06 -1,64
ATG12 NM_004707 1,18 1,24 GRB2 NM_002066 1,04 251
ATG16L1 NM_017974 1,19 jIReeE HSPBAP1 NM_024610 1,07 1,69
ATG3 NM_022488 1,07 1,19 HTT hM_002111 1,03 113
ATGS NM_004849 1,04 1,62 IFNG NM_000619 1,05 1,02
ATG7 NM_006395 1,03 1,84 IGF1 NM_000618 1,06 1,16
ATPBV1G2 NM_130463 1,01 1,59 IGF1R NM_000875 1,03 1,05
BAX NW_004324 1,09 2,69 INS NM_000207 1,06 1,1
BCL2 NK_000633 1,13 1,19 IRGM hM_001145805 1,100 129
BCL2A1 NM_004049 1,05 1,08 JPH3 NM_020655 1,05 2,38
BCL2L1 NM_138578 1,08 2,27 KCNIP1 NM_014592 2,62 367
BCL2L11 NM_006538 1,07 2,34° MAG NM_002361 2,25 3,42
BECN1 NM_003766 1,07 1,09 MAP1LC3A NM_181509 1,04 242
BIRC2 NM_001166 1.86° -162 MAPK8 NM_002750 1,02 1,218
BIRC3 NM_001165 1,82 -1,53 MCL1 NM_021960 1,10 1,29
BMF NM_033503 1,09 2,95 NFKB1 hM_003998 1,03 1,07
Clorf159 NM_017831 1,122 3,76° NOL3 NM_003946 1,06 1,02
CASP1 NW_033292 1,02 2,19 OR10J3 NM_001004467 1,05 -3,67
CASP2 NM_032982 1,08 1,15 PARPA NM_001618 113 174
CASP3 NM_004346 1,07 1,72 PARP2 NM_005484 1,02 1,814
CASP6 NM_032992 1,04 1,23 PIK3C3 NM_002647 1.05 228
CASP7 NM_001227 1,03 2,22 PVR NM_006505 1,08 1,49
CASP9 NM_001229 1,06 1,68 RAB25 NM_020387 1,04 1,04
CCDC103 NW_213607 113 2,31% RPS6KB1 NM_D03161 115 119
CD40 NM_001250 1,08 4.48° S100A7A NM_176823 2,28 273
CDA0LG NM_000074 1,06 3,16° SNCA NM_000345 1,03 1,29
CFLAR NM_003879 1,212 1,27¢ SPATA2 NM_006038 1,100 2,36
COMMD4 NW_017828 1,02 2,12 SQSTM1 NM_D03900 1,12 119
CTSB NM_001908 113 ] SYCP2 NM_014258 1,05 1,67
CTSS NK_004079 1,05 2,28 TMEMS7 hM_018202 113 1,24
CYLD NM_015247 1,108 2,22 TNF NM_000594 1,59 1,66
DEFB1 NM_005218 1,04 1,93 TNFRSF10A NM_003844 172 1,79
DENND4A NM_005848 1,01 1,35 TNFRSF11B NM_002546 2,14 2.26¢
DFFA NM_004401 1,03 1,03 TNFRSF1A NM_0D01065 1,83 1912
DPYSL4 NM_006426 1,06 2.81 TP53 M_000546 118 1,85
EIF5B NK_015904 1,01 1,33 TRAF2 NM_021138 231% 314
ESR1 NM_000125 1,02 1,01 TXNL4B NM_017853 11 1,69
FAS NM_000043 1,05 2,36° ULK1 NM_003565 1,09 1,02
FASLG N_000839 1,03 2,46° XIAP NM_0D01167 1,06 1,04

“p < 0007 compared o the contol. ©o < 0.05 compeared 1o the control,

apoptosis through extrinsic pathway. CPF increased also
the expression of TRAFZ and decreased BIRC3 and
BIRC2 antiapoptotic genas allowing caspases activation
which expression was increased. Besides, CPF indu-
ced GADDA5A, and TP53 genes expression. The P53-
GADDASA pathway has been shown to primarily play a
role in the control of G2-M arrest following certain DNA-
damaging agents™*, thus their induction could lead to
cell arrest. Moreover, CPF increased the expression of
BAX and BCLZL11 proapoptotic genes and BCL2LT
antiapoptoptic gene™, furlher decrease the ratic BCL2/
BAX which regulated the induction of apontosis™ leading
to apoptosis, Finally, CPF increased the exgrasson of
CASP1, CASPS, CASP7, CASPS which executed apop-
tosis. Besides, CPF increased the expression of KC-
NPT, MAG and ST00A7A genss related 1o necrosis as
nappened at lower concentrations indicating that necro-
sis s prevertted.

After long-term CPF exposure (30 pM), besides the
effect on the same genes commented after acute ex-
posure, CPF increased the expression of ATPEVG2,
BMF, CLORF153, CCDC103, COMMD4, CTSB, STSS,
CYLD, DEFBT, DPYSL4, FOXILT, GRB2, HSPBAPT,
JPH3, PARPT, PARP2, PIKEC3, PVR, TXNLAB and de-
creased the expression of GALNTLS, OR10J3, KCN1PT,
MAG and S100A7A genes related to necrosis accarding
with the research of Hitomi et al*. Our study indicates
that CPF exerts its cell death effects by involving apapto-
sis and necrosis pathways,

Otherwise, we observed that CPF induces acute (from 1
UM} and long-term from 0.1 ull), concentration-depen-
dent, reduction in the number of dendritic spine density
on septal SNS6 cholnergic basal forebrain neurcns. In this
regard, CPF has been reported to induce an alteration in
the denaritic spines density in the prerontal cortex and hip-
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nocampus after acute and repeated exposure 1o subclini-
cal dosas raspectivaly’™ ™ suppaorting our results, Dendritic
spines loss has been raported in neurodegenerative disor-
ders as AD, affecting mostly selective neuronal networks of
critical importance for memory and cognition, such as the
pnasal forebrain cholinerg e systern, the medial lemporal ra-
gions, the hiopocampus and many neacortical association
areas" inducing cognitive disorders . Moreover, cogni-
tive disorders have been reporled 1o be produced from
subclinical doses and from lower doses from which basal
forebrain cholinergic cal loss has been reported™, as hap-
pans with dendritic spines alteration, suggesting that both
processes are implicated in cognitive disorders inducton,
& low doses only through dendritic sping alteration and at
higher doses through both mechanisms.

In adation, we cbserved that after acute tfrom Q.01 pi)
and long term (from 0.01 ph) CPF exposure, a concentra-
tion-dependert downregulation in PSD95 ana SYP gene
expression was produced, It has been suggested that SYP
plays a role In formation and stabllization of synapses®,
ragulating dendritic spine density and shape” . Mareover,
PSDS5 was descrived to play a role in determining the
size and the strengtn of synapses™ ™, formation of synap-
se assemblies™ and spine-maturation®™®, Therefore, both
genes alteration could bs implicated n the sffects cbsar-
ved on dendritic spines. Qur rasulfts show that PSDE95 and
SYP gene axpression s alterad below the concantration
from which dendritic spine denstty disruption is evident,
which indicates that the harmful effects of CPF exposure
on dendritic spines could be started and detected before
they would be manifest and these genes could e used
as biomarker of this effect, Morecver, PSDS6 and SYP are
nath invelved in dendritic spine momphology regulation and
thair alteration by CPF exposure may be nvolvad with a
disruption of dendrite spine shape, contributing 1o the cog-
nitive disorders observed. Otherwise, wea crly observed a
concentration-dependent SPN and NMDANRT gene ex-
pression downregulation after acute exposure from 1 pi
CPF concentration and after long-term exposure fom 0.1
LW CPF concentrations as seen with dendritic spines den-
sity reduction, suggesing both genes are directly comrela-
ted with this effect. In this regard, SPN, a key cyios<aletal
protein in the formation and mantenance of dendrilic spi-
nes, has been reported to modulate dendriic morphology
and numoer™ ana an Increase In dendrtic sping censi-
ty has been correlated with an increase in the spinophilin
expression”. In addition, N-rmethyl-D-aspartate (NWIDA)
receptor, 1s &lso involved In synaplic plasticity as wel as
eaming and memory processes regulation®” and the N-
methyl-D-aspartate receptor antagonists reduce dendritic
spine density and neurite growth™. Future studies are nee-
ded to defermine the implication of these geres in dendritic
spine shapa and density disruption mechanisms,

According to all exposed above, GPF induced changes on
cel death and dendrilic spines plasticity pathways were
detected af doses below those required to Induce manifest

apoptotic and necrotic cell death and alter dendrftic spines
plasticity. These results support the suggestion that gene
expression changes coud patentally be mare sensitive
measures of effecls at early stages and at lower doses
than many typical toxicological measures™ and that alte-
red toxicagenomic profiles contributing to toxicologically-
relevant pathways provide useful tools for more precise
determination of toxicological mechanisms as compared
lo traditional toxicological enopeints and for reducing un-
certainty In establishing lowest cbserved adverse affect le-
vel (LOAEL), no observed adverse effect leval (NOAEL), or
penchmark dose (BMD)™ . Therefore, the toxicogenomic
profle analysis could offer means o Improve human health
risk assessment genarally bassd an standarg toxicity test
results. Previously, this approach has been employed in
different studies as the published by Lobenhofer et a®®
that examines in vitro transcriptional responses 1o very low
concentrations of estrogen, confimming that estrogen con-
centrations below those which are physiologically relevant
dict notinduce a measurable transcriptional response. That
concentration thresheld was referred 1o as the No Obser-
vable Transcriptional Effect Level (NOTEL). In our study, it
was shown that the CPF Lowest Observed Adverse Trans-
criptional Expression Levels [LOATEL} for 12 responding
genes was at least 100-fold lower than the NOAEL that
was based on observable inhibition of enthrocyte acety-
cholinesterase activity in humans™. Therefore, lower doses
would be needed in order to obsarve no transcriptiona
affects. Examination of data from the group of 12 respen-
ding genes leads us to propose 0.003-0.004 mo/kg/day
as LOATEL for CPF, The present study did not, thersfors,
establish a No Observed Adverse Transcrptional Effect
Level (NCATEL) for CPF. These subclinicel transcriptio-
nal changes may he emploved as predictors of adverse
effects from toxic compounds exposure and thereby used
to improve risk assessment and safety evaluaticn. Further
studies are required to confirm tnis LOATEL.

Conclusion

Taking all together, it can be concluded that after acute and
long-term exposure, CPF induces at low concentration a
dendritic spine density reduction and at higher concentra-
tions induces cell death on chalinergic neurons from basal
foreorain through apoptotic and necrotic mechanisms, de-
pending on e exposure concentration mediated in part
though AChE variants overexpression and these effects
were initiated at lower concentration that which they are
manifest, as Indicated by transcriplional alterations of key
genes. Our results, particularly those for CPF trealment,
suggest that toxicogenomic prolles provide a sensitive
lool Tor identifying and cnaracterizing thresnolds of toxicity
for potertialy toxic compounds based upcn a transcrip-
tome-level of insight into their mechanisms. These effects
coud explain cogniive alterations and neurodegenerative
dissases induced by CPF In s regard, all the mecha-
nisms that we reported 1o induce cholinergic cell loss In
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nasal forebrain have bean descrined 10 be nvoived with
the Induction of cognitive disorders, which supperts this
hyoothesis. Future studies should be daveloped to de-
termine the other mechanisms implicated in these effects
ohserved on cholnergic neurons. These rasults are of In-
lerest, since they provide new information cn the mecha-
nisms that mediale denariic spine density alteration and
cell death induce by CPF, and because they lead to & bet-
ter understanding of some effects related to CPF toxicity
and highlight the need for a new NOAEL and LOAEL and
a new risk assessment of this pesticide.
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Chlorpyrifos (CPF) is an organophosphates insecticide reported to induce, both after acute and repeated
exposure, cognitive disorders and basal forebrain cholinergic neuronal loss, involved on learning and
memory regulation, which could be the cause of such cognitive disorders. This neuronal loss was
mediated partially by AChE variants alteration, suggesting other mechanisms are involved. In this regard,
CPF induces oxidative stress that is implicated in the induction of cognitive deficits, changes in AChE

Keywords: variants expression and neuronal loss. Otherwise, it has been shown that P75"™ and the c;-nAChRs
Basal forebrain neurons expression is altered in basal forebrain of rats after CPF long-term exposure; this alteration has been
”"‘L’,ﬁ”"f‘“ related with oxidative stress induction, cholinergic cell loss, and disruption of learning and memory
ifnmms processes. According to these data, we hypothesized that CPF induces basal forebrain cholinergic

neuronal loss through induction of oxidative stress produced by P75"™ and a;-nAChRs altered
expression, which could mediate this action in part through AChE variants disruption. We evaluated this
hypothesis in septal SN56 basal forebrain cholinergic neurons, after 24h and 14 days CPF exposure in
vitro. This study shows that CPF upregulated P75™™ and downregulated c;-nAChRs expression, which
increased H0: and malondialdehyde content and reduced cell viability partially through AChE variants
induction. Alpha;-nAChRs repression induced oxidative stress and cell death partially through this
mechanism, but P75™™ overexpression did not produce these effects, although it increased oxidative
stress and cell death after CPF treatment, showing that its overexpression increases cell vulnerability. Our
presentresults provide new understanding of the mechanisms contributing to the harmful effects of CPF.

® 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Acetylcholine esterase
Acetylcholine

Cell death

Oxidative stress

1. Introduction

Chlorpyrifos (CPF) is an organophosphates (OPs) insecticide
widely used in domestic, agricultural, and industrial applications

Abbreviations: Ach, acetylcholine; AChE, acetylcholine esterase; AD, Alzheir-
mer’s disease; az-nAChRs, 7-nicotinic acetylcholine receptors; BSA, bovine serum
albumin; CPF, chlorpyrifos; DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DMSO,
dimethylsulphoxide; FBS, fetal bovine serum; MTT, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl}-
2 5-diphenyl-tetrazolium bromide; NAC, N-acetylcysteine; OP, organophosphates;
P75N™, P75 nerve growth factor receptors; PBS, phosphate-buffered saline; ROS,
reactive OXygen species.
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(Richardson and Chambers, 2005). Human epidemiological studies
have related OPs occupational exposure with neurological and
neuro-behavioral deficits including impairments of cognition
(Hernandez et al., 2015; Rohlman et al, 2011). In this regard,
CPF has been shown to produce learning deficits in rats, after
acute and repeated administration (Lopez-Granero et al., 2013a;
Middlemore-Risher et al., 2010; Moser et al., 2005). It has been
suggested that inhibition of cholinesterase activity by CPF could be
involved in these effects (Samsam et al., 2005). However, human
studies of occupational exposure to OPs often fail to find a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27163631

	Tesis Paula Viviana Moyano-Cires Ivanoff
	PORTADA
	LISTADO DE ACRONIMOS EMPLEADOS EN ESTA TESIS
	ÍNDICE
	SUMMARY
	RESUMEN
	JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO
	INTRODUCCION
	REVISION BIBLIOGRAFICA
	MATERIAL Y METODOS
	RESULTADOS
	DISCUSION DE LOS RESULTADOS
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFIA
	ANEXO I




