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Resumen 

Las arañas (Arthropoda: Araneae) son el orden más diverso dentro de la Clase Arachnida. 
Se encuentran presentes en todos los ecosistemas terrestres y se destacan por su voraz 
hábito depredador generalista, principalmente sobre insectos. Esta formidable capacidad 
para controlar las poblaciones de especies potencialmente destructivas para la agricultura 
convierte a las arañas en candidatas para ser importantes controladores biológicos de 
plagas. Sin embargo, los medios químicos convencionales empleados para proteger los 
cultivos, suponen un riesgo para los organismos no blanco. Como modelo biológico de 
arañas para esta tesis, se eligió a Polybetes pythagoricus (Sparassidae), una araña autóctona 
de Sudamérica, distribuida en el centro-norte del país. Esta especie resulta un adecuado 
modelo para ensayos bioquímicos debido a su tamaño, abundancia, facilidad de captura, 
manipulación y mantenimiento en laboratorio.  

El clorpirifos es un insecticida organofosforado de amplio espectro que, aunque ha 
generado preocupación por su potencial persistencia en el ambiente y evidencia de toxicidad 
para muchas especies incluida la humana, sigue siendo utilizado en muchos países del 
mundo para el control de plagas en agroecosistemas, incluido Argentina. Una vez liberado al 
ambiente, es factible que los organismos puedan detectar las áreas contaminadas con 
insecticidas y evitarlas a partir de cambios en su comportamiento. Para evaluar la capacidad 
de P. pythagoricus de alterar su comportamiento exploratorio a causa de este insecticida, se 
realizaron ensayos en los que se registraron, durante 4 h, los movimientos de adultos en 
presencia de superficies expuestas a clorpirifos. Se observó que P. pythagoricus es capaz de 
reconocer y evitar superficies contaminadas. 

Sin embargo, debido a los usuales medios de aplicación, aún es probable que este 
plaguicida alcance a los individuos. La cutícula de los artrópodos es la primer defensa contra 
las condiciones adversas y sustancias xenobióticas. Su capa más externa, la epicutícula, se 
ha descripto como una potencial barrera ante los insecticidas, debido a su contenido de 
hidrocarburos. Los hidrocarburos de la epicutícula de P. pythagoricus se caracterizaron 
mediante cromatografía gaseosa y espectrometría de masas, mostrando una composición 
rica en hidrocarburos de cadena larga, la que implica un posible rol en la protección ante la 
internalización de insecticidas. 

Pese a lo expuesto, la internalización de los insecticidas es una posibilidad. Una 
consecuencia general de la intoxicación con estos compuestos, incluso en dosis subletales, 
es la sobreproducción de especies reactivas del oxígeno, lo que puede provocar estrés 
oxidativo y por lo tanto daño en las biomoléculas, que particularmente en lípidos, se 
evidencia como peroxidación lipídica. Uno de los principales mecanismos que existen como 
defensa ante lo anterior, es el sistema antioxidante enzimático. Se plantearon ensayos de 
exposición tópica a una dosis de campo de clorpirifos, con tiempos de 6, 24 y 48 h, sobre P. 
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pythagoricus adultas. Posteriormente a los ensayos, se disecó el divertículo intestinal, 
órgano clave en el metabolismo de las arañas. Sobre el homogenato de este órgano se 
realizaron mediciones de actividad de varias enzimas: superóxido dismutasa, catalasa, 
glutatión peroxidasa, glutatión reductasa, glutatión-S-transferasa; y se midió la 
concentración de malonaldehido (como evidencia de peroxidación lipídica), y la actividad del 
biomarcador de efecto de organofosforados, la enzima acetilcolinesterasa. Se observó un 
cambio significativo en la actividad de catalasa, que fue más alta a las 6 h, mientras que la 
actividad de superóxido dismutasa y glutatión S-transferasa aumentó significativamente a 
las 24 h. La peroxidación lipídica aumentó a las 6 h, pero disminuyó a las 48 h. 

Una potencial consecuencia del estrés oxidativo es el daño a nivel de los tejidos. Para 
estudiar esta posibilidad sobre el divertículo intestinal, se expusieron adultos a dosis de 
campo de clorpirifos durante 24 h y se realizaron preparados histológicos teñidos con 
hematoxilina-eosina. Se observó necrosis desde las 24 h en el divertículo intestinal. 

Existen otros tipos de insecticidas para los que, a diferencia de los organofosforados, se 
tiene evidencia de ser relativamente más benignos para los enemigos naturales. Por lo cual, 
se realizó exposición tópica de 48 h a la dosis de campo de abamectina, una avermectina de 
uso común como insecticida en agricultura, sobre P. pythagoricus y se cuantificaron las 
actividades de las enzimas catalasa, como parte del sistema antioxidante y 
acetilcolinesterasa, como biomarcador de efecto. Además, se cuantificó la peroxidación 
lipídica para verificar daño oxidativo. No se probaron efectos significativos de la abamectina 
para ninguna de estas variables. 

Los plaguicidas son una fuente de estrés de origen antropogénico, pero todo organismo 
debe enfrentarse también a fluctuaciones de la temperatura ambiental, que son de especial 
relevancia para los organismos ectotermos como las arañas. Las membranas son 
estructuras fundamentales de toda célula, cuya función biológica depende de su viscosidad. 
Este parámetro es afectado por la temperatura y por la composición lipídica. La hipótesis de 
homeoviscosidad adaptativa propone que, ante aumentos de la temperatura ambiental, la 
composición lipídica, y principalmente de ácidos grasos de las membranas, se modifica. 
Además, cambios en los porcentajes de fosfolípidos y colesterol son ajustes frecuentemente 
observados. Para estudiar como estos mecanismos operan en P. pythagoricus, se 
aclimataron adultos y juveniles durante 20 días a 1, 4, 10, 25 y 35 °C. Los lípidos totales del 
divertículo intestinal y el tejido muscular se extrajeron y se caracterizaron por cromatografía 
en capa fina acoplada a detector de ionización por llama. A partir de los lípidos totales se 
obtuvieron por saponificación y esterificación los ésteres metílicos de ácidos grasos, cuyos 
porcentajes se analizaron por cromatografía gaseosa acoplada a detector de ionización por 
llama. Los resultados indicaron que existieron variaciones lipídicas entre las diferentes 
temperaturas. Se observaron cambios en colesterol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y 
triacilgliceroles. Para el caso de los ácidos grasos, a menores temperaturas se observó un 



vii 
 

aumento de ácidos grasos insaturados (16:1, 18:1) y una disminución concomitante de 
ácidos grasos saturados (17:0 y 20:0).  

Múltiples estresores pueden presentarse simultáneamente en el ambiente natural, por lo 
que entender cómo sus efectos se combinan para impactar sobre los individuos, se vuelve 
necesario a la hora de evaluar el riesgo sobre los organismos de interés como las arañas. La 
temperatura como condición ambiental, es por sí misma capaz de provocar estrés oxidativo, 
lo que podría agravarse si los organismos se exponen además a un segundo factor de estrés, 
como un insecticida. Para este estudio se aclimataron adultos de P. pythagoricus a 1, 25 y 35 
°C durante 20 días, luego se los expuso tópicamente por 24 h a la dosis de campo de 
clorpirifos y se cuantificaron en divertículo intestinal la actividad de las enzimas del sistema 
antioxidante y las especies reactivas del oxígeno totales. Como resultado, no se encontró 
interacción entre las dos fuentes de estrés. Pero si se observó que la temperatura afecta 
levemente a la catalasa, glutatión-S-transferasa y superóxido dismutasa. Esta última, a su 
vez se observó influenciada por la exposición al clorpirifos. También se cuantificaron las 
sustancias crioprotectoras glicerol y glucosa, en divertículo intestinal, cuyos niveles se 
mantuvieron constantes entre las diferentes temperaturas. 

Finalmente, de los ensayos realizados para esta tesis, se puede concluir que P. 
pythagoricus, como modelo de araña, puede ser afectada por una fuente de estrés 
antropogénico como el insecticida clorpirifos, en dosis que son usadas para la agricultura. 
Se probó que esta sustancia es capaz de alterar su comportamiento exploratorio y de inducir 
efectos adversos subletales, evidenciados por los cambios en la actividad de enzimas 
antioxidantes y marcadores de estrés oxidativo como peroxidación lipídica y daño 
histológico. A su vez, se cuantificó la variación en la composición lipídica ocasionada por la 
aclimatación a distintas temperaturas. Por último, no se encontró evidencia de que ambas 
fuentes de estrés interactuaran para agravar el efecto sobre el sistema antioxidante en las 
condiciones que fueron ensayadas. 
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Abstract 

Spiders (Arthropoda: Araneae) are the most diverse order within the Arachnida class. They 
inhabit all terrestrial ecosystems and are notable for their voracious, generalist predatory 
habits, primarily targeting insects. This formidable ability to control populations of potentially 
destructive agricultural pests makes spiders important candidates for biological pest control 
strategies. However, conventional chemical means used to protect crops pose a risk to non-
target organisms. 

Polybetes pythagoricus (Sparassidae), a spider native to South America and distributed in 
the central-northern part of the continent, was chosen as the biological model for this thesis. 
This species is an ideal biological model for biochemical tests due to its size, abundance, and 
ease of capture, handling, and maintenance in the laboratory. 

Chlorpyrifos is a broad-spectrum organophosphate insecticide that, despite concerns 
about its environmental persistence and toxicity to many species, including humans, 
continues to be used globally for pest control in agroecosystems. Once released into the 
environment, organisms may detect and avoid insecticide-contaminated areas through 
behavioral changes. To evaluate the ability of P. pythagoricus to alter its exploratory behavior 
due to chlorpyrifos exposure, tests were conducted in which the movements of females on 
surfaces exposed to the insecticide were recorded for 4 hours. It was observed that P. 
pythagoricus can recognize and avoid contaminated surfaces. 

Despite this avoidance behavior, the usual methods of application make it likely that 
spiders will still encounter the pesticide. The cuticle of arthropods serves as the first defense 
against adverse conditions and xenobiotic substances. Its outermost layer, the epicuticle, 
has been described as a potential barrier to insecticides in other arthropods due to its 
hydrocarbon content. The epicuticle of P. pythagoricus was characterized using gas 
chromatography and mass spectrometry, revealing a composition rich in long-chain 
hydrocarbons, suggesting a possible protective role against insecticide internalization. 

Nevertheless, effective internalization of insecticides remains a possibility. Even at 
sublethal doses, poisoning with these compounds often results in the overproduction of 
reactive oxygen species, leading to oxidative stress and damage to biomolecules, particularly 
lipids, evidenced by lipid peroxidation. The enzymatic antioxidant system is a key defense 
mechanism against oxidative stress. Field-dose topical exposure trials were conducted on 
adult P. pythagoricus at 6, 24, and 48 hours. After the trials, the midgut diverticulum, a key 
metabolic organ in spiders, was dissected. The homogenate of this organ was used to 
measure the activity of several enzymes: superoxide dismutase, catalase, glutathione 
peroxidase, glutathione reductase, and glutathione S-transferase. Additionally, 
malonaldehyde concentration (a marker of lipid peroxidation) and acetylcholinesterase 
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activity (a biomarker of organophosphate effect) were measured. Significant changes were 
observed in enzyme activity, with catalase activity peaking at 6 hours, and superoxide 
dismutase and glutathione S-transferase activities increasing significantly at 24 hours. Lipid 
peroxidation increased at 6 hours but decreased at 48 hours. 

A potential consequence of oxidative stress is tissue damage. To investigate this, adults 
were exposed to field doses of chlorpyrifos for 24 hours, and histological preparations of the 
midgut diverticulum stained with hematoxylin-eosin were examined. Necrosis was observed 
after 24 hours in the midgut diverticulum. 

There are other insecticides, unlike organophosphates, which are considered relatively 
milder on natural enemies. Topical exposure to the field dose of abamectin, an avermectin 
commonly used as an insecticide in agriculture, was conducted for 48 hours on P. 
pythagoricus. The activities of catalase (as part of the antioxidant system) and 
acetylcholinesterase (as a biomarker of effect) were quantified, along with lipid peroxidation 
to assess oxidative damage. No significant effects of abamectin were found for any of these 
variables. 

Pesticides are a source of anthropogenic stress, but organisms must also cope with 
ambient temperature fluctuations, which are particularly relevant for ectothermic organisms 
like spiders. Membranes are fundamental cell structures, and their biological function 
depends on their viscosity, which is affected by temperature and lipid composition. The 
adaptive homeoviscosity hypothesis proposes that as ambient temperature increases, the 
lipid composition of membranes, especially fatty acids, is modified. Changes in 
phospholipids and cholesterol are frequently observed adjustments. To study these 
mechanisms in P. pythagoricus, adults and juveniles were acclimatized for 20 days at 1, 4, 
10, 25, and 35 °C. Total lipids from the midgut diverticulum and muscle tissue were extracted 
and characterized by thin-layer chromatography coupled with a flame ionization detector. 
Fatty acid methyl esters were obtained by saponification and esterification and analyzed by 
gas chromatography coupled with a flame ionization detector. The results indicated lipid 
variations with different temperatures, showing changes in cholesterol, 
phosphatidylethanolamine, phosphatidylcholine, and triacylglycerols. An increase in 
unsaturated fatty acids (16:1, 18:1) and a decrease in saturated fatty acids (17:0 and 20:0) 
were observed at lower temperatures, along with an increase in 18:2 at low temperatures. 

Multiple stressors can occur simultaneously in the natural environment, so understanding 
their combined effects on individuals is necessary when assessing the risk to organisms like 
spiders. Temperature alone can cause oxidative stress, which could be exacerbated by 
exposure to a second stressor, such as an insecticide. For this study, P. pythagoricus adults 
were acclimatized to 1, 25, and 35 °C for 20 days, then topically exposed to the field dose of 
chlorpyrifos for 24 hours. The activity of antioxidant system enzymes and total reactive oxygen 
species in the midgut diverticulum were quantified. No interaction was found between the 
two stress sources. However, temperature slightly affected catalase, glutathione S-
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transferase, and superoxide dismutase, with the latter also being influenced by chlorpyrifos 
exposure. Glycerol and glucose, cryoprotective substances in the midgut diverticulum, did 
not vary with temperature. 

In conclusion, the tests carried out for this thesis show that P. pythagoricus, as a spider 
model, can be affected by anthropogenic stressors like chlorpyrifos at doses used in 
agriculture. It was proven that this substance can alter the exploratory behavior of the model 
and induce sublethal adverse effects, evidenced by changes in antioxidant enzyme activity, 
oxidative stress markers such as lipid peroxidation, and histological damage. Additionally, 
the variation in lipid composition due to acclimatization to different temperatures was 
quantified. Finally, no evidence was found that both stress sources interacted to exacerbate 
the effect on the antioxidant system under the tested conditions
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Abreviaturas 

• ABM: abamectina 

• AChE: acetilcolinesterasa 

• AG: ácido graso 

• AGL: ácidos grasos libres 

• CAT: catalasa 

• CPF: clorpirifos 

• COL: colesterol 

• DG: diacilglicerol 

• DI: divertículo intestinal 

• EE: esteroles esterificados 

• GC: cromatografía gaseosa 

• Gli: glicerol 

• Glu: D-glucosa 

• GPx: glutatión peroxidasa 

• GR: glutatión reductasa 

• GSC: cromatografía gas-sólido 

• GST: glutatión-S-transferasa 

• HC: hidrocarburos 

• HVA: homeoviscosidad adaptativa 

• MDA: malonaldehído 

• NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido 

• PC: fosfatidilcolina 

• PE: fosfatidiletanolamina 
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• ROS: especies reactivas del oxígeno 

• SM: esfingomielina 

• SOD: super óxido dismutasa 

• TAG: triacilglicerol 

• TBHP: hidroperóxido de terbutilo 

• TLC: cromatografía en capa fina 

• TM: tejido muscular 



xiii 
 

Índice 

 
Resumen ............................................................................................................................................. v 

Abstract ............................................................................................................................................. viii 

Abreviaturas ....................................................................................................................................... xi 

Índice ................................................................................................................................................. xiii 

 

1. Introducción .................................................................................................................................... 1 

1.1. Breves cometarios sobre el phylum Arthropoda ................................................................. 1 

1.2. Introducción básica a la anatomía de las arañas ............................................................... 4 

1.2.1. Cutícula ........................................................................................................................... 5 

1.2.2. Sistema digestivo ............................................................................................................ 5 

1.2.3. Sistema circulatorio ....................................................................................................... 7 

1.2.4. Sistema respiratorio ....................................................................................................... 7 

1.2.5. Sistema excretor ............................................................................................................. 7 

1.2.6. Sistema reproductor ....................................................................................................... 7 

1.3. Sobre el modelo biológico empleado en este trabajo ............................................................. 8 

1.3.1. Elección ........................................................................................................................... 8 

1.3.2. Generalidades de Polybetes pythagoricus ................................................................... 9 

1.4. Potencial de las arañas como controladores biológicos ........................................................ 10 

1.5. Concepto de “estrés” en contexto de la biología ............................................................. 11 

1.5.1. Estrés oxidativo y sistemas de defensa contra el mismo ................................................ 11 

1.6. Breve introducción a la toxicología .................................................................................... 14 

1.7. Insecticidas y sus potenciales riesgos para el ambiente ................................................. 17 

1.7.1. Organofosforados: clorpirifos ......................................................................................... 17 

1.7.2. Avermectinas: abamectina .......................................................................................... 19 

1.7.3. Efectos subletales de los insecticidas .............................................................................. 19 

1.8. Estrés por temperatura y adaptaciones relacionadas ..................................................... 20 



xiv 
 

1.8.1. Composición de membranas y temperatura: homeoviscosidad adaptativa y otros 
procesos ................................................................................................................................... 21 

1.8.2. Ectotermos y cambio climático ................................................................................... 23 

1.9. Efecto de más de una fuente de estrés .............................................................................. 23 

2. Materiales y métodos ................................................................................................................... 25 

2.1. Insecticidas, solventes y reactivos ......................................................................................... 25 

2.2. Modelo ................................................................................................................................... 27 

2.2.1. Muestreo ......................................................................................................................... 27 

2.2.2. Mantenimiento ............................................................................................................... 28 

2.2.3. Eutanasia y disección ...................................................................................................... 29 

2.3. Preparación de insecticidas .................................................................................................... 30 

2.3.1. Dosis de campo ............................................................................................................... 30 

2.3.2. Insecticidas sobre superficies .......................................................................................... 31 

2.4. Extracción acuosa ................................................................................................................... 31 

2.5. Técnicas de espectrofotometría ............................................................................................ 32 

2.5.1. Lowry ............................................................................................................................... 33 

2.5.2. Enzimas ............................................................................................................................ 33 

2.5.3. TBARS .............................................................................................................................. 34 

2.5.4. Glicerol ............................................................................................................................ 34 

2.5.5. Glucosa ............................................................................................................................ 34 

2.6. Análisis de daño histológico ................................................................................................... 34 

2.7. Citometría de flujo ................................................................................................................. 35 

2.8. Extracción de hidrocarburos cuticulares ................................................................................ 37 

2.9. Extracción orgánica ................................................................................................................ 37 

2.10. Cromatografía en capa fina .................................................................................................. 38 

2.11. Cromatografía Gaseosa ........................................................................................................ 40 

2.11.1. Análisis de hidrocarburos cuticulares ........................................................................... 41 

2.11.2. Análisis de ácidos grasos ............................................................................................... 42 

2.12. Diseños experimentales ....................................................................................................... 43 

2.12.1. Experimentos de exposición tópica a insecticidas ........................................................ 43 

2.12.2. Experimentos comportamentales sobre superficies expuestas a insecticidas ............. 44 

2.12.3. Experimentos de aclimatación a diferentes temperaturas ........................................... 45 

2.12.4. Experimentos de estrés combinado: temperatura e insecticidas ................................. 46 



xv 
 

2.13. Análisis estadístico ............................................................................................................... 48 

3. Objetivos ....................................................................................................................................... 49 

3.1. Objetivo general ..................................................................................................................... 49 

3.2. Objetivos específicos .............................................................................................................. 49 

4. Exposición al organofosforado clorpirifos ................................................................................... 50 

4.1. Introducción ........................................................................................................................... 50 

4.2. Resultados .............................................................................................................................. 52 

4.2.1. Efecto del clorpirifos en superficie sobre comportamiento ........................................... 52 

4.2.2. Caracterización hidrocarburos cuticulares ...................................................................... 53 

4.2.3. Efectos de exposición a clorpirifos sobre sistema antioxidante ..................................... 57 

4.2.4. Efectos histopatológicos de clorpirifos sobre divertículo intestinal ............................... 59 

4.2.5. Efectos de la abamectina sobre sistema antioxidante .................................................... 60 

4.3. Discusión ................................................................................................................................ 61 

5. Composición lipídica en relación con la temperatura ................................................................. 66 

5.1. Introducción ........................................................................................................................... 66 

5.2. Resultados .............................................................................................................................. 68 

5.2.1. Efecto de la aclimatación en la composición lipídica ...................................................... 68 

5.2.2. Efecto de la aclimatación en composición de ácidos grasos ........................................... 76 

5.3. Discusión ................................................................................................................................ 81 

6. Aclimatación térmica y exposición a clorpirifos .......................................................................... 84 

6.1. Introducción ........................................................................................................................... 84 

6.2. Resultados .............................................................................................................................. 85 

6.2.1. Estrés conjunto sobre sistema antioxidante enzimático ................................................ 85 

6.2.2. Estrés conjunto sobre especies reactivas del oxígeno .................................................... 88 

6.3. Discusión ................................................................................................................................ 90 

7. Conclusiones ................................................................................................................................. 92 

 

Bibliografía ........................................................................................................................................ 94 

 

 



1 
 

1. Introducción 
1.1. Breves cometarios sobre el phylum Arthropoda 
El phylum Arthropoda es el más diverso del reino Metazoa (Zabeati 2023). Su historia natural se 

puede rastrear hasta el período Cámbrico temprano, conociéndose fósiles de 521 millones de años 
(Giribet & Edgecombe 2019). El consenso actual (Figura 1.1.), clasifica a los artrópodos como 
bilaterios protostomados, pertenecientes al clado Ecdysozoa, caracterizado por la posesión de un 
exoesqueleto denominado cutícula, el cual deben mudar (“ecdisis”) para crecer (Budd & Telford 
2009). Dentro de este clado se clasifican grupos importantes como Cycloneuralia (que contine al 
phylum Nematoda y otros phyla menores), multitud de linajes extintos y Panarthropoda. El Phylum 
más derivado dentro de este último clado es Euarthropoda (=Arthropoda), los “verdaderos 
artrópodos”, caracterizados por apéndices con artejos esclerotizados y articulados entre sí por zonas 
de cutícula flexible (membranas articulares) (Giribet & Edgecombe 2019). 

Las características morfológicas de los artrópodos son: un sistema circulatorio abierto, con un 
corazón dorsal y senos conformando un hemocel; un sistema nervioso central anterior 
supraesofágico, conectado a un cordón nervioso ventral ganglionado; músculos estriados y ausencia 
de células epiteliales ciliadas (Lane 1993). Los artrópodos, además de su superlativa riqueza 
específica, se destacan por ser numéricamente dominantes en toda clase de ecosistemas terrestres, 
y prominentes en los ecosistemas acuáticos, marinos y dulceacuícolas (Thorp 2009).  

Figura 1.1 Ubicación filogenética de Ecdysozoa. Tomada de Budd & Telford (2009) con 
modificaciones. 
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Los grupos taxonómicos con representantes vivientes dentro del phylum de los artrópodos, se 
muestran con sus relaciones a lo largo del tiempo geológico en la Figura 1.2. La clase Arachnida, 
incluida en el subfilo Chelicerata, morfológicamente posee dos regiones del cuerpo o tagmas 
(asociaciones funcionales de segmentos) y seis pares de apéndices. El tagma anterior es 
denominado prosoma y lleva los quelíceros, pedipalpos y cuatro pares de patas caminadoras; el 
posterior se llama opistosoma y contiene la mayor parte del sistema reproductor y digestivo (Cowles 
2018). Los arácnidos ocupan todos los hábitats terrestres (desiertos, bosques, tundra, praderas, 
montañas, suelos, detritos vegetales, cuevas, etc.) (Levin 2013). La mayoría de los órdenes de este 
grupo (varios representantes se ilustran en la Figura 1.3.) son depredadores que se alimentan de los 
fluidos pre-digeridos de sus presas. Sin considerar a los ácaros, los arácnidos tienden a estar en el 
tope de las cadenas tróficas de los invertebrados (Levin 2013), por lo que su relevancia ecológica es 
clara.  

 

 

 

Figura 1.2. Cladograma de Arthropoda. Tomado con modificaciones de Giribet & 
Edgecombe (2019). 
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El orden Araneae, cuenta con más de 52.000 especies descriptas (World Spider Catalog 2024). La 
gran mayoría de las familias, incluyendo la familia Sparassidae, a la que pertenece la especie modelo 
de esta tesis (sección 1.3), se ubican dentro de Araneomorphae. La Figura 1.4. ilustra una hipótesis 
filogenética del orden basada en caracteres moleculares (Wheeler et al. 2017). 

Figura 1.4. Árbol filogenético molecular resumido de Araneae. 
Ubicación de Sparassidae resaltada. Cladograma tomado y simplificado 
de Wheeler y colaboradores (2017). 

Figura 1.3. Representantes de 
arácnidos: a. Opiliones. b. Uropigi. 
c. Araneae. d. Schizomida. e. 
Ricinulei. f. Pseudoscorpiones. g. 
Acari. h. Amblipigii. i. Scorpiones. j. 
Solifuga. Tomado con 
modificaciones de Sharma (2018). 
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1.2. Introducción básica a la anatomía de las arañas 
El plan corporal del grupo mantiene las características generales mencionadas para los arácnidos 

(Figura 1.5.). Los quelíceros de las arañas cuentan con sus característicos “colmillos” (uñas 
esclerotizadas y articuladas) para la captura de presas y manipulación del entorno. Cerca del extremo 
de estos desembocan las glándulas de veneno, conectadas por un ducto a su porción secretora, 
ubicada en el prosoma. El veneno en sí es una mezcla de numerosos polipéptidos de acción 
neurotóxica, aminas, aminoácidos y enzimas proteolíticas. Se considera que su función principal es 
la de paralizar a la presa (Foelix 2011). Solo los géneros Atrax, Latrodectus, Loxosceles y Phoneutria, 
poseen un veneno peligroso para el ser humano (Isbister & Gray 2003).  

Los pedipalpos, apéndices de función sensorial, se caracterizan en los machos por estar 
modificados para la reproducción, contando con órganos secundarios de transferencia espermática. 
La movilidad la proveen los cuatro pares de patas locomotoras, formadas por seis artejos, siendo de 
distal a proximal: tarso, metatarso, tibia, patela, fémur trocánter y coxa. 

El tejido muscular (TM en adelante) es de tipo estriado, con una estructura de los elementos 
contráctiles similar a la de otros artrópodos.  

El opistosoma ha perdido todo rastro de segmentación interna. Las aperturas del sistema 
respiratorio, así como del reproductor se ubican ventralmente. Las glándulas de la seda secretan su 
producto desde derivados apendiculares ventrales, característicos del orden, llamados hilanderas.  

A continuación, se describen brevemente aspectos relevantes de estructuras y sistemas de 
órganos de las arañas. 

Figura 1.5. Anatomía externa e interna de las arañas.  
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1.2.1. Cutícula 

La cutícula de las arañas posee una función, estructura y composición, comparable a la del resto 
de artrópodos. Constituye el sostén del cuerpo, permite inserción muscular, protege del medio 
externo y aloja distintos tipos de sensilias (mecano y quimiorreceptores). Las capas que la conforman 
en general se resumen en: una epicutícula delgada superficial, de composición lipídica (ver adelante), 
y por debajo la procutícula compuesta por láminas del polisacárido quitina (polímero de unidades de 
N-acetilglucosamina) en una matriz proteica. Esta procutícula se divide en exocutícula esclerotizada, 
mesocutícula y endocutícula (Figura 1.6.). Por debajo de la cutícula se encuentra la hipodermis (o 
epidermis) que descansa sobre una membrana basal (Trabalon & Garcia 2021).  

La epicutícula, al ser la más externa de las capas cuticulares, es la responsable de prevenir la 
deshidratación del organismo (Foelix 2011). Se compone de una capa muy delgada hidrofóbica, 
lipídica, secretada desde la hipodermis a través de canales que atraviesan toda la procutícula. En la 
araña Eratigena atrica se ha determinado que la epicutícula se compone de un 86% de hidrocarburos 
(HC) con predominancia de los alcanos lineales, 9% de metil-ésteres y un 4% de ácidos grasos (AGs) 
(Trabalon & Garcia 2021). 

1.2.2. Sistema digestivo 

Luego de la captura y parálisis de la presa, las arañas regurgitan sobre esta un fluido enzimático 
que la pre-digiere externamente. El producto resultante es bombeado a través de la boca, faringe y 
esófago por acción muscular del estómago suctor. Posterior a este, comienza el intestino medio, el 
cual posee algunas digitaciones en el prosoma, pero la mayor parte se ubica en el opistosoma, donde 

Figura 1.6. Esquema de la cutícula de arañas, con sus múltiples capas y 
estructuras. Tomada de Trabalon & Garcia (2021) con modificaciones. 
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se forman proyecciones denominadas divertículos intestinales (en adelante DI). Posteriormente, se 
conecta un saco estercoral y los ductos excretores (túbulos de Malpighi). Por último, el tubo digestivo 
desemboca en el ano, ubicado en el extremo final del opistosoma (Foelix 2011). 

Divertículo intestinal 

Anatómicamente, el DI se compone de múltiples lóbulos ramificados desde el intestino medio, los 
cuales suelen ocupar el espacio del hemocel entre los otros sistemas de órganos dentro del 
opistosoma. Como parte del sistema digestivo, se encarga de la producción y secreción de enzimas 
digestivas y absorción de nutrientes mediante células especializadas (Foelix 2011). Funcionalmente, 
esta estructura es clave para el metabolismo de las arañas ya que, además, almacena las reservas 
de glucógeno y lípidos (Foelix 2011).  

En P. pythagoricus se ha probado la capacidad de asimilación en DI de los AGs de la dieta, y su uso 
en síntesis de acilglicéridos y fosfolípidos (Laino et al. 2009), así como el antes mencionado rol en el 
almacenamiento lipídico (Laino et al. 2009, Romero et al. 2018, Romero et al. 2019) y la liberación de 
los lípidos hacia las lipoproteínas hemolinfáticas (Laino et al. 2009, Laino et al. 2011a, Laino et al. 
2015a). Además, en el DI ocurre la síntesis de proteínas precursoras del vitelo, las vitelogeninas, 
como se comprobó para P. pythagoricus (Romero et al. 2019). Debido a sus similitudes funcionales, 
se suele establecer una analogía entre el DI de las arañas con el cuerpo graso de insectos (Arrese & 
Soulages 2010) y hepatopáncreas de escorpiones (Warburg 2011, Laino et al. 2015b) y crustáceos (Al-
Mohanna et al. 1985, Al-Mohanna & Nott 1986, Vogt 1994, Vogt 2019). Para decápodos existen 
muchos trabajos que exploran el rol del hepatopáncreas de los crustáceos en el almacenamiento, 
metabolismo y movilización lipídica (O´Connor & Gilbert 1968, Gonzalez-Baró & Pollero 1988, 
Gonzalez-Baro et al. 1990, Gonzalez-Baró & Pollero 1993, Kanazawa & Koshio 1994, González-Baró & 
Pollero 1998, Garcia et al. 2002b, Luo et al. 2021). Del mismo modo, en insectos abunda la bibliografía 
sobre estos aspectos del cuerpo graso (Gilbert & Chino 1974, Fernando-Warnakulasuriya et al. 1988, 
Tsuchida & Wells 1988, Ryan & van der Horst 2000, Ziegler & Ibrahim 2001, Canavoso et al. 2004, 
Arrese & Soulages 2010). 

Otra de las destacables funciones del DI se relaciona con la defensa antioxidante y detoxificante. 
Se ha observado como la actividad de las enzimas pertenecientes a este sistema y marcadores de 
estrés oxidativo (ver sección 1.5) en DI, se ven afectados por la exposición a metales en las arañas 
Agelena labyrinthica (Agelenidae) y Linyphia triangularis (Linyphiidae) (Wilczek et al. 2008) y por 
metales, insecticidas y otras fuentes de estrés en la araña Xerolycosa nemoralis (Wilczek et al. 2008, 
Wilczek et al. 2013, Wilczek et al. 2014). Además, está bien documentado que los órganos análogos 
al DI de crustáceos e insectos son susceptibles a sufrir alteraciones en el sistema antioxidante y 
mostrar evidencia de estrés oxidativo al ser expuestos a contaminantes. En crustáceos, el 
hepatopáncreas de varias especies es reconocido como órgano clave en la detoxificación, donde se 
han registrado efectos significativos sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y varios 
marcadores de estrés oxidativo, incluida peroxidación lipídica, en bioensayos de exposición a 
metales y diversos insecticidas (Wei & Yang 2015, Zhang et al. 2019, Duarte-Restrepo et al. 2020, 
Uçkun et al. 2021, Butcherine et al. 2022, Lavarias et al. 2022, Huang et al. 2023). En insectos existe 
un registro similar, habiéndose observado cambios en niveles de peroxidación lipídica, actividad y 
expresión de enzimas antioxidantes en el cuerpo graso en relación a distintos insecticidas (Mao et al. 
2019b, Zhao et al. 2020a, Lu et al. 2023). 
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1.2.3. Sistema circulatorio 

El sistema circulatorio de las arañas sigue en líneas generales el patrón descripto para los 
artrópodos. El fluido circulatorio se denomina hemolinfa y en este circulan diferentes elementos 
celulares y el pigmento respiratorio hemocianina, responsable del color azul característico de la 
hemolinfa (Foelix 2011). Como ya se mencionó, los lípidos son transportados por la hemolinfa unidos 
a lipoproteínas que clasifican según su densidad. En arañas y otros arácnidos se han registrado 
lipoproteínas de alta densidad (HDL) y de muy alta densidad (VHDL). 

En cuanto a la morfología del sistema circulatorio, la división arterial se puede considerar 
“cerrada”, los vasos arteriales llevan la hemolinfa impulsada desde el corazón y se ramifican por el 
cuerpo. Las arterias desembocan en espacios lagunares que bañan los tejidos, y desde estos el fluido 
se recoge en senos ventrales, allí la hemolinfa pasa al sistema respiratorio y luego vuelve al corazón, 
vía las venas pulmonares (Foelix 2011). 

1.2.4. Sistema respiratorio 

Existen dos clases de estructuras respiratorias en arañas: los pulmones en libro y las tráqueas. 
Los pulmones en libro se conectan con el exterior por hendiduras pulmonares en la superficie ventral 
anterior del opistosoma. En su interior se disponen series alternadas de espacios aéreos y lamelas 
llenas de hemolinfa, donde ocurre el intercambio de gases. Las arañas primitivas poseen cuatro 
pares de pulmones en libro, mientras que, en la mayoría de las arañas más derivadas, el par posterior 
es reemplazado por sistemas de tráqueas tubulares. Estos sistemas traqueales derivan al menos en 
parte de pulmones en libro y varían en desarrollo en los distintos grupos de arañas. A diferencia de 
los de los insectos, donde las tráqueas llevan los gases directamente a los tejidos, en arañas el 
intercambio gaseoso es mediado por la hemolinfa gracias a la hemocianina (Foelix 2011). 

1.2.5. Sistema excretor 

La excreción de los desechos nitrogenados en arañas se lleva a cabo principalmente mediante los 
túbulos de Malpighi. A diferencia de los presentes en insectos cuyo origen embrionario es ecto y 
mesodérmico (Klowden 2013), en arañas poseen origen endodérmico y se prolongan hacia el 
hemocel desde el saco estercoral (Foelix 2011). Otros órganos excretores menores son las glándulas 
coxales, más conspicuos en especies basales (Foelix & Chu-Wang 1973). 

1.2.6. Sistema reproductor 

Las gónadas, en ambos sexos, son estructuras pares ubicadas dentro del opistosoma que liberan 
las gametas a través de una abertura ventral anterior, el surco epigástrico. La fecundación es interna, 
indirecta, a través de los ya mencionados palpos modificados de los machos. Estos órganos 
copuladores se cargan con esperma a través de una tela espermática especial, que a su vez lo recibe 
desde del surco epigástrico. En las hembras, la genitalia se conoce como placa epiginal, y posee una 
complejidad proporcional a los palpos de los machos, con los que debe coincidir mecánicamente 
durante la cópula. Este proceso es muy dependiente de la especie (descripto como “llave – 
cerradura”), mostrando una gran complejidad anatómica en las enteleginas (Foelix 2011). 
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Durante la etapa vitelogénica del ciclo reproductivo de las hembras, en los ovarios ocurre el 
proceso de vitelogénesis, en el que los oocitos acumulan las reservas metabólicas (vitelo) que sirven 
como recurso energético durante el desarrollo embrionario (Tsukimura 2001, Romero et al. 2018, 
Romero et al. 2022). En P. pythagoricus se halló evidencia de que las reservas de los oocitos poseen 
un origen tanto en síntesis proteica ovárica, como extraovárica en el DI (Romero et al. 2019). 

 

1.3. Sobre el modelo biológico empleado en este trabajo 

1.3.1. Elección 

Para esta tesis doctoral, se decidió emplear la especie Polybetes pythagoricus (Holmberg, 1875), 
como modelo animal de laboratorio representativo del grupo de interés, las arañas. 

Esta especie fue elegida, debido a la larga experiencia en su manejo por parte del grupo de trabajo. 
En P. pythagoricus se ha estudiado el transporte lipídico vía lipoproteínas, su interacción con 
fenitrotión (Cunningham et al. 1994, Cunningham & Pollero 1996, Cunningham et al. 2002, 
Cunningham et al. 2006, Laino et al. 2015a) y el metabolismo lipídico (Laino et al. 2009, Laino et al. 
2011b). Además, se ha logrado caracterizar la enzima arginino quinasa (Laino et al. 2017), estudiado 
su hemocianina (Cunningham & Pollero 1996, Cunningham et al. 1999, Laino et al. 2015c) y la 
actividad fenoloxidasa que posee (Laino et al. 2015c). Por otro lado, se ha caracterizado 
bioquímicamente el desarrollo y ciclo reproductivo de esta especie (Laino et al. 2011b, Romero et al. 
2018, Romero et al. 2019, Romero et al. 2022). 

Los precedentes en P. pythagoricus sobre el estrés oxidativo ocasionado por insecticidas (Laino & 
Garcia 2020) sumados a la mencionada información generada sobre metabolismo lipídico plantean 
una buena base para esta tesis. 

Por otro lado, esta especie demuestra facilidad operativa de muestreo otorgada por su 
distribución, hábitat frecuente y número. Así como la posibilidad de ser mantenida en cautiverio (ver 
sección 2.2). Su masa corporal relativamente abundante en comparación a la mayoría de las 
araneomorfas comunes en la región, resulta muy valiosa a la hora de realizar estudios bioquímicos. 
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1.3.2. Generalidades de Polybetes pythagoricus 

P. pythagoricus (Figura 1.7-A) pertenece a la familia de arañas araneomorfas enteleginas 
Sparassidae (filogenia se muestra en Figura 1.4.), la cual cuenta actualmente con 1488 especies en 
97 géneros (World Spider Catalog 2024). El género Polybetes posee 15 especies, 8 de ellas presentes 
en Argentina. P. pythagoricus es reconocida por el público en general como una araña imponente, 
debido tanto a su tamaño, como a su tendencia a realizar despliegues defensivos en los cuales 
levanta el primer par de patas y enseña sus quelíceros mientras realiza movimientos de balanceo 
característicos. Se diferencia de otras especies del género por los patrones negro oscuro en su 
opistosoma, concretamente una mancha longitudinal ventral, vagamente triangular, 
inmediatamente posterior a la región epigástrica (Gersschman & Schiapelli 1965) (Figura 1.7-B.). Es 
una especie de hábitos nocturnos y no construye nidos. Su picadura no supone un peligro para la vida 
humana, siendo el veneno de esta especie de baja toxicidad y de acción local leve (Laino 2011).  

Distribución y hábitat 

En cuanto al hábitat frecuente de P. pythagoricus, se la suele hallar en zonas forestadas, debajo 
de la corteza de algunos árboles, especialmente los del género introducido Eucalyptus. Es usual 
encontrar hembras sobre sus ootecas discoidales (sacos de seda donde las arañas oviponen) 
(Galiano 1971) a lo largo de todo el año. 

En la Figura 1.8. se muestran los registros para la especie disponibles en la base de datos libre 
GBIF.org (2023). Se distribuye al sur del continente americano, principalmente en Argentina, Uruguay, 
sur de Brasil y Paraguay, con algunos registros para Chile, Bolivia y Guayana Francesa.  

 

Figura 1.7. Fotografías de P. pythagoricus. A. Hembra adulta sobre papel milimetrado. B. 
Detalle ventral del opistosoma y sus patrones de pigmentación. 

A B 

 

B 
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1.4. Potencial de las arañas como controladores biológicos 
Se puede definir control biológico como el uso de agentes vivos para reducir el efecto perjudicial 

de especies plaga (herbívoros que atacan cultivos, vectores de enfermedades, parásitos de ganado, 
entre otras). De entre los múltiples mecanismos para lograr esto, se suele considerar como más 
importante el consumo directo de los organismos nocivos, a través de, por ejemplo, interacciones 
predatorias (Stenberg et al. 2021). Así, una especie depredadora que incluya en su dieta a una o varias 
especies fitófagas con tendencia a atacar un cultivo vegetal, se puede considerar un “enemigo 
natural” de posibles plagas, y su presencia en abundancia en el agroecosistema es deseable desde 
el punto de vista productivo. 

Figura 1.8. Registro de avistamientos para P. 
pythagoricus en GBIF.org (2023) 
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La inmensa mayoría de las especies de arañas conservan el estilo de vida depredador generalista 
de la mayoría de los órdenes de arácnidos. Son, a su vez, de los grupos depredadores invertebrados 
más abundantes en ambientes terrestres, consumiendo principalmente insectos, muchos 
potencialmente perjudiciales para el ser humano (Nyffeler & Sunderland 2003). Por lo tanto, su 
presencia en ambientes antropizados es capaz de proveer valiosos servicios de control de plagas 
agrícolas y sanitarias (Ndava et al. 2018, Michalko et al. 2019, Upadhyay et al. 2020). Específicamente 
en agroecosistemas, se ha cuantificado que las arañas pueden consumir hasta un 50% de la biomasa 
de insectos que provocan daños en los cultivos de importancia económica (Riechert & Lockley 1984, 
Oraze & Grigarick 1989, Tarabaev & Sheykin 1990, Riechert 1999, Birkhofer et al. 2008). Por esta razón, 
se ha reconocido el potencial de las arañas como controladoras biológicas, pese a las dudas sobre 
su efectividad que puedan traer aspectos como su densidad poblacional en cultivos e ingestas 
infrecuentes (Nyffeler & Sunderland 2003, Furlong et al. 2004, Foelix 2011, Michalko et al. 2019, 
Rajashekhar et al. 2020).  

 

1.5. Concepto de “estrés” en contexto de la biología 
Una de las propiedades básicas de los sistemas vivos es la homeostasis: el mantenimiento de 

todas las variables fisiológicas dentro de un rango aceptable (Buchman 2002, Chovatiya & Medzhitov 
2014). Es normal que numerosos factores externos e internos a los organismos tiendan a alterar este 
delicado equilibrio dinámico. Se considera un estado de estrés cuando el balance entre los 
estresores y sus sistemas de control se desplaza en favor de los primeros (Chrousos & Gold 1992), lo 
que puede llevar a un efecto adverso y/o daño apreciable (Kültz 2020). 

1.5.1. Estrés oxidativo y sistemas de defensa contra el mismo 

Desde que nuestro planeta posee cantidades significativas de oxígeno en su atmósfera, la vida ha 
requerido tolerar ambientes oxidantes. Especialmente los organismos aeróbicos, que se sirven del 
oxígeno durante la respiración celular, deben lidiar con subproductos altamente reactivos que 
ocasionalmente son generados durante este proceso. Estas sustancias son las llamadas especies 
reactivas del oxígeno (ROS por sus siglas en inglés). 

Especies reactivas del oxígeno 

Las ROS son especies químicas derivadas del oxígeno que poseen una reactividad mayor que este 
(Halliwell & Gutteridge 2015). Un radical libre es un átomo o molécula, que posee uno o más 
electrones desapareados, lo que los convierte en inestables y propensos a reaccionar con otras 
especies químicas (Halliwell & Gutteridge 2015). Entre las ROS encontramos radicales libres del 
oxígeno, como el radical superóxido (O2

•–) o el radical hidroxilo (OH•), el óxido nítrico (NO•) y el oxígeno 
triplete (3O2). A su vez, dentro de las ROS se incluyen otros derivados de la molécula de oxígeno, como 
el peróxido de hidrógeno (H2O2), el oxígeno singlete (1O2) o el anión hidroxilo (OH-), que no son 
radicales. 

In vivo, la producción de ROS puede ocurrir por mecanismos no enzimáticos, si las células son 
expuestas a radiación, o cuando el oxígeno reacciona espontáneamente con moléculas orgánicas. 
También pueden generarse enzimáticamente, en este caso intervienen muchas enzimas vitales para 
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la función normal del organismo. Se destacan las pertenecientes a la cadena de transporte de 
electrones mitocondrial, además de otros procesos bioquímicos de oxido- reducción (Kehrer & Klotz 
2015, Pizzino et al. 2017, Snezhkina et al. 2019). A su vez, el ritmo endógeno de producción de ROS 
puede verse aumentado por infecciones, inflamación, respuesta inmune, entre otros, así como por 
la exposición a contaminantes químicos externos (Pizzino et al. 2017). 

Para reducir el ataque oxidativo a las biomoléculas clave de sus células, los organismos poseen 
el denominado sistema antioxidante. Este presenta componentes tanto no enzimáticos, como 
enzimáticos. Los primeros lo constituyen moléculas capaces de oxidarse y así neutralizar ROS, como 
las vitaminas E y C, carotenoides y polifenoles que se obtienen de la dieta, así como glutatión (un 
tripéptido que es coenzima de varias enzimas del sistema antioxidante) (Costantini 2014). Los 
componentes enzimáticos lo constituyen una serie de enzimas cuya actividad consume ROS y otras 
sustancias reactivas y/o tóxicas. Algunos de sus componentes se listan a continuación. Las 
reacciones que catalizan y sus relaciones entre sí, se esquematizan en la Figura 1.9. 

• Super óxido dismutasa (SOD) 

Cataliza la dismutación de O2
•– en H2O2. Existen isoformas dependientes de magnesio 

(mitocondria) y dependientes de cobre.  

• Catalasa (CAT) 

Cataliza la disociación de H2O2 en H2O y oxígeno. Abundante en los peroxisomas, su baja afinidad 
por H2O2 hace que sea relevante principalmente durante los picos de producción de esta sustancia.  

• Glutatión peroxidasa (GPx) 

Cataliza la reducción de distintos peróxidos orgánicos (R-OOH) y H2O2 a alcoholes y agua 
respectivamente. Esta reacción es dependiente de glutatión, el cual resulta oxidado. Existen 
isoformas dependientes y no dependientes de selenio. Es más afín que CAT a su sustrato, por lo que 
es probable que trabaje eliminando los peróxidos que se producen basalmente en las células 
(Costantini 2014).  

• Glutatión Reductasa (GR) 

Cataliza la reducción del glutatión oxidado, empleando como coenzima al transportador 
electrónico nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH), el cual dona el poder reductor 
necesario. 

• Glutatión S transferasa (GST) 

Cataliza la conjugación de distintas moléculas con el glutatión. Importante en biotransformación 
de xenobióticos. 
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Las sustancias extrañas que ingresan a un organismo se denominan xenobióticos. Estos deben ser 
detoxificados y excretados para mantener la homeostasis y evitar daños. El metabolismo de 
xenobióticos, denominado biotransformación, suele implicar reacciones de oxidación en las que 
interviene el oxígeno y la cadena de transporte microsomal. Debido a la naturaleza de dichas 
reacciones, se genera ROS como subproducto (Kehrer & Klotz 2015, Klotz & Steinbrenner 2017). Las 
etapas de biotransformación se explican brevemente más adelante (ver sección 1.6). Esta 
sobreproducción de ROS implica un desequilibrio que debe ser compensado por un aumento de la 
actividad del sistema antioxidante, cuyo componente enzimático es susceptible de ser cuantificado 
(ver sección 2.5.2). Se habla de estrés oxidativo cuando la tasa de generación de ROS supera al 
sistema antioxidante, conduciendo a un exceso de especies reactivas que terminan por dañar los 
componentes celulares (Kehrer 1993). No todas las biomoléculas son igualmente susceptibles a la 
oxidación, siendo los AGs poliinsaturados los compuestos más afectados (Costantini 2014). En un 
escenario de estrés oxidativo, puede ocurrir el fenómeno denominado “peroxidación lipídica”. Este 
implica una reacción en cadena, que inicia con la formación de un radical en una reacción que 
involucra ROS o alguna otra especie reactiva, y los dobles enlaces de los AGs (Figura 1.10.). Este 
radical lipídico luego reacciona con oxígeno produciendo un radical peroxilo lipídico, capaz de atacar 
otros AGs y producir más radicales lipídicos, en un ciclo que termina al reaccionar entre sí dos 
radicales peroxilos. Durante la propagación, son varias las posibilidades de reacción, produciéndose 
hidroperóxidos lipídicos y aldehídos (como por ejemplo malonaldehido (MDA)) que se suman a las 
ROS provocando estrés oxidativo y reaccionan con el ADN y otras moléculas vitales deteriorando la 
maquinaria celular (Nam 2011, Yin et al. 2011). Por lo tanto, la concentración de derivados de la 
peroxidación lipídica, evidencia de la presencia efectiva de daño, se puede usar como indicador de 
estrés oxidativo. 

Figura 1.9. Sistema antioxidante enzimático y las interconexiones entre las reacciones que 
catalizan. GSH: glutatión reducido; GSSG: glutatión oxidado; Xenob.: xenobiótico; GS-
Xenob.: xenobiótico conjugado con GSH. 
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1.6. Breve introducción a la toxicología 
La toxicología es el estudio de los efectos adversos de agentes químicos o físicos en los 

organismos vivos (Casarett & Doull 2008). Dichos agentes pueden tener un origen natural, pero es 
usual que sean producidos por las actividades antrópicas, repercutiendo en el ecosistema y en la 
propia salud del ser humano. En el mundo moderno post revolución industrial, son innumerables los 
posibles focos de interés para la toxicología, como sustancias producidas en procesos de 
fabricación, polución por vehículos, etc. Una actividad que merece especial atención al respecto es 
la producción de alimentos, debido a que muchas técnicas tales como las agrícolas, requieren el uso 
de agroquímicos, conllevando un evidente riesgo ambiental. 

Desde un punto de vista toxicológico clásico, la toxicocinética se define como el estudio 
cuantitativo del movimiento de una sustancia química xenobiótica desde su entrada al cuerpo 
(absorción), pasando por su distribución a órganos y tejidos a través de la circulación, las 
transformaciones metabólicas (biotransformación) que sufre y su eliminación final por excreción 
(Casarett & Doull 2008, Carriquiriborde et al. 2021). A continuación, se describen estos pasos 
brevemente y de manera conceptual. 

 

 

Figura 1.10. Peroxidación lipídica simplificada. Tomada de Ayala y colaboradores (2014) 
con modificaciones. R• simboliza un radical de cualquier origen. 
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Absorción 

Un xenobiótico tiene esencialmente tres vías de entrada primarias a un organismo animal (“rutas 
de exposición”): a través del tegumento, a través del sistema digestivo, o a través del sistema 
respiratorio (Carriquiriborde et al. 2021) 

Independientemente de la ruta, se considera determinante para la absorción de un xenobiótico la 
capacidad de atravesar membranas biológicas (Newman 2015), debido a las uniones entre las 
células en los epitelios tegumentarios, respiratorios y digestivos. Los compuestos relativamente 
apolares (compuestos orgánicos aromáticos, organometálicos, muchos insecticidas, entre otros) 
podrán atravesar directamente la bicapa lipídica por difusión simple, mientras que los compuestos 
más polares o con carga eléctrica deben ser capaces de emplear canales o transportadores 
proteicos, o transporte por fagocitosis o pinocitosis para acceder al organismo (Newman 2015, 
Carriquiriborde et al. 2021). 

La cutícula de los artrópodos posee como capa más externa una epicutícula lipídica (ver sección 
1.2.1), que constituye la primera línea defensiva que debe traspasar un xenobiótico, en caso de 
considerar una ruta tegumentaria. Existe evidencia para varias especies de insectos del rol de la 
epicutícula en la resistencia a insecticidas al exponerse tópicamente (Balabanidou et al. 2018). En 
Triatoma infestans tanto la remoción de la capa epicuticular, como la inhibición de la síntesis de los 
HC que la componen, condujo a una mayor mortalidad por exposición tópica al insecticida Sumithion 
(organofosforado) (Juárez 1994). Se ha encontrado que las cepas resistentes a insecticidas 
piretroides de T. infestans y Anopheles gambiae, poseen una cutícula más gruesa y rica en HC (masa 
por unidad de peso de los individuos), comparadas con las cepas susceptibles (Pedrini et al. 2009, 
Balabanidou et al. 2016). 

Distribución 

Una vez dentro del organismo, los xenobióticos son traslocados a los distintos compartimientos y 
sistemas por los fluidos circulatorios. Estos se disuelven en la fase acuosa del fluido circulatorio, o 
se unen a moléculas que se encuentren en solución, dependiendo de las propiedades de cada 
xenobiótico (Casarett & Doull 2008). Es probable que en arañas y otros artrópodos las lipoproteínas 
circulantes jueguen un rol en la distribución de compuestos tóxicos (Cunningham et al. 2007). Se ha 
estudiado la capacidad del insecticida organofosforado fenitrotión para unirse a  las HDL y alterar su 
estructura, y probablemente también sus funciones in vivo, tanto en el camarón Macrobrachium 
borelli (Garcia et al. 2002a, Garcia et al. 2004) como en P. pythagoricus (Cunningham et al. 2002). 

La acumulación de los xenobióticos se produce diferencialmente en distintos tejidos dependiendo 
nuevamente del tipo de sustancia y sus propiedades (carga, tamaño molecular, solubilidad 
especialmente) (Carriquiriborde et al. 2021). Compuestos lipofílicos como muchos insecticidas, 
compuestos órgano-mercuriales, entre otros, tienden a acumularse en tejidos grasos (Casarett & 
Doull 2008). Se sabe que las arañas pueden acumular metales en forma de gránulos en el DI (Brown 
1982, Ludwig & Alberti 1988) y en proteínas especializadas en unir metales conocidas como 
metalotioneínas (Babczyńska et al. 2011), como mecanismo para neutralizar sus efectos adversos.  
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Biotransformación 

Las especies químicas xenobióticas originales son susceptibles de ser transformadas por 
procesos biológicos, normalmente por catálisis enzimática. Dependiendo del caso, puede ocurrir 
que los derivados del xenobiótico sean menos tóxicos, en ese caso se habla de detoxificación; pero 
también es posible que la biotransformación resulte paradójicamente en un aumento de la toxicidad 
de los productos de la reacción, ocurriendo entonces bioactivación (Newman 2015). Esto se vuelve 
relevante en caso de la exposición subletal a insecticidas, tratada al final de la sección 1.7. Los 
insecticidas organofosforados, para ejercer su mecanismo de acción requieren ser bioactivados a su 
forma oxón (Crane et al. 2012). 

Los compuestos orgánicos atraviesan por lo general, dos pasos de biotransformación: Fase I y II. 
El fin de estas reacciones es conseguir productos menos tóxicos, más hidrosolubles y fáciles de 
excretar. 

Fase I: Reacciones de adición de grupos hidrofílicos 

A través de reacciones de oxidación, hidrólisis o reducción, se transforma a las moléculas 
xenobióticas adicionando o exponiendo grupos como hidroxilo (−OH), amino (−NH2), sulfhidrilo (−SH) 
o carboxilo (−COOH). Son muchas las enzimas que pueden participar en fase I, suelen ser poco 
sustrato-específicas y encontrarse en varios tejidos, pero predominando en órganos como el hígado 
de vertebrados o hepatopáncreas o DI en invertebrados (Lavarías et al. 2013, Bednarek et al. 2016, 
Laino & Garcia 2020, Carriquiriborde et al. 2021). Algunos ejemplos generales son: epóxido hidrolasa 
(hidroliza epóxidos a alcoholes), alcohol deshidrogenasa y las enzimas monoxigenasas, el sistema 
más importante de la fase I. Estas reciben poder reductor de la cadena de transporte microsomal 
(ubicada en la membrana del retículo endoplasmático) a través de hemoproteína citocromo P450. El 
sistema microsomal participa en reacciones de oxidación y reducción de xenobióticos, así como en 
rutas metabólicas centrales (por ejemplo, la síntesis de eicosanoides en vertebrados, entre otras) 
(Casarett & Doull 2008, Carriquiriborde et al. 2021). Como se mencionó antes, muchos 
organofosforados son bioactivados por este sistema al cambiar oxidativamente el enlace entre azufre 
y fósforo por uno fósforo-oxígeno, constituyendo el derivado “oxón”. Son las formas oxón de los 
insecticidas organofosforados las verdaderas causantes de la toxicidad. Cabe mencionar también, 
por último, a las denominadas “paraoxonasas”, esterasas capaces de hidrolizar organofosforados, 
entre otros muchos compuestos con función éster (Carriquiriborde et al. 2021). 

Fase II. Reacciones de conjugación 

En esta etapa los xenobióticos son unidos covalentemente a otros compuestos más polares y 
abundantes en organismo, favoreciendo más aún la solubilidad del producto, reduciendo o 
eliminando su toxicidad. Estas moléculas pueden ser derivados de carbohidratos, aminoácidos, 
glutatión o sulfato (Timbrell 1999). Un ejemplo importante de enzima de fase II es la GST ya 
introducida, como también varias glucuronil transferasas (transfieren ácido glucurónico), 
sulfotransferasas (transfieren grupos sulfato), entre otras (Newman 2015).  
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Eliminación 

Un xenobiótico o los metabolitos derivados de su biotransformación pueden ser eliminados por el 
sistema excretor del organismo cuando estos son lo suficientemente hidrofílicos, a través de otras 
vías dependiendo de la especie y propiedades del compuesto. En mamíferos, sustancias volátiles 
pueden ser exhaladas, y las de alto peso molecular y/o muy poco solubles excretadas con la bilis. En 
organismos acuáticos las branquias pueden ser un sitio importante de eliminación de xenobióticos 
hidrofílicos. Otra forma de eliminación de contaminantes menos solubles, es a través de la 
incorporación en la cutícula y posterior muda en artrópodos (Carriquiriborde et al. 2021). 

La conjugación producida en la fase II de biotransformación no solo mejora la solubilidad de la 
molécula original, sino que puede ayudar a su transporte a través de membranas. Por ejemplo, la 
“bomba de exportación de s-conjugados” puede reconocer xenobióticos unidos a glutatión y 
translocarlos con consumo de ATP. Existen otros mecanismos como por ejemplo los transportadores 
de iones orgánicos (Casarett & Doull 2008). 

 

1.7. Insecticidas y sus potenciales riesgos para el ambiente 
Los plaguicidas son sustancias que controlan organismos (insectos, hongos, plantas, babosas, 

caracoles, malezas, microorganismos, nematodos, etc.), que causan daño a la vida vegetal, 
interfieren con la cadena alimentaria y/o actúan como vectores de organismos patógenos para el 
hombre y los animales (Ballantyne & Marrs 2004). El uso de plaguicidas supone indiscutibles 
beneficios para la humanidad, como el aumento de la productividad agrícola y ganadera y el control 
de enfermedades zoonóticas graves (Aktar et al. 2009, Tudi et al. 2021). Sin embargo, también es claro 
que el uso sostenido de toda clase de plaguicidas guarda un gran riesgo medioambiental, tanto para 
un gran espectro de especies inofensivas, como para la población humana (Ware 1980, Sheahan et 
al. 2016, Zaller & Brühl 2019, Kamal et al. 2020).  

Los plaguicidas en general son comúnmente aplicados mediante pulverización sobre los cultivos. 
Esto conlleva una gran ineficiencia, debido a que es necesario aplicar alrededor de 3000 veces la 
cantidad necesaria para lograr el control deseado de la plaga, perdiéndose por deriva aérea la mayor 
parte de ese material hacia los ambientes aledaños a los campos cultivados (Matthews et al. 2000), 
que de este modo sufren los subsecuentes efectos adversos de dicha contaminación (Tudi et al. 
2021). Por esta razón, el uso de estos compuestos no solo supone un peligro para especies de 
agrobiontes no-blanco que habiten los cultivos, sino también para todas las comunidades a las que 
arribe la deriva de los insecticidas (Simó et al. 2011, Tudi et al. 2021). 

1.7.1. Organofosforados: clorpirifos 

Los organofosforados, como su nombre indica, son compuestos orgánicos que contienen fósforo, 
con una amplia gama de aplicaciones industriales y como agroquímicos. Un importante grupo dentro 
de estos compuestos son los organofosfatos, que se pueden definir como ésteres de ácido fosfórico, 
con un amplio uso como plaguicidas y medicamentos. Su estructura generalizada se representa en 
Figura 1.11-A. El enlace fosforilo (P=O) puede reemplazarse por uno tiofosforilo (P=S), y los posibles 
sustituyentes le dan a cada molécula sus particularidades toxicológicas. La mayoría de los 
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insecticidas organofosfatos utilizados poseen enlace tiofosforilo (malatión, paratión, fenitrothión, 
clorpirifos). El mecanismo de acción tóxica de los plaguicidas organofosfatos en general, tiene como 
blanco a la enzima esterasa encargada de degradar el neurotransmisor acetilcolina, liberado durante 
ciertas sinapsis en el sistema nervioso (acetilcolinesterasa: AChE). Al inhibir la AChE, muchas veces 
irreversiblemente dependiendo del compuesto, causan la acumulación de acetilcolina en el espacio 
sináptico, interfiriendo gravemente con la transmisión normal del impulso nervioso. Los 
tiofosfonatos, como se mencionó, requieren ser bioactivados vía desulfuración oxidativa del enlace 
tiofosforilo a fosforilo, las moléculas originales no tienen actividad anti-AChE (Casarett & Doull 2008, 
Balali-Mood & Abdollahi 2014). 

El insecticida no sistémico clorpirifos (en adelante CPF) (Figura 1.11-B.) es extensivamente 
empleado para el control de varias especies de insectos plaga en agricultura, horticultura, viticultura 
y silvicultura, así como en el control residencial y sobre ganado. Es preferido por su costo-efectividad 
y amplio espectro comparado con otros productos (Testai et al. 2010). Pese a ser uno de los agentes 
insecticidas más usados en todo el mundo (Kralj et al. 2007, Aktar et al. 2009, Yadav et al. 2015, 
Degrendele et al. 2016, Shaffo et al. 2018, Sumon et al. 2018, Ding et al. 2019), la comunidad Europea 
ha expresado su preocupación sobre los posibles efectos genotóxicos del CPF (FSN 2019) y varios 
países lo han prohibido (Ministry of Agriculture and Rural Affairs 2013, Foong et al. 2020, Huang et al. 
2020). Existe evidencia de sus efectos adversos tanto para el ser humano, como para múltiples 
especies de vertebrados e invertebrados (ur Rahman et al. 2021). El riesgo que supone este 
compuesto puede verse incrementado por su acumulación en suelos donde las condiciones de 
degradación biótica y abiótica no son óptimas, con una vida media máxima de hasta 4 años (Watts 
2012, John & Shaike 2015). Se han hallado residuos de CPF en cuerpos de agua, aguas subterráneas 
y en numerosos productos agrícolas (Dar et al. 2019). 

 

Figura 1.11. A. Fórmula generalizada de los organofosfatos y sus posibles sustituyentes 
(tomada de Balali-Mood & Abdollahi (2014) con modificaciones. B. Fórmula del clorpirifos. 

B. 

A. 
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Es poca la bibliografía relacionada a los efectos del CPF sobre arañas. Se comprobó para linajes 
de Cheiracanthium mildei (Cheiracanthiidae) resistentes a otro organofosforado (malatión) que 
podrían ser susceptibles a CPF (Mansour 1984). Fountain y colaboradores (2007) observaron que 
parcelas de pastizales tratados con este insecticida experimentan una disminución en el número de 
individuos de araneidos. Residuos de un formulado con los principios activos de CPF y un piretroide 
(cipermetrina) se probaron altamente tóxicos y afectaron el comportamiento locomotor de varias 
especies de arañas habitantes de agroecosistemas (Pekár & Benes 2008). Mustafa y colaboradores 
(2011) concluyeron, tras realizar ensayos tópicos y de residuos secos con el principio activo de CPF 
sobre Lycosa terrestris (Lycosidae), que el compuesto a dosis de aplicación recomendadas posee 
alta toxicidad para la especie (registrando efectos letales y subletales, como parálisis). Laino y 
colaboradores (2021) expusieron hembras de Pardosa saltans (Lycosidae) que cargaban con sus 
ootecas a superficies con CPF, las que mostraron un efecto significativo tanto en varios aspectos del 
comportamiento de las hembras, como sobre algunas enzimas del sistema antioxidante, tanto en las 
madres como sobre sus crías. En distintos estadios de Misumenops maculissparsus (Thomisidae) se 
encontró también que este insecticida afecta el sistema antioxidante, además de inducir cambios en 
el comportamiento al reconocer los individuos superficies expuestas a CPF (Romero et al. 2024). De 
manera comparable, para otro arácnido, concretamente el escorpión Urophonius brachycentrus, se 
comprobó que el CPF es capaz de ejercer un efecto repelente, alterar significativamente el sistema 
antioxidante y además dañar el ADN (Garcia et al. 2024). Estos precedentes permiten estimar el 
potencial perjuicio que este compuesto supone para las arañas en agroecosistemas. 

1.7.2. Avermectinas: abamectina 

Las avermectinas son un grupo de compuestos sintetizados por la actinobacteria Streptomyces 
avermitilis. Químicamente son lactonas macrocíclicas que se usan tanto como fármacos 
antiparasitarios veterinarios y humanos, así como plaguicidas (Casarett & Doull 2008). Su 
mecanismo de acción neurotóxico en insectos y nematodos (especies blanco), implica la activación 
de los canales de cloro dependientes de glutamato en el sistema nervioso (Arena et al. 1995). En 
vertebrados, en cambio, pueden ocasionar efectos tóxicos sobre el sistema nervioso central al 
activar receptores GABAA (Pong et al. 1982, Fisher & Mrozik 1992).  

Se denomina abamectina (ABM) a una mezcla con 80% avermectina B1a y 20% avermectina B1b. Se 
emplea para control agrícola y doméstico de ácaros y varias especies de insectos, y como fármaco 
antihelmíntico (Environmental Protection Agency (EPA) 2010). Si bien se ha determinado que la AB es 
tóxica para artrópodos beneficiosos como abejas y ácaros depredadores de plagas agrícolas, las 
altas tasas de degradación en superficies reducen el riesgo de efecto adverso de este compuesto en 
los agroecosistemas (Wislocki et al. 1989, Lumaret et al. 2012, Bai & Ogbourne 2016). 

1.7.3. Efectos subletales de los insecticidas 

La sensibilidad de las especies no blanco a ciertos plaguicidas, considerando determinada ruta y 
tiempo de exposición, se suele evaluar en base a su capacidad para inducir la muerte, su “efecto 
letal”. Sin embargo, incluso cuando un xenobiótico no llega a ocasionar la muerte directamente a un 
organismo, sí puede afectar negativamente sus funciones de diversas maneras, al punto de disminuir 
sus probabilidades de sobrevivir y/o reproducirse (Serrão et al. 2022).  
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Los insecticidas, en dosis subletales (que no causan mortalidad significativa en una población 
expuesta), pueden provocar alteraciones fisiológicas del sistema nervioso, del desarrollo, la 
longevidad, sistema inmunológico y la reproducción (Desneux et al. 2007). A su vez, los efectos 
adversos pueden ser comportamentales, afectando la capacidad de alimentarse, de oviponer, la 
orientación espacial y la movilidad (Desneux et al. 2007). Si se consideran los organismos no blanco 
y las superficies contaminadas con insecticidas depositados por deriva luego de una aplicación, se 
puede plantear un escenario en el que sus movimientos se vean limitados a causa de efectos 
repelentes (Longley & Jepson 1996, Cordeiro et al. 2010, Fernandes et al. 2010). Si bien esto podría 
ser positivo en cuanto a que se evitaría la intoxicación, también puede ir en detrimento de la función 
de estos organismos como controladores de plagas, en caso de enemigos naturales como las arañas 
(Pekár & Haddad 2005, Pekár & Benes 2008). 

Se ha asociado la exposición a varios grupos de insecticidas con patologías relacionadas a 
desbalances oxidativos (Banerjee et al. 1999, Abdollahi et al. 2004). Los organofosforados en general, 
por un lado, inducen aumento en la producción de ROS durante su bioactivación en el citocromo P450 
(Lukaszewicz-Hussain 2010). Por otro lado, una consecuencia adicional de la inhibición de la AChE 
es un estado excitatorio exacerbado, con eventual agotamiento del potencial intermembrana 
mitocondrial. Esto provoca que se fugen electrones desde la cadena de transporte de electrones, que 
terminan produciendo O2

•– y H2O2 (Milatovic et al. 2006, Lukaszewicz-Hussain 2010). El estrés 
oxidativo resultante se ha propuesto como parte del mecanismo de toxicidad de organofosforados, 
junto con la inhibición de AChE propiamente dicha. Incluso si los cambios en la actividad de esta 
enzima no son detectables, las consecuencias del estrés oxidativo pueden estar presentes 
(Lukaszewicz-Hussain 2010). 

 

1.8. Estrés por temperatura y adaptaciones relacionadas 
En la superficie de nuestro planeta, la vida se desarrolla a temperaturas ambientales que pueden 

variar entre un mínimo de -170 °C en los polos, a un máximo de 80 °C en los desiertos (incluso hasta 
350 °C si consideramos los manantiales geotérmicos marinos habitados por extremófilos) (Cossins 
2012). La temperatura es un parámetro termodinámico esencial para el funcionamiento normal de la 
maquinaria celular, por lo que es compresiblemente uno de los factores abióticos más importantes 
que afectan a la vida (Perez & Aron 2020). Los organismos ectotermos, como los artrópodos, 
dependen de fuentes de calor externas para mantener su temperatura corporal, por lo que su 
fisiología está fuertemente condicionada a estas variaciones ambientales (Paaijmans et al. 2013). 
Existe un intervalo de temperaturas dentro del cual las especies ectotermas pueden operar 
eficazmente, fuera del cual la aptitud biológica decrece, alcanzando más allá de cierto umbral altos 
grados de estrés térmico y eventual letalidad (Schwerdt et al. 2020, Ørsted et al. 2022). 

En relación al estrés por baja temperatura, se suelen separar las estrategias de adaptación de los 
animales entre las que toleran la congelación y las que previenen la congelación. En las primeras, las 
células expresan proteínas especializadas denominadas “proteínas de nucleación de hielo” las 
cuales controlan la formación de los cristales de agua, confinándolos en el espacio extracelular, 
evitando necrosis y daños a estructuras macromoleculares en el citoplasma (Duman 2001). Otras 
defensas, que se expresan tanto en estrategias de tolerancia como de prevención de la congelación, 
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son las denominadas proteínas de histéresis térmica (PHT) y sustancias crioprotectoras de bajo peso 
molecular (polioles y/o azúcares) (Duman 1979, Somme 1982, Storey & Storey 1988). Las últimas 
ejercen su función valiéndose de la propiedad coligativa del descenso crioscópico (disminución de la 
temperatura de congelación) del citosol y fluidos extracelulares, al acumularse en solución. En 
numerosas especies de artrópodos se ha observado una relación entre supervivencia a bajas 
temperaturas y concentración de glicerol (Gli) y varios monosacáridos y disacáridos (Somme 1982, 
Kelleher et al. 1987, Rickards et al. 1987, Kukal et al. 1988, Rozsypal et al. 2013). En arañas se ha 
propuesto el Gli como crioprotector en los géneros Philodromus (Philodromidae), Clubiona 
(Clubionidae), Pardosa astrigera (Lycosidae) y Euathlus condorito (Theraphosidae) (Duman 1979, 
Tanaka & Ito 2015, Cubillos et al. 2018), así como PHT en Philodromus y Clubiona y Glu en E. condorito 
(Duman 1979, Cubillos et al. 2018). Ante estrés por altas temperaturas (así como otros factores 
adversos como altas concentraciones de osmolitos, sustancias tóxicas, etc.), se sabe que todas las 
células sintetizan las denominadas proteínas de shock térmico (PST), que impiden plegamientos 
anómalos y agregación de otras proteínas importantes para el normal funcionamiento celular (Feder 
& Hofmann 1999).  

1.8.1. Composición de membranas y temperatura: 
homeoviscosidad adaptativa y otros procesos 

La prevención del daño por cristales de hielo o por pérdida de estructura/función de las proteínas 
es crítica, sin embargo, los cambios de temperatura tienen efectos en otras estructuras 
absolutamente vitales de toda célula: los sistemas de membranas. Sus múltiples funciones, como 
permeabilidad a electrolitos (Carruthers & Melchior 1984), actividad de enzimas asociadas (Houslay 
& Gordon 1983, Ushio & Watabe 1993), velocidad de procesos acoplados a la difusión (Govers-
Riemslag et al. 1992) entre otras, están condicionadas al grado de ordenamiento de su interior 
hidrofóbico. La temperatura ambiental es inversamente proporcional al orden y directamente 
proporcional a la fluidez. El aumento en la energía cinética molecular con la temperatura implica que 
las moléculas se disponen menos ordenadas (Hazel 1995).  

Cuando las cadenas de los glicerolípidos y esfingolípidos se disponen muy ordenadas, se 
considera que la membrana se halla en “fase gel o gel-cristalina”, y todos sus movimientos están 
restringidos (estado para-cristalino). En cambio, se habla de “fase líquida desordenada o cristalina-
líquida”, cuando los movimientos son libres y no hay empaquetamiento entre las cadenas 
hidrocarbonadas. Estas fases se producen a temperaturas extremas inferiores y superiores al 
intervalo fisiológico normal respectivamente (Eeman & Deleu 2010). Es dentro de este último, en el 
que las membranas adoptan una fase intermedia “líquida ordenada”, con cierto empaquetamiento 
de colas hidrofóbicas, pero con la posibilidad de los movimientos de rotación y desplazamiento 
(Nelson & Lehninger 2009). 
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La fase en la que se encuentra una membrana a determinada temperatura depende de su 
composición lipídica particular. La disposición espacial de los lípidos de membrana con respecto a 
un AG saturado, monoinsaturado y polinsaturado se ilustra en la Figura 1.12., donde se puede 
observar como las insaturaciones dificultan el ordenamiento en paralelo de las colas hidrofóbicas. A 
su vez, las moléculas de esteroles (colesterol (COL) en animales), otro componente de las 
membranas biológicas, actúan como moderadoras de la fluidez de la bicapa, al ubicarse el núcleo 
plano de estos compuestos entre las colas hidrofóbicas, previniendo tanto la rigidización debido al 
elevado empaquetamiento a bajas temperaturas, como el desorden excesivo a altas temperaturas 
(Eeman & Deleu 2010). 

En base a lo explicado, los organismos que no regulan su temperatura corporal y que deben toleran 
por consiguiente un cierto rango térmico, requieren ajustar la composición de AGs de sus membranas 
biológicas para mantener una fluidez adecuada para sus funciones (Hazel 1995, Ernst et al. 2016), 
concepto conocido como “homeoviscosidad adaptativa” (HVA) (Sinensky 1974, Hazel & Williams 
1990). Además, se han observado otros ajustes en la composición lipídica, como la alteración en la 
proporción de PE/PC y en la abundancia relativa de COL (Hazel 1995, 1997, Crockett 1998). Estas 
remodelaciones en las proporciones de lípidos, junto a las mencionadas alteraciones en el grado de 
instauración de los AGs, se han propuesto como mecanismos para que, pese a las variaciones en la 
temperatura corporal propias de los ectotermos, la fase de fluidez en la que se encuentren las 
membranas sea siempre la adecuada (Hazel 1995, 1997). 

En arácnidos, existe solo un precedente bibliográfico relacionado a la aclimatación a 
temperaturas y composición lipídica, para dos especies de escorpiones de la familia Bothriuridae 
activas durante el invierno en un ambiente de frío, U. achalensis y U. brachycentrus. Garcia y 
colaboradores (2021) demostraron que la aclimatación prolongada (4 semanas) a temperaturas 
compatibles con la estación de verano en su hábitat, induce aumento en la proporción de AG 
saturados (18:0 y 16:0) a la par de una disminución en insaturados (18:1 y 18:2), además de registrarse 
cambios en proporciones de clases de lípidos, principalmente TAG.  

 

Figura 1.12. Ejemplos teóricos de membranas con distintas proporciones de 
insaturaciones en los AG fosfolipídicos. A. membrana insaturada altamente ordenada. 
B. Membrana con alta proporción de insaturaciones en los AGs de sus fosfolípidos. C. 
Ubicación y rol del colesterol moderador de fluidez en la membrana fosfolipídica. 
Tomada con modificaciones de Ernst y colaboradores (2016). 

A B C 
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1.8.2. Ectotermos y cambio climático 

La humanidad impacta de múltiples formas sobre los sistemas naturales: contaminación, 
transformación del territorio, introducción de especies exóticas, entre otras, siendo el cambio 
climático antropogénico uno de los tópicos más importantes y discutidos al respecto (Sage 2020). 
Los animales ectotermos constituyen la mayor parte de la biodiversidad terrestre y, como ya se ha 
mencionado, son especialmente sensibles a los cambios en la temperatura ambiental. En un 
escenario de aumento global de la misma, es de suponer que muchas poblaciones de artrópodos se 
vean afectadas negativamente debido a que sus funciones básicas como locomoción, crecimiento, 
reproducción están fuertemente influenciadas por esta variable (Deutsch et al. 2008, Colinet et al. 
2015). Se ha previsto un acotado margen de tolerancia de aumento de las temperaturas para muchos 
grupos ectotermos, especialmente a latitudes intermedias (Hoffmann et al. 2013). 

Es realmente poco lo que se ha estudiado sobre las posibles consecuencias del cambio climático 
sobre las poblaciones de arañas, pese a su importancia en las redes tróficas y como enemigos 
naturales de plagas (Harvey & Dong 2023). Si bien puede que algunos efectos no sean negativos sobre 
ciertas especies, como parecen indicar modelos predictivos de distribución (Ferretti et al. 2018), es 
de esperar que las condiciones progresivamente extremas pongan a prueba la plasticidad fisiológica 
y comportamental, y la capacidad adaptativa de las poblaciones de arañas (Malmos et al. 2021). En 
este contexto, generar un mejor entendimiento sobre las adaptaciones de las arañas al estrés térmico 
posee una importancia innegable. 

 

1.9. Efecto de más de una fuente de estrés 
Al contrario de como se suele plantear en la mayoría de los experimentos, en el medio natural los 

organismos afrontan más de una fuente de estrés (Breitburg et al. 1998).  

En arañas, existen precedentes bibliográficos para la interacción entre estresores químicos, 
concretamente para insecticidas organofosforados y metales pesados. Babczyńska & Migula (2002) 
no encontraron interacción entre exposición oral al cadmio y la exposición tópica al insecticida 
fenitrotión en Pardosa lugubris. Babczyńska y colaboradores (2006) además, muestrearon individuos 
de las especies P. lugubris y A. labyrinthica en sitios contaminados, y los expusieron en laboratorio al 
insecticida malatión. Concluyeron que el estrés atribuible a los metales de los sitios de muestreo 
sería capaz de inducir el sistema enzimático antioxidante, mejorando la resistencia al insecticida, 
pero el coste adicional en recursos energéticos supondría menos capacidad para contrarrestar 
fuentes adicionales de estrés. 

La temperatura ambiental es un factor importante que modula la capacidad para afrontar la 
exposición a xenobióticos (Holmstrup et al. 2010, Laskowski et al. 2010, Verheyen & Stoks 2019). Para 
arañas, existen algunos precedentes que han abordado este escenario. Everts y colaboradores (1991) 
descubrieron que Oedothorax apicatus (Linyphiidae) es más sensible al piretroide deltametrina bajo 
estrés por temperatura y baja humedad. Wilczek y colaboradores (2005) estudiaron el estrés térmico 
agudo y exposición tópica al organofosforado dimetoato sobre A. labyrinthica y P. lugubris 
comprobando un mayor nivel de apoptosis en los tratamientos que combinaron las dos fuentes de 
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estrés. Michalko y Kosulic (2016) determinaron que la letalidad del piretroide lambdacialotrina para 
una comunidad de especies de Philodromus aumenta directamente con la temperatura durante la 
exposición; aunque también vieron que el efecto negativo sobre la capacidad predatoria es mayor a 
temperaturas bajas. Duque y colaboradores (2023) criaron bajo distintas temperaturas juveniles de 
Pardosa amentata, obtenidos de distintas regiones climáticas (boreal y templada-fría), y los 
expusieron a lambdacialotrina, en ensayos a diferentes temperaturas. En este caso, sin embargo, 
hallaron que, para esa especie, solo la región de procedencia afecta la sensibilidad al insecticida. 

Además de las posibles interacciones planteadas entre tóxicos y el factor de la temperatura, hay 
que considerar la capacidad que posee esta variable ambiental para generar estrés oxidativo por sí 
misma. Como se desarrolla en la sección 1.5, las ROS son un subproducto del metabolismo 
aeróbico, el cual se ve fuertemente vinculado a estresores como los xenobióticos. Sin embargo, el 
estrés provocado por la aclimatación tanto a temperaturas bajas (Joanisse & Storey 1996b, Rojas & 
Leopold 1996, Lalouette et al. 2011) como a temperaturas altas (Jena et al. 2013, Zhang et al. 2015, 
Zhao et al. 2020b), puede conducir a su vez a estrés oxidativo en artrópodos. La actividad de las 
enzimas del sistema antioxidante, como sucede con la exposición a insecticidas, puede ser 
cuantificada a modo de biomarcadores del grado de estrés oxidativo provocado por la temperatura 
(Costantini 2014). A su vez, la concentración de ROS total en los tejidos de organismos aclimatados, 
puede evidenciar estos procesos relacionados al estrés (Zhang et al. 2014). 
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2. Materiales y métodos 
2.1. Insecticidas, solventes y reactivos 

Los principios activos del organofosforado CPF (CAS#: 2921‐88‐2) y la avermectina ABM (CAS#: 
71751-41-2) en estado sólido (pureza 98%), fueron donados por Laboratorios Gleba®. 

Los reactivos y solventes orgánicos empleados en este trabajo de tesis se listan por metodología 
a continuación:  

Ensayos de exposición tópica a insecticidas (sección 2.12.1) 

• Acetona (Carlo Erba®) 

Extracción lipídica (sección 2.9) y cromatografía en capa fina (sección 2.10): 

• Ácido fórmico (Sintorgan®) 
• Benceno (Merk®) 
• Cloroformo (Baker® y Cicarelli®) 
• Éter de petróleo (Sintogan®) 
• Metanol (Baker®) 

Extracción de HC cuticulares, preparación de ésteres metílicos de AGs, cromatografía gaseosa 
(GC) (secciones 2.8 y 2.11.2): 

• Ácido clorhídrico (HCl) (Mallinckrodt®) 
• Hexano (Baker® y Carlo Erba®) 
• Hidróxido de potasio (KOH) (Carlo Erba®) 
• Trifluoruro de boro (BF3) (Merk®) 

Preparación de soluciones amortiguadoras (buffers) empleadas en homogeneización de tejidos 
(sección 2.4) y espectrofotometría (sección 2.5): 

• Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Biopack®) 
• Bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Carlo Erba®) 
• Carbonato de sodio (Na2CO3) (Mallinckrodt®) 
• Fosfato de potasio di básico (K2HPO4) (Carlo Erba®) 
• Fosfato de potasio mono básico (KH2PO4) (Carlo Erba®) 
• Fosfato de sodio di básico (Na2HPO4) (Biopack ®) 
• Fosfato de sodio mono básico (NaH2PO4) (Biopack ®) 
• Trisaminometano (TRIS) (Biopack®) 

Mediciones espectrofotométricas (sección 2.5)  

• Ácido acético (Biopack®) 
• Ácido tiobarbitúrico (TBA) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Azida sódica (Biopack ®) 
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• 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• 2’,7’-Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCHF-DA) (Thermo Fisher Scientific®) 
• Dodecilsulfato sódico (SDS) (Carlo Erba®) 
• Epinefrina (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Etanol absoluto (Biopack ®) 
• Reactivo de Folin (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Glutatión oxidado (GSSG) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Glutatión reducido (GSH) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Glutatión reductasa de levadura (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Hidróxido de sodio (NaOH) (Biochem®) 
• Kit medición glicerol (Gli) (Megazyme®) 
• Kit medición AChE (Wiener-lab®) 
• Malonaldehído (MDA) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Peróxido de hidrógeno  
• Sulfato cúprico (Carlo Erba) 
• Tartrato de sodio - Potasio (Timper) 
• Terbutilhidroperóxido (TBHP) (Sigma-Aldrich - Merk®) 
• Tritón (detergente) (Baker®) 
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2.2. Modelo 

2.2.1. Muestreo 

Los sujetos experimentales, adultos y juveniles de P. pythagoricus, fueron colectados en los 
alrededores de la ciudad de La Plata en áreas arboladas con especies del género Eucalyptus, durante 
el periodo 2018-2022. Se obtuvieron ejemplares principalmente de la localidad de Punta Lara 
(34°49'58.0"S 57°57'58.6"O, Figura 2.1-A.) y complementariamente del Parque Martín Rodríguez 
(34°53'00.2"S 57°56'08.9"O Figura 2.1- B.) y la localidad de Arana (35°00'22.7"S 57°54'33.1"O Figura 
2.1-C.). 

Durante los muestreos se revisaron todos los árboles con cortezas apropiadas (parcialmente 
desprendida del tronco) como refugio para P. pythagoricus disponibles en la localidad de muestreo. 
Los individuos identificados visualmente fueron introducidos en frascos de plástico transparente 
(Figura 2.2.) (un individuo por frasco) y transportados al laboratorio.  

Figura 2.1. Vista satelital de los sitios de muestreo (resaltados en azul). A. 
Punta Lara. B. Parque Martín Rodríguez. C. Arana. 
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A lo largo de este trabajo de tesis, se recolectaron un aproximado de 270 individuos (175 adultos y 
87 juveniles) empleados tanto para los experimentos finales como para pruebas preliminares. 

2.2.2. Mantenimiento 

Para el mantenimiento en cautiverio de los individuos capturados se emplearon los mismos 
frascos de muestreo a modo de terrarios, con la adición de un algodón húmedo para proveer 
hidratación. Se mantuvo la temperatura a 25 °C y fotoperíodo de 14:10 h de luz:oscuridad, 
alimentación con larvas de Tenebrio molitor y limpieza de terrario una vez por semana. 

Cría de Tenebrio molitor como alimento vivo para P. pythagoricus 

Las larvas del escarabajo de la harina T. molitor se produjeron en criaderos a base de salvado de 
trigo como sustrato/alimento. Se utilizaron cajas de vidrio, cubiertas con malla de tela sintética en 
lugar de tapas originales, para evitar formación de moho (Figura 2.3.). La hidratación se les 
proporcionó con papel madera/algodón humedecido dos veces por semana. La alimentación de los 
escarabajos se complementó con una mezcla de harina blanca, leche en polvo, levadura seca y 
germen de trigo (1:0,06:0,06:0,06 p/p). 

Figura 2.2. Individuos de P. pythagoricus capturados en 
el campo. 

Figura 2.3. Criaderos de T. molitor 
con sustrato de salvado de trigo. 
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2.2.3. Eutanasia y disección 

Una vez concluidos los periodos de aclimatación/exposición correspondientes a los diferentes 
experimentos, los individuos fueron anestesiados con CO2, hasta verificar ausencia de respuesta a 
estímulos. De inmediato, se procedió con el siguiente protocolo de disección: 

I.  Recolección de hemolinfa  
Las patas se seccionan a la altura del artejo fémur, empleando tijeras de disección rectas, y se 

reservan en frío para extracción de TM (II)  
Para el drenaje de la hemolinfa del hemocel, el individuo se coloca en un embudo de vidrio, cuyo 

vástago desemboca en un tubo Eppendorf de 1,5 mL, siendo este arreglo soportado por un tubo 
Falcon de 50 mL adaptado (Figura 2.4.). Para forzar la salida del fluido circulatorio, se aplica 
centrifugación a baja velocidad (271 x g, Centrífuga International® Modelo UV) durante 5 min. Esto 
permite evitar la contaminación del DI con el fluido circulatorio, y adicionalmente facilita la 
identificación visual de los órganos del opistosoma. 

 

II.  Recolección de tejido muscular  
De las patas removidas en I. y las coxas (aún unidas al prosoma) se separa el TM, utilizando pinzas 

y tijera quirúrgicas de 7 mm. Se aplica presión sobre cada artejo, comenzando desde el extremo 
proximal del apéndice hasta el punto de corte, consiguiendo que el tejido interno sea expulsado del 
interior. Una vez removido todo el TM, se pesa su masa en tubo Eppendorf y balanza de precisión 
(Traveler®). 

 
 

Figura 2.4. Arreglo para extracción de 
hemolinfa mediante centrifugación. Se 
compone de tubos tipo Falcon, usados para 
sostener un embudo de laboratorio 
destinado a colectar hemolinfa en un tubo 
Eppendorf amortiguado con algodón. 
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III.  Recolección de divertículo intestinal  
El opistosoma se separa del prosoma por seccionado del pedicelo y se deposita sobre placa de 

Petri. Sobre la cutícula dorsal se practica una incisión, a modo de exponer la cavidad. El DI se 
identifica y se separa cuidadosamente del resto de órganos (ovarios, pulmones en libro, resto del 
tubo digestivo + excretor) empleando pinzas de disección. La masa de DI obtenida se pesa en balanza 
de precisión (Traveler®), como en el paso II.  

Las muestras de II. y III. se destinan a extracción acuosa (sección 2.4) u orgánica (sección 2.9) 
según el caso. 

 

2.3. Preparación de insecticidas 

2.3.1. Dosis de campo 

Para el cálculo de la dosis de campo por individuo adulto de P. pythagoricus, se tomó como 
referencia la máxima dosis de ingrediente activo por unidad de área recomendada en los productos 
comerciales, revisados por la Agencia de Protección Ambiental de EE. UU. (Tabla 2.1).  

              Tabla 2.1. Dosis de campo de cada insecticida y su extrapolación por individuo. 

Insecticida Dosis (g/ha) Dosis (µg/ind) Referencia 

Abamectina 27 1,34 EPA (2010) 

Clorpirifos 1120,85 52,63 EPA (2012) 

 

El cálculo de la cantidad de insecticida por individuo se realizó mediante una aproximación del 
área tegumentaria de una hembra adulta. Se consideró la suma del área de un rectángulo (dorso del 
prosoma) y el área de un óvalo (dorso del opistosoma) (Figura 2.5.). Se promediaron las superficies 
así obtenidas para los individuos involucrados en los dos ensayos, obteniéndose 494,73 mm2 para el 
grupo experimental destinado a ABM y 469,59 mm2 para el destinado a CPF. A partir de estas se 
calcularon las dosis por individuo. 

Ambos insecticidas se vehiculizaron en acetona pura. Se comprobó en estudios previos (Laino & 
Garcia 2020) que este solvente orgánico es capaz de vehiculizar los principios activos de manera 
efectiva, en las condiciones y concentraciones usadas; además de ser inocuo para P. pythagoricus 
en los volúmenes usados. Por último, al ser un solvente tan volátil (presión de vapor de 222 mm Hg) 
resulta práctico para una aplicación tópica, debido a que se evapora rápidamente evitando posibles 
derrames en caso de movimientos impredecibles del animal. 

Para preparar la solución de cada insecticida, se emplearon tubos tipo Eppendorf, envueltos en 
papel aluminio. Se pesó la masa de cada principio activo en balanza de precisión (Mettler Toledo©) en 
su respectivo tubo, y por último se adicionó el volumen necesario de solvente. Para medir, transferir 
y mezclar estas soluciones se utilizaron jeringas Hamilton® de 100 a 500 µL de volumen. Las 
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soluciones se almacenaron en frío, aisladas de la luz y selladas con film de laboratorio (Parafilm®) 
para evitar la evaporación de acetona. 

2.3.2. Insecticidas sobre superficies 

Con el objetivo de estudiar el efecto del insecticida CPF en superficies sobre el comportamiento 
de P. pythagoricus, se expusieron papeles de filtro de 144 cm2 de área. 

La dosis por superficie fue la misma que para los ensayos tópicos (Tabla 2.1) preparada con 
acetona como solvente, como se describe en sección 2.3.1. Los papeles utilizados como “área 
control” se expusieron a acetona pura, y los utilizados como “área expuesta” a una solución de CPF 
de 2,02 µg/µl. En todos los casos en volumen final utilizado fue de 800 µl por papel. Se empleó una 
jeringa Hamilton® de 100 µL para dispensar el insecticida, procurando una consistente distribución 
de la solución en las múltiples réplicas del experimento. Cada papel se dejó secar en corriente de aire 
durante 10 min previos a su uso. 

 

2.4. Extracción acuosa 
Para poder desarrollar los ensayos que se describen en la sección 2.5., se requirió que las 

muestras de tejido sean procesadas para obtener los componentes solubles en medio acuoso. Con 
este objetivo se aplicó tanto a TM como DI el siguiente protocolo: 

I. La masa de tejido disecado se suspende en buffer fosfato-potásico (50 mM, pH 7,4) en relación 
de 20 µL cada 5 mg (proporción empíricamente apropiada para los posteriores ensayos). Para 

Figura 2.5. Cálculo de superficie. D. Diámetro mayor del opistosoma. d. 
Diámetro menor del opistosoma. L. Largo mayor del prosoma. l. Largo 
menor del opistosoma. 
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impedir que las proteasas intrínsecas de los tejidos hidrolicen las proteínas de interés, se usa 1 
µL de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) por cada 1000 µL de buffer. 

II. Subsiguientemente las muestras se procesan en un homogeneizador de Potter-Elvehjem, 
consistente en un tubo de vidrio y un émbolo de teflón de rápida rotación (motor eléctrico de 
frecuencia regulable). Para evitar la desnaturalización proteica por sobrecalentamiento por 
fricción, el tubo se mantiene inmerso en hielo durante el proceso.  

III. El tejido homogeneizado se trasvasa a tubos Eppendorf de 1,5 mL y se centrifuga a 10000 x g por 
20 min a 4 °C (centrífuga Eppendorf®). El pellet con restos insolubles se descarta y el 
sobrenadante conteniendo la fracción proteica soluble es recuperado (de ahora en adelante 
“homogenato”). 

IV. El homogenato se alicuota de a 200 µl y se almacena a -20 °C hasta su uso en los distintos 
ensayos bioquímicos. 
 

2.5. Técnicas de espectrofotometría 
Las técnicas espectrofotométricas de absorción se fundamentan en la Ley de Bouguer-Lambert-

Beer: 

𝐴 = − log 𝑇 = ε b c 

que permite relacionar la transmitancia de la luz (T), con el parámetro absorbancia (A). Este último 
se encuentra relacionado directamente con una concentración de soluto determinada (c), el 
coeficiente de extinción molar de la sustancia (ε) y la distancia que debe a travesar el haz de luz (b) 
(Cooper, 1984). 

A partir de esta ecuación se calcula, para un analito con un ε conocido, su concentración en 
solución, mediante la medición de su absorbancia. Cuando se desea cuantificar la actividad de una 
enzima de interés, es posible relacionar la variación de la absorbancia con el cambio en la 
concentración de reactivos o productos a lo largo del tiempo (sección 2.5.2). El equipo empleado 
para este tipo de técnicas se denomina espectrofotómetro. El utilizado en esta tesis (Shimadzu© UV-

Figura 2.6. Espectrofotómetro marca 
Shimadzu© empleado para las técnicas 
descriptas en la Sección 2.5. 
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VIS 06377) cuenta con fuentes de luz visible y UV y medios para controlar la temperatura de la muestra 
durante la medición (Figura 2.6.). 

2.5.1. Lowry 

Las proteínas totales de cada muestra de homogenato, se cuantificaron por el método de Lowry y 
colaboradores (1951). En este, las proteínas primero forman un complejo con cobre en medio 
alcalino que posteriormente reduce un reactivo fosfomolibdénico-fosfowolfrámico (reactivo de 
Folin), lo que produce un viraje del amarillo (reactivo oxidado) al azul (reactivo reducido). La reacción 
colorimétrica se mide a 750 nm y se utiliza albúmina sérica bobina (1 mg/mL) como estándar. 

2.5.2. Enzimas  

En este trabajo se evaluó el estrés oxidativo ocasionado por la exposición a insecticidas a través 
de la medición de las actividades de enzimas del sistema antioxidante. En todos los ensayos se 
utilizaron los homogenatos obtenidos como se explica en la sección 2.4. 

La actividad de la AChE se cuantificó por el método de Ellman & Callaway (1961). Esta técnica se 
basa en la reacción del ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) con la tiocolina, producto de la 
hidrólisis de la acetilcolina por parte de la AChE, seguida a 405 nm. El medio de reacción consiste en 
buffer fosfato-potasio (50 mM, pH 7,7), S-butiriltiocolina y DTNB. Una unidad de AChE se define como 
la hidrólisis de 1 µmol de S-butiriltiocolina por minuto. 

La actividad CAT se determinó por el método de Aebi (1984). Este emplea la reducción en la 
absorbancia del H2O2 durante su disociación catalítica, cuantificada a 240 nm, en un medio con 
buffer fosfato-potasio (50 mM, pH 7) y H2O2. Se define una unidad de CAT como la cantidad de enzima 
que consume 1 µmol de H2O2 por minuto.  

La actividad SOD se midió siguiendo el método de Misra & Fridovich (1972). Este se basa en la 
inhibición de la autooxidación de la epinefrina a adrenocromo en medio alcalino, seguida a 480 nm. 
El medio de reacción contiene buffer glicina (50 mM, pH 10,2) y epinefrina. Una unidad de SOD se 
define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir un 50% la tasa de formación de 
adrenocromo por minuto. 

La actividad GR se obtuvo gracias al método de Calberg & Mannervik (1985). Este vincula la 
reducción de glutatión oxidado (GSSG) a la oxidación de NADPH, medida a 340 nm. El medio de 
reacción es en buffer fosfato-potasio (200 mM, pH 7) GSSG y NADPH. Una unidad de GR se define 
como la cantidad de enzima que cataliza la oxidación de 1 µmol de NADPH por minuto. 

La actividad GPx se evaluó a través del método de Flohé & Gunzler (1984). Este implica la 
cuantificación del consumo de NADPH por la enzima GR, medido a 340 nm, reacción que se acopla 
a la reducción de hidroperóxido terbutílico (TBHP) dependiente de GSH, por parte de GPx. El medio 
de reacción es en buffer fosfato-potasio (100 mM, pH 8,5 y EDTA 1 mM) con GR, TBHP y NADPH. Una 
unidad de GPx se define como la cantidad de enzima necesaria para provocar el consumo de 1 µmol 
de NADPH por minuto.  

La actividad GST se ensayó siguiendo lo descripto por Habig y colaboradores (1974). En este 
método se sigue la conjugación de CDNB con GSH a 340 nm por parte de GST. La mezcla de reacción 
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contiene buffer fosfato-potasio (100 mM, pH 6,5-7) con CDNB y GSH. Una unidad de GST se define 
como la cantidad de enzima que cataliza la conjugación de 1 µmol de GSH con 1 µmol de CDNB por 
minuto. 

2.5.3. TBARS 

 La peroxidación lipídica, es una frecuente consecuencia del estrés oxidativo. Esta se cuantificó 
por la técnica de Ohkawa y colaboradores (1979) que mide la concentración de sustancias reactivas 
con el ácido tiobarbitúrico (TBARs), derivadas de AGs peroxidados. La reacción colorimétrica se midió 
a 532 nm y se utilizó MDA como estándar. 

2.5.4. Glicerol 

La cuantificación del Gli total se llevó a cabo mediante una adaptación de la técnica de Wieland 
(1965) para homogenato de DI de P. pythagoricus, utilizando el kit comercial Megazyme®. En esta, se 
acoplan tres reacciones enzimáticas (Gli quinasa, glucoquinasa y glucosa-6P deshidrogenasa) para 
vincular la concentración de Gli de la muestra con el aumento en la absorción a 340 nm (debido a 
formación de NADH al final de la secuencia de catálisis). Al igual que otras mediciones realizadas, la 
concentración de Gli obtenida se determinó en relación a la concentración proteica del homogenato. 

2.5.5. Glucosa 

La cuantificación del contenido de D-glucosa (Glu) del DI se hizo a través de una adaptación de la 
técnica de Ziegenhorn y colaboradores (1977) para homogenato de tejidos de P. pythagoricus, 
utilizando el kit comercial de Glicemia enzimática® (Wiener lab). El fundamento de esta técnica 
implica dos reacciones acopladas. En la primera, la Glu de la muestra es oxidada a ácido glucurónico 
por la enzima Glu oxidasa, produciendo H2O2. En la segunda, la enzima peroxidasa cataliza la 
reacción del peróxido producido en el paso anterior con 4-aminofenazona y fenol para producir una 
quinona coloreada. Esta molécula absorbe luz a 505 nm, estableciendo así una relación entre la 
densidad óptica leída y la concentración original de Glu. La concentración de Glu se refirió al 
contenido proteico de la muestra. 

 

2.6. Análisis de daño histológico 
Los análisis histológicos se realizaron sobre adultos expuestos tópicamente durante 24 h, con su 

respectivo grupo control expuesto a acetona (N = 8).  

Transcurridos los tiempos de exposición, se aplicó eutanasia y disección (sección 2.2.3). El DI se 
embebió en solución fijadora (formol al 4%) y se almacenó en frío hasta su procesado. 

Las metodologías que se describen a continuación fueron llevadas a cabo en el Museo Argentino 
de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” (MACN) por la Dra. Florencia Arrighetti.  
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Elaboración de preparados histológicos 

I. Deshidratación 
Las muestras de DI se deshidratan por inmersión en una serie de soluciones acuosas de 

etanol de concentración ascendente: 70°, 80° y por último 96°. 
II. Inclusión 

i. Las muestras, ya deshidratadas, se sumergen en una solución 1/1 v/v de etanol 96° y 
solución de infiltración, compuesta esta última por resina de metacrilato de glicol (Leica 
Historesin®) durante 2 h. 

ii. Posteriormente se incuban en solución de infiltración por 24 h a 4 °C. 
III. Preparación de los tacos y cortes histológicos 

i. Las muestras infiltradas se depositan individualmente en moldes, con solución de 
infiltración y catalizador de endurecimiento. Se dejan endurecer a temperatura ambiente. 

ii. El tejido incluido en los tacos se corta en secciones de 5 μm con un micrótomo electrónico 
(Leica RM 2155TM). Las secciones obtenidas se adhieren a un portaobjetos mediante 
calentamiento en estufa a 40-50 °C durante 6-8 h. 

IV. Tinción con hematoxilina – eosina 
i. Los cortes son rehidratados. 

ii. Los preparados se mantienen durante 20 min en solución de hematoxilina (formada por 
alumbre de potasio, iodato de potasio, etanol 100°, glicerina y agua destilada). 
iii. Los preparados se lavan con agua destilada.  
iv.  Posteriormente se sumergen durante 15 min en solución alcohólica de eosina (en alcohol 

70°). 
V. Montado 

Se deshidrata nuevamente cada preparado, ya teñido, en soluciones de etanol 70°, 90° y 
96° y se adhieren a portaobjetos con bálsamo de Canadá sintético. 

VI. Observación con microscopía óptica 
Las muestras se examinan bajo un microscopio óptico (AXIOPLAN 2 ZeissTM). Para el 

análisis fotográfico se emplea el sistema Axiovision Rel 4.4. 
 

2.7. Citometría de flujo  
La citometría de flujo permite cuantificar y clasificar células vivas en suspensión extraídas de 

cultivos o de muestras de tejido. Esta técnica se emplea en combinación con sondas fluorescentes 
susceptibles de ser incorporadas por las células para marcar determinadas biomoléculas o 
productos metabólicos (Soh 2006). En síntesis, el proceso consiste en bombear una suspensión 
celular a través de un conducto estrecho, un láser atraviesa este flujo, y un detector mide entonces 
la luz dispersada y la fluorescencia emitida (Cossarizza et al. 2019).  

Una sonda usada comúnmente para estudiar las ROS causantes de estrés oxidativo es la 2’,7’-
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH2-DA) (Chen et al. 2010). Al ser incorporada por las 
células vivas, la DCFH2-DA es hidrolizada a 2’,7’-dihidrodiclorofluorsceína (DCFH2) por esterasas 
intracelulares impidiendo su redifusión fuera del citoplasma. Luego, la DCFH2 es oxidada a 
diclorofluorsceína (DCF) por las ROS. Es la DCF la que, al excitarse bajo radiación laser (entre 485 a 
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500 nm) emite fluorescencia entre 515 a 530 nm, la cual es recibida por el detector del citómetro, 
permitiendo cuantificar así las ROS (Chen et al. 2010). 

Para la cuantificación de ROS en DI de adultos de P. pythagoricus, una vez terminada la 
aclimatación/exposición correspondiente, se aplicó eutanasia y se disecaron los individuos 
experimentales (ver sección 2.2.3). De inmediato, se aplicó el siguiente protocolo adaptado de 

Armstrong (2010). 

I. La porción de DI (10 mg) se deposita en tubo Eppendorf con 100 µL de buffer. 
II. El tejido se disgrega mecánicamente, empleando un émbolo de teflón adecuado. 

Posteriormente se hace pasar varias veces por una aguja 25G y se agita en vortex. 
III.  El tejido disgregado se centrifuga durante 5 min a 800 x g y 4° C (centrífuga de mesada Eppendorf 

refrigerada). 
IV. El sobrenadante resultante se recupera y se completa el volumen a 1000 µL con buffer. 
V. Empleando el sobrenadante del paso anterior, para cada muestra se preparan las siguientes 

réplicas experimentales: 
- Control positivo: 90 µL de suspensión y 10 µL de TBHP (usado como agente oxidante).  
- Control negativo: 100 µL de suspensión (permite conocer la auto fluorescencia basal de la 

muestra). 
- Muestra: 100 µL de suspensión (destinada a la obtención de la medida de fluorescencia 

propiamente dicha). 
VI. Se Incuba durante 45 min a 37 °C en TermoMixer (Eppendorf©) con agitación. 

VII. Se somete a centrifugación durante 10 min a 400 x g, 4 °C (Centrífuga Eppendorf©). 
VIII. Los sobrenadantes se descartan. 

IX. Los pellets del control positivo y muestra se resuspenden en 50 µL de buffer con DCFH2-DA. (10 
μM). El control negativo se re suspende solo con 50 µL de buffer. 

X. Se incuba nuevamente en TermoMixer durante 45 min a 37 °C con agitación. 
XI. Se cuantifica la intensidad de fluorescencia media (IF) de la DFC en citómetro de flujo, utilizando 

el canal 488 530/30 nm. Primero se visualizaron las poblaciones celulares mediante dot plot 
FSC-A vs SSC-A (valor umbral = 80.000 en FSC-H). Se recolectaron 50.000 eventos en cada 
muestra. 

NOTAS: 

• Equipo empleado: BD AccuriTM C6 Plus Flow Cytometer (número de serie: R660517100012). 
Con dos láseres: uno de 488nm sólido de 20mW y otro de 640nm diodo de 12.5 mW; y cuatro 
canales de detección (515-800nm). 

• Buffer empleado: fosfato-potásico (50mM, pH7,4). 
• TBHP: peróxido orgánico (hidroperóxido de térbutilo) empleado para asegurar producción de 

ROS en control positivo y validar la respuesta de la sonda. Preparado con 10 µL TBHP (5,5 M) y 
90 µL de agua Miliq. 
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2.8. Extracción de hidrocarburos cuticulares 
La vía tegumentaria de exposición implica que las sustancias xenobióticas como los insecticidas, 

deben superar la barrera cuticular. La epicutícula es la más externa de las capas del exoesqueleto de 
los artrópodos, compuesta en gran proporción por HC (Trabalon et al. 1997). Con el objetivo de 
realizar la primera descripción del perfil de HC que la componen para la especie P. pythagoricus, se 
realizó la siguiente extracción y caracterización vía GC (dichas técnicas se tratan en más profundidad 
en sección 2.11.1): 

I. Adultos de P. pythagoricus (n = 8) se sacrifican como se describe en la sección 2.2.3. 
II. Cada individuo se lava con agua bidestilada durante 3 min para remover cualquier contaminante 

hidrosoluble.  
III. Se sumergen en 5 mL de hexano bidestilado por 5 min, para extraer todos los lípidos cuticulares 

(Sesga et al., 2021).  
IV. Los HC se purifican en una mini-columna cromatográfica (Bio-Sil A activado, de 10 mm × 5 mm) 

y se eluyen con 4 mL de hexano bidestilado.  
V. Las muestras se secan con corriente de N2 y resuspenden con 2 µL de hexano bidestilado.  

VI. Se analizan los HC por GC.  

 

2.9. Extracción orgánica 
El contenido lipídico total de las muestras de tejidos de los individuos aclimatados fue obtenido 

mediante la técnica descripta por Folch y colaboradores (1957). En esta, se utiliza una mezcla de 
solventes compuesta por cloroformo y metanol en proporción 2:1 v/v (en adelante “solución Folch”) 
para separar los componentes liposolubles de la muestra. A continuación, se describe el protocolo 
adaptado a muestras de tejido de P. pythagoricus: 

Extracción (Folch et al. 1957) 

I. La muestra de tejido se coloca en tubo de vidrio con tapa provista de cierre apto para solventes 
(teflón) y se agregan 3 mL de solución Folch (volumen estandarizado). 

II. Se agita el contenido con la ayuda de vortex (Decalab SRL©) de mesada, para favorecer el 
disgregado del tejido y aumentar la superficie de contacto con la mezcla de extracción.  

III. Se almacena en heladera durante una hora hasta completar extracción de lípidos. 
IV. Las muestras se filtran de todo resto sólido de tejido, con embudo y papel filtro previamente 

embebido en solución Folch.  
V. Al filtrado se le agrega 1 mL de solución de NaCl al 18‰ y se agita vigorosamente en vortex. El 

agregado de la solución salina aumenta la fuerza iónica del sistema, permitiendo la separación 
de fases y forzando a que los lípidos queden en la fase clorofórmica y que toda sustancia 
hidrosoluble sea lavada hacia la fase metanol/acuosa. 

VI. Se separan las mencionadas fases, acelerando el proceso por centrifugación durante 5 min a 
baja velocidad (centrífuga Internacional®). 

VII. La fase superior acuosa/metanólica se descarta usando pipetas Pasteur de vidrio. 
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VIII. Se repiten pasos 5, 6 y 7 un mínimo de 3 veces, hasta asegurar una apariencia traslúcida de la 
fase inferior clorofórmica (ausencia de emulsiones). 

IX. Los tubos se gasean con N2 y se sellan con Parafilm para evitar la oxidación de los lípidos y 
pérdidas de solventes y se almacena a 4 °C. 

 

Determinación gravimétrica de masa lipídica 
La masa de lípidos totales correspondiente a cada muestra se obtuvo mediante gravimetría. En 

este método, se emplea el peso seco del analito para obtener su masa (Sarkisyan et al. 2017). Los 
extractos obtenidos de los pasos anteriores se llevaron a seco evaporando los solventes con 
corriente de N2. Posteriormente se re suspendieron en 200 µL de solución Folch y se transfirieron a 
cápsulas de vidrio (1 mL de capacidad y peso conocido) y allí se expusieron nuevamente a corriente 
de N2 hasta obtener la muestra lipídica libre de todo resto de solvente. Los pesos se obtuvieron con 
balanza microanalítica (Mettler Toledo) procurando obtener medidas repetibles, alternando 
mediciones con exposición a corriente de N2 (aceptándose una medida cuando un valor se obtiene 
un mínimo de tres veces). 

 

2.10. Cromatografía en capa fina 
La cromatografía es un método para separar muestras complejas en sus partes constituyentes, 

muy usada para aislar y purificar sustancias químicas (Miller 2005). En estas técnicas, una fase móvil 
líquida o gaseosa, que contiene las sustancias a separar, fluye en contacto con una fase estacionaria 
(sólida o líquida). Los componentes de la muestra interactúan diferencialmente con la fase 
estacionaria/fase móvil, dependiendo de sus propiedades, lo que lleva a cada uno de ellos a demorar 
un tiempo específico en atravesar el medio cromatográfico, consiguiéndose así su separación. 

En la técnica de cromatografía en capa fina (TLC por sus siglas en inglés) usada en este trabajo 
para analizar extractos lipídicos, se emplea como fase estacionaria sólida, sílica gel (formada por 
partículas de dióxido de silicio) dispuesta en una capa delgada sobre un soporte físico. La fase móvil 
la constituyen mezclas de solventes orgánicos (en adelante “sistema de solventes”). Esta fase móvil 
asciende a través de la fase estacionara gracias al fenómeno de capilaridad, arrastrando a la muestra 
por el medio de alta porosidad del sílica gel. La combinación entre la partición (solubilidad en la fase 
líquida móvil) y la adsorción (interacción de superficie con la fase sólida estacionaria) de los 
componentes de la muestra resulta en que, al finalizar el desarrollo de la corrida cromatográfica, los 
menos polares se habrán desplazado una mayor distancia del punto de siembra. 

Para realizar un análisis cuali-cuantitativo de las proporciones de lípidos presentes en las 
muestras, se utilizó la técnica de TLC-FID, en la que el desarrollo de la cromatografía se asocia a un 
detector de ionización por llama (FID por sus siglas en inglés). Este dispositivo aprovecha el hecho de 
que la combustión de compuestos de carbono produce iones, los que al pasar entre los electrodos 
del detector, producen una señal que se registra (Holm 1999). Se usaron varillas cromatográficas con 
una capa de sílica gel de 75 μm, sobre un soporte de cuarzo de 158 mm largo y 1 mm diámetro 
(Chromatorod-A®, Iatron Laboratories, Japón, Figura 2.7-A.). Estas se montaron sobre un marco de 
acero inoxidable. Las corridas cromatográficas se realizaron en cubas de vidrio de 17,5 x 15,5 x 3,5 
cm con tapa esmerilada, con un volumen total de 50 mL de mezcla de solventes de desarrollo. 
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Los lípidos adsorbidos en las varillas cromatográficas se quemaron con una llama de H2 (flujo con 
constante de 2000 mL/minuto de aire seco, con 1 kg/cm3 de presión de H2). El auto-analizador que se 
utilizó para este trabajo fue el equipo Iatroscan-TH10® (Iatron Laboratories, Tokio, Figura 2.7-B.) 
conectado a una unidad de adquisición de datos (Figura 2.7-C.) y software de análisis cromatográfico 
Peak-ABC® (Qianpu Software Company, China). Procesada la señal, se obtuvo un cromatograma en 
el que se representan la intensidad de la señal por tiempo de corrida (mV /min). El área debajo de 
cada pico registrado, equivalente a un tipo de lípido, representa la masa registrada por el detector 
FID. La composición porcentual de lípidos de la muestra se obtuvo al sumar todas estas áreas y 
calcular su proporción. Esta cuantificación relativa de los grupos de lípidos se normalizó por la masa 
total obtenida por gravimetría. 

Sistemas de solventes 

El equipo auto-analizador utilizado permite escanear parcialmente las varillas con el FID, de modo 
que es posible llevar a cabo corridas secuenciales sobre las mismas muestras, empleando distintos 
sistemas de solventes capaces de desarrollar grupos de lípidos con diferentes polaridades. 

En este trabajo se emplearon, en orden de uso, los siguientes sistemas: 

I. Separación de lípidos apolares: hexano:benceno, 35:15 v/v 
II. Separación de lípidos neutros: benceno:cloroformo:ácido fórmico, 37:13,2:0,53 v/v 

III. Separación de lípidos polares: cloroformo:metanol : agua, 36:12,8:1,5 v/v 

Siembra 

Como paso previo a la siembra, las varillas deben ser escaneadas por completo en el FID para 
activar la sílica gel. La llama del detector quema cualquier residuo que pueda interferir y elimina la 
humedad. 

Se re suspende cada muestra en el volumen de solución Folch correspondiente para obtener una 
concentración de 30 µg/µL. Se emplea jeringa Hamilton de 2 µL para sembrar 1 µL en cada varilla 
(masa suficiente para obtener buena resolución con esta técnica). 

Figura 2.7. Equipamiento empleado para TLC-FID. A. Varillas cromatográficas (izquierda), 
y jeringa Hamilton (2 µL) para sembrado de muestra (derecha). B. Dispositivo IATROSCAN 
(contiene el FID). C. Placa adquisidora de datos. 
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Desarrollo cromatográfico 

Aclaración: Estos pasos se repiten para los tres grupos de lípidos (apolares, neutros y polares) lo 
cuales son movilizados del punto de siembra por su respectivo sistema de solventes, empleados en 
el orden especificado anteriormente. 

 
I. Para estandarizar la humedad de las varillas, se mantienen durante 5 min en una cuba con 

solución saturada de NaCl. 
II. Las varillas se llevan a cuba cromatográfica con 50 mL del sistema de solventes 

correspondiente, que entra en contacto con el extremo inferior de las mismas. La corrida 
cromatográfica se desarrolla hasta que el frente de corrida llega hasta 1 cm antes del extremo 
superior de las varillas.  

III. Las varillas se retiran de la cuba cromatográfica y se secan en estufa para evaporar los restos de 
solventes (80 °C). 

IV. Los segmentos de la varilla donde los grupos lipídicos se desarrollaron se queman en el FID a 
una velocidad de escaneo de 0,49 cm/segundo. 

 

2.11. Cromatografía Gaseosa 
Otras técnicas de cromatografía ampliamente utilizadas en ciencia e industria para analizar toda 

clase de compuestos volátiles, por su rapidez y alta resolución, son las de GC (Baugh 1993). A 
diferencia de TLC descripta en la sección anterior, la fase móvil es gaseosa. En la GC capilar, la fase 
estacionaria se dispone en el interior de un tubo de vidrio o acero de muy delgado calibre (del orden 
del mm). En este caso (cromatografía gas-sólido, GSC) se emplea una fase sólida unida 
químicamente a un capilar de sílice fundida (vidrio de alta pureza). La muestra luego de ser 
volatilizada es arrastrada por la fase móvil a lo largo de la columna por el gas portador (gas inerte, 
helio en este caso), forzando a los componentes de la muestra a interactuar con la fase estacionaria. 
El tiempo que demora cada uno en realizar su recorrido por la columna (tiempo de retención) depende 
del coeficiente de partición entre el gas portador y la fase estacionaria sólida. En esta última fase, los 
componentes de la muestra son adsorbidos según su polaridad relativa, de manera análoga a como 
ocurre en la TLC (sección 2.10). 

Como se mencionó, en estos métodos las sustancias a analizar deben ser volatilizadas para poder 
ser separadas. Esto se logra manteniendo la columna capilar dentro de un horno a altas 
temperaturas. En el paso inmediatamente previo a la corrida cromatográfica, la muestra debe pasar 
de estado líquido (en un solvente orgánico, hexano) a gaseoso. Esto ocurre en un artefacto 
denominado “inyector” el cual se haya conectado a la columna y es donde el operador introduce la 
muestra mediante una jeringa (de tipo Hamilton©). 

Como detector se empleó un FID (GSC-FID). El proceso de detección es análogo al detallado para 
TLC, pero el FID recibe los componentes de la muestra a medida que eluyen de la columna. La señal 
generada es transformada en datos procesables por un software especializado de manera similar a 
como se describe para TLC. 
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El equipo empleado para realizar los análisis cromatográficos a continuación descriptos fue un 
cromatógrafo gaseoso de marca Hewlett Packard© modelo 6890 (Figura 2.8.). El gas portador 
empleado fue helio, en flujo de 0,7 mL/min. El detector FID usó una mezcla de hidrógeno y nitrógeno 
para la combustión. Las condiciones particulares de las corridas varían entre ambos análisis, como 
se aclara en cada apartado.  

2.11.1. Análisis de hidrocarburos cuticulares  

El siguiente análisis se realizó sobre los extractos obtenidos como se describe en la sección 2.8.  

Condiciones de corrida para HC 

Se usó el modo de inyección splitless (que permite inyectar la masa completa de la muestra) con 
el inyector a 320 °C. Se desarrolló la corrida en una columna capilar DB-5, de sílica fundida diseñada 
para compuestos no polares, de 30 m x 0.32 mm (fase estacionaria sólida de 5% difenil/95% dimetil 
siloxano). El incremento de temperatura se programó para que fuera en una primera etapa de 50 °C a 
180 °C, con incremento de 20 °C/minuto; y luego desde 180 °C a 310 °C, aumentando 3 °C/minuto.  

En este caso se usó un estándar interno de dodecosano (22 carbonos) 10 µg/mL (Sigma‐Aldrich). 
Los tiempos de retención (TR) se calcularon de acuerdo con Kovats (1965) comparando con los 
obtenidos de estándares en similares condiciones.  

Figura 2.8. Cromatógrafo gaseoso acoplado a detector de ionización por 
llama empleado en el análisis de ácidos grasos (derecha). Computadora 
para adquisición y análisis de datos (izquierda). 
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2.11.2. Análisis de ácidos grasos  

Para estudiar la composición de AGs de la muestra (expresada como porcentaje) se usó el método 
descripto por Morrison & Smith (1964) que implica la saponificación de los AGs que se encuentren 
formando parte de otro tipo de lípido y su posterior derivatización a sus ésteres metílicos. 

Saponificación de ésteres de ácidos grasos 

I. Los extractos lipídicos (sección 2.9) se secan con corriente de N2, se resuspenden en solución 
de KCl al 10% p/v (preparada con etanol 96°) y se incuban durante a 1 hora a 80 °C en bloque de 
calentamiento para tubos (Lab-Line Instr.©). 

II. Se adiciona a cada tubo de 1 mL de agua Miliq y 2 mL de hexano. Se agitan en vortex y se aguarda 
a que las fases se separen. La fase superior (rica en lípidos no saponificables y contaminantes 
no polares) se descarta. Este lavado con hexano se repite otras dos veces. 

III. Se agrega HCl (37% v/v) con gotero, hasta conseguir acidificar el medio (verificación por medio 
de tiras de pH). De este modo se logra protonar los ácidos grasos libres (AGL), forzando a que 
pierdan su polaridad y afinidad con fase acuosa inferior. 

IV. Se añade 1 mL hexano, se agita y aguarda separación de fases. Se recupera la fase superior 
orgánica, rica en AGs. 

Derivatización a ésteres metílicos de ácidos grasos (EMAG) 

V. Se evapora el solvente con N2, y se re suspenden las muestras en 1,5 mL benceno y 1,5 mL BF3 
(al 10% p/v en metanol). 

VI. Se incuba a 100 °C durante 1 h en bloque de calentamiento. 
VII. Se agregan 2 mL de agua Miliq. 

VIII. Se agrega 1 mL de hexano, se agita y dejan separar fases. 
IX. Se repite el paso VIII tres veces, conservando la fase orgánica superior rica en EMAG en tubo de 

punta cónica. 

NOTA: en cada paso de agitación deben gasear los tubos de muestra con corriente de N2. 

Condiciones de corrida e identificación de ácidos grasos 

Se empleó una columna capilar diseñada para resolver EMAG, DB- 23 (J y W Scientific©) de 30 m 
de largo y fase fija compuesta por (50%-Cianopropil)-metilpolisiloxano (Megawax 250 Supelco). La 
temperatura de inyección fue de 260 °C, con el modo splitt. La temperatura inicial del horno fue de 
175 °C y la temperatura final de 230 °C. El incremento de temperatura fue de 3 °C/min. 

Se asignaron las identidades a los picos registrados en base a compararlos con los obtenidos de 
un estándar (Supelco 37 Component FAME Mix) y confirmación por espectrometría de masa. Se 
calculó la proporción de cada uno con respecto al área total para su cuantificación relativa. 
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2.12. Diseños experimentales 

2.12.1. Experimentos de exposición tópica a insecticidas 

Con el objetivo de estudiar el efecto de los insecticidas CPF y ABM a lo largo del tiempo, ejemplares 
adultos de P. pythagoricus (N = 12) se expusieron a la dosis de campo de los insecticidas (sección 
2.3.1) solubilizados ambos en 10 µL de acetona (Figura 2.9.). Se empleó una jeringa (Hamilton®, 10 
µL) para aplicar tópicamente la gota sobre la superficie dorsal del opistosoma de cada individuo 
experimental. Como control se aplicó en ambos casos 10 µL de acetona siguiendo el mismo 
procedimiento. Los tratamientos implicaron distintos tiempos luego de la exposición: 6, 24 y 48 h para 
CPF, y 48 h para ABM. Finalizados estos tiempos se realizó la eutanasia y se procesaron las muestras. 
No se registró mortalidad para ninguno de los insecticidas a los tiempos ensayados. Como medida 

Figura 2.9. Infografía para la exposición a insecticidas 
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del estrés oxidativo sufrido a cada tiempo de exposición, se cuantificó la actividad del sistema 
antioxidante enzimático (sección 2.5.2) y la peroxidación lipídica (sección 2.5.3). El efecto del CPF a 
nivel tisular sobre el DI se evaluó para el tiempo de exposición de 24 h, como se describe en la sección 
2.6.  

2.12.2. Experimentos comportamentales sobre superficies 
expuestas a insecticidas 

Se evaluó el efecto del insecticida CPF en superficie sobre el comportamiento exploratorio y 
movilidad de P. pythagoricus (N= 24) (Figura 2.10.). Para esto, se preparó un terrario de vidrio de 24,1 
x 12 cm de base y 10,3 cm de altura. Con el objetivo de aislar a los animales de los estímulos externos 
en el espacio de testeo, el terrario se cubrió con una caja opaca de 58,3 x 36 cm de base y 36 cm de 
altura, provista de una luz roja y una apertura de observación superior, a través de la cual se ubicó el 
lente de una cámara de video (Noblex® 4k, modelo Acn4k1) conectada a software de grabación 
(NCH®, Debut Professional, versión 6.67).  

Figura 2.10. Infografía para el 
ensayo correspondiente al efecto 
sobre el comportamiento de 
superficies expuestas a clorpirifos. 
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Previo a los ensayos propiamente dichos, fue necesario evaluar un posible efecto del solvente 
acetona empleado para vehiculizar el insecticida. Se registraron los movimientos de 12 individuos en 
el terrario con una de las áreas expuesta a 800 µl de acetona, y la otra sin exponer. Luego de descartar 
el efecto del solvente, se evaluó el efecto del CPF sobre el comportamiento exploratorio de P. 
pythagoricus. Se aplicó insecticida a la mitad del área (11,1 µg/cm2, equivalente a la dosis de campo 
máxima (sección 2.3); similar a Pekár & Haddad (2005); y la otra mitad se trató con acetona. 

El área de la base del terrario se dividió en dos sub-sectores (de 288 cm2), uno de los cuales fue el 
área expuesta, y la otra el área control. En cada una de estas áreas se colocó un papel de filtro, el cual 
recibió la exposición correspondiente según el caso, detallado en sección 2.3.1. Se registraron los 
movimientos a lo largo de las áreas del terrario durante 4 h, un individuo por vez. Se volvieron a 
preparar los papeles para cada uno de los individuos, y se alternaron sus posiciones en el terrario 
(para evitar sesgos imprevistos) tomando el recaudo de higienizar las superficies en cada ocasión. 
Las grabaciones fueron procesadas con el software EthoVision versión 3.1 (Noldus Information 
Technology) obteniéndose la variación en la posición en función del tiempo cada 5 min, para cada 
individuo experimental (gracias a ensayos preliminares se llegó concluir que este esquema de 
análisis resulta efectivo para evaluar el comportamiento de la especie utilizada).  

A partir del análisis de las grabaciones se calculó el tiempo de permanencia de cada individuo en 
cada sector del terrario, medida usada en los análisis estadísticos (sección 2.13). 

2.12.3. Experimentos de aclimatación a diferentes temperaturas 

Para evaluar el efecto de la temperatura en la composición lipídica y de AGs, adultos (N=25) y 
juveniles (N=25) de P. pythagoricus se sometieron a aclimatación por 20 días a las temperaturas 
constantes de: 1, 4, 10, 25 y 35 °C (Figura 2.11). Durante la aclimatación los animales se mantuvieron 
en condiciones y recipientes individuales como se describe en la sección 2.2.2, con la salvedad de 
que no fueron alimentados durante todo el experimento. Se empleó, una estufa de cultivo (Faeta®) 
(25, 35 °C) o una heladera (1, 4, 10 °C) según correspondiese. Transcurridos los 20 días, se aplicó 
eutanasia y se procedió a disecar los tejidos de interés (TM y DI) (sección 2.2.3). Se extrajeron los 
lípidos totales (sección 2.9), y se caracterizó la composición lipídica por TLC-FID (sección 2.10) y la 
composición de AGs por GC-FID (sección 2.11.2). Los individuos que no se procesaron de inmediato 
fueron preservados a -80 °C en ultrafreezer (Haier©). 
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2.12.4. Experimentos de estrés combinado: temperatura e 
insecticidas 

Para estudiar la interacción entre la aclimatación a tres diferentes temperaturas y la exposición al 
CPF, insecticida para el que se hallaron pruebas de estrés oxidativo, se efectuó el siguiente 
experimento (Figura 2.12.): 

Se seleccionaron adultos de P. pythagoricus (N=24), se dividieron en 3 grupos de aclimatación a 
1, 25 y 35 °C. Se utilizaron individuos aclimatados a la temperatura intermedia como el control del 
estresor térmico. A su vez, cada grupo de temperatura se dividió en: grupo tratado con la dosis de 
campo de CPF y grupo control (repitiendo el procedimiento de exposición descripto en sección 
2.12.1). Los individuos se aclimataron a sus respectivas temperaturas durante 20 días y concluido el 

Figura 2.11. Infografía del ensayo de aclimatación a distintas 
temperaturas. 
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tiempo de aclimatación se realizaron las exposiciones de 24 h (manteniéndose condiciones de 
aclimatación).  

Completada la etapa de exposición a este segundo estresor, se aplicó eutanasia y disección (ver 
sección 2.2.3). Una parte del DI (0,01 g) se destinó a citometría de flujo para determinación de ROS y 
el resto de la masa del tejido se procesó como se detalló en la sección 2.4 y se destinó a la medición 
de actividad enzimática del sistema antioxidante (sección 2.5.2). Para este experimento, se decidió 
(en relación con el estrés por temperatura) cuantificar adicionalmente la concentración de los 
compuestos crioprotectores Gli y Glu (secciones 2.5.4 y 2.5.5). 

 

Figura 2.12. Infografía para el experimento de estrés 
combinado por aclimatación y exposición a clorpirifos. 
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2.13. Análisis estadístico 
Los datos obtenidos para la totalidad de mediciones realizadas fueron tabulados en Microsoft 

Excel (Office®, Microsoft Corporation®) y procesados empleando leguaje R versión 4.3.2 (R Core Team 
2023) en entorno de desarrollo integrado Rstudio (Posit team 2023). Para representar gráficamente 
los resultados se recurrió al paquete ”ggplot2” (Wickham 2016).  

En cuanto a los experimentos de exposición tópica a insecticidas (ver sección 2.12.1), para las 
comparaciones entre los distintos grupos experimentales se empleó, cuando los supuestos 
correspondientes se cumplieron, Prueba t-Student (para dos muestras) y ANOVA de una vía (post hoc 
por Test de Tukey). El supuesto de normalidad se testeó aplicando la prueba de Shapiro–Wilk, la 
homogeneidad de varianzas se verificó con la prueba de Bartlett. Cuando por las características de 
los datos, las pruebas paramétricas no resultaron válidas, se recurrió a sus alternativas no 
paramétricas: prueba de los rangos con signo de Wilcoxon (para dos grupos) y prueba de Kruskal-
Wallis (contraste post hoc: test de Bonferroni).  

Para analizar los tiempos de permanencia obtenidos de las experiencias descriptas en la sección 
2.12.2, se planteó una prueba t-Student para una muestra, en la que se comparó una media 
poblacional hipotética igual a la mitad del tiempo de grabación (que representa una ausencia de 
preferencia por ninguna de las áreas del terrario en particular), con una media muestral 
correspondiente al tiempo de permanencia en el área control. Probar una diferencia significativa para 
una media muestral superior a la media hipotética implica un efecto de atracción del insecticida, una 
media muestral significativamente inferior implica un efecto repulsor del insecticida ensayado. 

Las proporciones lipídicas y de AGs obtenidas de los experimentos de aclimatación a 
temperaturas (ver sección 2.12.3) se analizaron bajo el paradigma de Aitchison (1986) para el análisis 
de datos de tipo composición, en los cuales la información se encuentra en las relaciones entre 
proporciones y no en el valor absoluto de suma de todas ellas (van den Boogaart & Tolosana-Delgado 
2013). Este procedimiento fue posible gracias a las funciones del paquete “compositions” (van den 
Boogaart & Tolosana-Delgado 2024) de R. Los modelos estadísticos lineales elaborados tuvieron 
como variable dependiente a la composición lipídica, adaptada a “simplex” de Aitchison y bajo 
transformación isométrica de relación logarítmica (“isometric logratio transformation”, ILR). Las 
variables independientes fueron el tejido y la temperatura de aclimatación. El cumplimiento de los 
supuestos de los modelos se evaluó mediante inspección visual de residuos. La significancia de los 
coeficientes para cada modelo se obtuvo por ANOVA y los contrastes entre los niveles de cada 
variable independiente por la prueba post hoc tasa de descubrimiento falso (“false discovery rate”, 
FDR). 

Se evaluó el efecto conjunto de la aclimatación a temperaturas extremas y exposición a dosis de 
campo de CPF sobre medidas enzimáticas, ROS, Gli y Glu (sección 2.12.4) mediante ANOVA de dos 
vías (TW-ANOVA). En estas pruebas, las variables predictoras (factores) fueron la temperatura y el 
tratamiento con CPF, considerándose a su vez la interacción entre ambas. Para el cumplimiento de 
los supuestos de homocedasticidad y normalidad de residuos, fue necesaria la transformación de la 
variable respuesta en varios casos (CAT: ln(x), SOD y GST: √x2  ). Se empleó FDR como post hoc cuando 
se hallaron efectos significativos para alguno de los factores. Se consideró, para todas las pruebas 
estadísticas un α = 0,05. 



49 
 

3. Objetivos 
3.1. Objetivo general 
El Orden Araneae incluye numerosas especies valiosas desde el punto de vista de su utilidad como 

enemigas naturales de insectos plaga. Sin embargo, la presencia de insecticidas en el ambiente, a 
consecuencia de su uso para control químico de dichas plagas, supone una fuente de estrés 
antropogénico que puede impactar negativamente en las poblaciones de arañas, incluso en 
concentraciones subletales. Al mismo tiempo, las arañas deben tolerar como todo organismo 
cambios de temperatura, un factor de estrés natural, que además es agravado por el cambio 
climático global. La especie sudamericana P. pythagoricus, habitante de ambientes cercanos a 
agroecosistemas (barreras forestales) y estudiada anteriormente desde el punto de vista bioquímico, 
sirve como un buen modelo experimental para abordar estas problemáticas.  

Los objetivos de esta tesis son, por un lado, estudiar los mecanismos adaptativos de las arañas al 
estrés oxidativo ocasionado por insecticidas, concretamente el sistema antioxidante enzimático. Por 
otro, estudiar los mecanismos de la aclimatación prolongada a diferentes temperaturas, analizando 
la variación en la composición lipídica. Por último, estudiar la interacción entre estrés por 
temperatura y por insecticidas sobre el sistema antioxidante. 

 

3.2. Objetivos específicos 
• Determinar el efecto del insecticida CPF aplicado tópicamente y a distintos tiempos de 

exposición, sobre el nivel de estrés oxidativo en P. pythagoricus, evaluando comparativamente 
indicadores enzimáticos como SOD, CAT, GST, GR y GPx y no enzimáticos, como peroxidación 
lipídica. 

• Determinar el efecto del insecticida ABM aplicado tópicamente sobre las enzimas AChE y CAT, 
y la peroxidación lipídica. 

• Caracterizar la composición de HC cuticulares de P. pythagoricus. 
• Determinar el efecto de CPF aplicado sobre superficies, en el comportamiento de P. 

pythagoricus. 
• Describir desde el punto de vista histológico, el efecto sobre el DI de la exposición a CPF. 
• Determinar de forma cuali y cuantitativa la composición lipídica y de AGs de distintos tejidos 

de P. pythagoricus en individuos adultos y juveniles, expuestos de forma prolongada a bajas y 
altas temperaturas. 

• Determinar el efecto combinado de la aclimatación a diferentes temperaturas y del insecticida 
CPF, sobre las enzimas del sistema antioxidante, la concentración de ROS y concentración de 
los crioprotectores Gli y Glu. 
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4. Exposición al organofosforado clorpirifos 
4.1. Introducción 
El CPF es uno de los insecticidas organofosforados más empleados en la protección de toda clase 

de cultivos, en muchos de países a lo largo del mundo (Yang et al. 2015, Howell III et al. 2018, Foong 
et al. 2020, Raj & Kumar 2022). Este uso extendido y su persistencia en distintos compartimientos 
medioambientales, explica su creciente y preocupante presencia en el medio ambiente (Solomon et 
al. 2014, Huang et al. 2021, Raj & Kumar 2022, Wołejko et al. 2022). En general, la mayor parte del 
volumen de los plaguicidas aplicados se difunde en el ambiente (Pimentel 1995, Chishti et al. 2013) 
desencadenando consecuencias indeseadas sobre organismos no plaga y sobre el propio ser 
humano (Giesy et al. 2014). 

Las poblaciones de arañas se cuentan entre las de organismos no blanco que entran en peligro 
ante este flujo de polución por insecticida (Pekár 2012). Las arañas pueden ayudar a limitar el 
crecimiento de las poblaciones de distintas plagas gracias a su hábitos depredadores generalistas y 
respuesta funcional (Riechert & Lockley 1984, Riechert 1999). La deriva y difusión atmosférica del CPF 
más allá de los puntos de aplicación (Mackay et al. 2014), implica la posibilidad de escenarios de 
exposición incluso para poblaciones de arañas que habiten por fuera de los cultivos propiamente 
dichos, por ejemplo en las barreras forestales que suelen rodearlos. Muchas barreras forestales 
están formadas por Eucaliptus spp. (Valentini & Bimbi 1993, Borzone et al. 2007) árboles que, como 
se comenta en la Introducción son un hábitat recurrente para P. pythagoricus (Simó et al. 2011).  

La epicutícula, gracias a su composición fuertemente hidrofóbica cumple en los artrópodos, la 
función de impedir la deshidratación a través de la evaporación tegumentaria. Por otro lado, al 
considerar una ruta de absorción cuticular para los plaguicidas, esta epicutícula implica una barrera 
física que estas sustancias deben atravesar (Juárez et al. 2010, Zhu et al. 2013, Bass et al. 2014, 
Balabanidou et al. 2016). Los HC cuticulares presentes en la epicutícula de las arañas (Trabalon et al. 
1997) podrían poseer un papel relevante en la protección contra la exposición a plaguicidas 
(Motoyama et al. 1992). 

Además de su efecto letal directo, todo xenobiótico conlleva el riesgo de inducir diferentes efectos 
subletales sobre los organismos no blanco. Se ha registrado que el CPF puede ocasionar cambios 
histopatológicos, de comportamiento, estrés oxidativo, daño neurológico, genotoxicidad, cambios 
en patrones de desarrollo, en la reproducción y en el consumo potencial de presas en enemigos 
naturales (Santos et al. 2017, Rasheed et al. 2020, Huang et al. 2021, Xu et al. 2024). 
Independientemente de sus estructuras químicas y mecanismos específicos de toxicidad, muchos 
xenobióticos parecen ser capaces de inducir estrés oxidativo (sección 1.5.1) una vez que ingresan al 
organismo (Bagchi et al. 2002). Particularmente está bien documentado en distintos vertebrados e 
invertebrados que el CPF es capaz de inducir desequilibrios en el sistema antioxidante y/o daño 
oxidativo (Alvarez et al. 2008, Saulsbury et al. 2009, Rehman & Waliullah 2012, Uchendu et al. 2012, 
Elsharkawy et al. 2013, Narra 2014, Khalil 2015).  

La preocupación por el impacto adverso de los plaguicidas convencionales como los 
organofosforados llevó al desarrollo del concepto de “manejo integrado de plagas”. Este enfoque 
implica un sistema de regulación, que teniendo en cuenta el hábitat y la dinámica poblacional de las 
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especies consideradas, utiliza todas las técnicas y métodos apropiados, con el objetivo de mantener 
las plagas en niveles que no causen daños económicos (Cucchi 2020). Para esto se emplean distintas 
herramientas amigables con el medio ambiente, como el uso de enemigos naturales e insecticidas 
de alta selectividad y baja persistencia (Stenberg 2017, Kumar et al. 2020). La ABM (sección 1.7.2) 
posee características químicas que la hacen aparentemente idónea para formar parte del manejo 
integrado de plagas. Numerosos estudios han confirmado la efectividad de este insecticida para 
controlar variedad de plagas selectivamente, esto es, manteniendo a su vez baja toxicidad para 
enemigos naturales (Bueno & Freitas 2004, Bacci et al. 2007, Jasmine et al. 2008, Arnaudov & 
Kutinkova 2009, Abo-El-Saad et al. 2013, Khalil 2013). Sin embargo, no puede descartarse la 
posibilidad de efectos más sutiles, subletales, sobre especies no blanco (Bai & Ogbourne 2016, Hong 
et al. 2020, Song et al. 2021, Guan et al. 2023, Reda et al. 2023). 

En el siguiente capítulo se analiza el comportamiento exploratorio frente a superficies expuestas 
a CPF y la composición de HC cuticulares de P. pythagoricus. Además, se avalúa el efecto de la 
exposición tópica a CPF sobre la actividad de algunos componentes del sistema antioxidante 
enzimático y el daño provocado a niveles de peroxidación lipídica e histológico. Por último, se 
determina el efecto de la ABM sobre algunas de las enzimas del sistema antioxidante. Las respectivas 
hipótesis de trabajo fueron las siguientes: 

• P. pythagoricus es capaz de reconocer y reaccionar a la presencia de CPF en superficies 
modificando su comportamiento exploratorio. 

• La epicutícula de P. pythagoricus posee una composición rica en HC consistente con lo 
previamente registrado en otras especies de arañas. 

• La exposición tópica a la dosis de campo de CPF es capaz de afectar la actividad de las enzimas 
del sistema antioxidante y causar peroxidación lipídica en P. pythagoricus, además de inhibir la 
enzima blanco: AChE. 

• La exposición tópica a la dosis de campo de CPF causa daño histopatológico al DI de P. 
pythagoricus. 

• La exposición tópica a ABM es capaz de afectar la actividad de AChE y CAT, así como causar 
peroxidación lipídica a P. pythagoricus. 
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4.2. Resultados 

4.2.1. Efecto del clorpirifos en superficie sobre comportamiento 
En la Figura 4.1. se resume el tiempo de permanencia promedio obtenido en los ensayos de 

comportamiento por exposición a superficies expuestas a CPF (valor promedio y desvío en etiquetas 
sobre cada porción). Para descartar que la acetona tuviera algún efecto sobre el comportamiento por 
sí misma, se realizó un ensayo con un sector expuesto con acetona y el otro sin expuesto. La Figura 
4.1-B. ilustra los tiempos de permanencia entre el sector expuesto a acetona y el que no fue expuesto, 
evidenciando la ausencia de diferencias significativas entre ambos (t = 0,240, p = 0,8113). En cuanto 
al ensayo en sí, la Figura 4.1-A. muestra una evidente permanencia mayoritaria en el sector 
correspondiente a la acetona comparado con el sector de CPF (t = −4,332, p = 0,0006).  

  

Figura 4.1. Tiempo de promedio (+/- desvío estándar) de permanencia sobre sectores de 
terrario (experimentos comportamiento secc. 2.12.2). Fueron empleados 12 individuos por 
experimento (N=24). A. Experimento con superficie tratada con el insecticida clorpirifos 
(CPF). B. Verificación de efecto del solvente acetona. 

A 
B 
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4.2.2. Caracterización hidrocarburos cuticulares 
Dentro del perfil de los HC cuticulares de P. pythagoricus (Figura 4.2.), se pudieron identificar 

99 HC, principalmente componentes multiisoméricos ramificados con metilo, dimetilo y trimetilo. 
Los componentes saturados de cadena ramificada de especies saturadas de dimetilo (44,8%) y 
monometilo (13,0%) de cadena muy larga, mayormente C35-C45, fueron los predominantes. En la 
mayoría de los picos se encontró una multiplicidad de isómeros de 11x, 13x y 15x, con x variando 
principalmente de 15 a 29. Además, el 26% de los HC lineales se encontraron entre C22 y C37. En 
la Tabla 4.1 se enumera la identificación de cada HC realizada mediante espectrometría de masas 
GSC. 

 

Figura 4.2. Cromatograma representativo de cromatografía gaseosa aplicada a 
hidrocarburos (HC) cuticulares de P. pythagoricus. Los picos numerados son la señal del 
detector correspondientes a HC en la muestra. Identidad de los picos en Tabla 4.1. 
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Pico TR 

(min) 
Área 

% 
K I Hidrocarburo Iones diagnósticos 

1 10,90 0,01 2195 C22:1 308 
2 10,99 0,01 2200 nC22 310 
3 12,55 0,04 2292 C23:1 322 
4 12,68 0,59 2300 nC23 324 
5 13,75 0,01 2361 4-metil C23 70/71,294/295;323 
6 13,94 0,00 2371 3-metil C23 56/57,308/309;323 
7 14,34 0,01 2394 C24:1 336 
8 14,44 0,09 2400 nC24 338 
9 15,66 0,04 2456 4-metil C24 70/71,308/309;337 

10 16,28 0,02 2485 C25:1 350 
11 16,60 3,84 2500 nC25 352 
12 17,66 0,09 2555 4-metil C25 70/71,322/323;351 
13 17,86 0,07 2566 3-metil C25 56/57,336/337;351 
14 18,51 1,32 2600 nC26 366 
15 19,74 0,33 2649 4-metil C26 70/71,336/337;365 
16 21,00 12,18 2700 nC27 380 
17 21,30 0,08 2717 11-; 13-metil C27 168/169,252/253;196/197,224/225;379 
18 21,35 0,01 2720 9-metil C27 140/141,280/281;379 
19 21,45 0,01 2726 7-metil C27 112/113,308/309;379 
20 21,63 0,16 2737 5-metil C27 84/85,336/337;379 
21 21,87 0,11 2751 4-metil C27 70/71,350/351;379 
22 22,11 0,41 2764 3-metil C27 56/57,364/365;379 
23 22,71 1,22 2800 nC28 394 
24 23,26 0,04 2825 12-;13-;14-metil C28 182/183,252/253;196/197, 

          238/239;210/211,224/225;393 
25 23,93 0,34 2854 4-metil C28 70/71,364/365;393 
26 24,95 4,84 2900 nC29 408 
27 25,39 0,24 2924 11-; 13-; 15-metil C29 168/169,280/281;196/197,252/253;224/225;407 
28 25,45 0,05 2927 9-metil C29 140/141,308/309;407 
29 25,58 0,27 2935 7-metil C29 112/113,336/337;407 
30 25,76 0,18 2945 5-metil C29 84/85,364/365;407 
31 25,99 0,11 2957 4-metil C29 70/71,378/379;407 
32 26,26 0,59 2972 3-metil C29 56/57,392/393;407 
33 26,37 0,07 2978 5,15-; 5,17-dimetil C29 84/85,379;196/197,267;224/225,239;421 
34 26,76 0,33 3000 nC30 422 
35 26,93 0,08 3008 3,7-; 3,11-; 3,15-dimetil C29 56/57,407;336/337,127;280/281,183;224/225,239;421 

36 27,37 0,14 3029 x-metil C30 (x=10,11,12,13,14,15) 154/155,308/309;168/169,294/295;182/183,280/281;196/197, 
266/267;210/211,252/253;224/225,238/239;421 

37 27,48 0,04 3034 x-metil C30 (x=7,8,9) 112/113,350/351;126/127,336/337;140/141,322/323;421 
38 27,65 0,07 3042 6-metil C30 98/99,364/365;421 
39 28,06 0,60 3061 4-metil C30 70/71,392/393;421 
40 28,26 0,09 3071 6,16-; 6,18-dimetil C30 98/99,379;224/225,253;196/197,281;435 

        3-metil C30 56/57,406/407;421 

Tabla 4.1 HC de P. pythagoricus (N = 3). Número de pico, tiempo de retención (TR), área porcentual, Índice de 
retención de Kovats (KI).  
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41 28,54 0,06 3084 4,16-dimetil C30 70/71,407;224/225,253;435 
42 28,88 1,47 3100 nC31 436 

43 29,64 5,56 3139 9-; 11-; 13-; 15-metil C31 140/141,336/337;168/169,308/309;196/197,280/281;224/225, 
252/253;435 

44 29,78 0,59 3146 7-metil C31 112/113,364/365,435 
45 29,90 0,11 3152 5-metil C31 84/85,392/393,435 
46 30,03 0,94 3159 11,15-; 13,17-dimetil C31 168/169,323;252/253,239;196/197,295;224/225,267;449 
47 30,39 0,98 3176 7,19-dimetil C31; 3-metil C31 112/113,379,196/197,295,449; 56/57,420/421,435 
48 30,58 2,63 3186 5,17-; 5,19-dimetil C31 84/85,407,224/225,267;196/197,295;449 

49 30,94 0,72 3205 3,7-; 3,9-; 3,11-; 3,13-; 3,15-dimetil 
C31 

56/57,435;364/365,127;336/337,155;308/309,183;280/281,211; 
252/253,239;449 

50 31,54 1,75 3237 x-metil C32 
(x=10,11,12,13,14,15,16) 

154/155,336/337;168/169,322/323;182/183,308/309;196/197, 
294/295;210/211,280/281;224/225,266/267;238/239,252/253;449 

51 31,68 0,19 3244 x-metil C32 (x=6,7,8) 98/99,392/393;112/113,378/379;126/127,364/365;449 
52 31,96 0,59 3258 4-metil C32 70/71,420/421;449 

        x,y-dimetil C32 (x=10,12,14; 
y=16,18,20) 154/155,351;182/183,323;210/211,295;463 

        8,12-dimetil C32 126/127,379;308/309,197;463 
53 32,23 0,13 3273 6,16-; 6,18-; 6,20-dimetil C32 98/99,407;224/225,253;196/197,281;168/169,309;463 
54 32,52 0,08 3288 4,16-; 4,18-, 4,20-dimetil C32 70/71,435;224/225,253;196/197,281;168/169,309;463 
55 32,74 0,31 3300 nC33 464 

56 33,58 6,32 3344 9-; 11-; 13-; 15-; 17-methy C33 140/141,364/365;168/169,336/337;196/197,308/309;224/225, 
280/281;252/253;463 

57 34,20 10,25 3375 9,x-dimetil C33 (x=19,21,23,25) 140/141,379;477 

        11,x-dimetil C33 
(x=15,17,19,21,23) 168/169,351;477 

        13,x-dimetil C33 (x=15,17,19,21) 196/197,323;477 
        15,x-dimetil C33 (x=17,19) 224/225,295;477 

58 34,54 2,64 3393 5,15-; 5,17-; 5,19-dimetil C33 84/85,435;224/225,295;252/253,267;280/281,239;477 
59 34,67 0,27 3400 7,11,17-; 7,13,17-trimetil C33 112/113,421;252/253,281;183,351;211,323;491 
60 34,90 1,20 3412 3,11-; 3,13-; 3,15-dimetil C33 56/57,463;336/337,183;308/309,211;280/281,239;477 

61 35,30 0,98 3433 x-metil C34 
(x=10,11,12,13,14,15,16,17) 154/155,364/365;182/183,336/337;210/211,308/309;477 

62 35,53 0,22 3445 3,7,9,13-tetrametil C33 56/57,491;127,421,169,379,308/309,239;505 

63 35,74 1,54 3456 x,y-dimetil C34 (x=10,12,14; 
y=16,18,20,22) 154/155,379;182/183,351;210/211,323;491 

64 36,19 0,61 3479 x,y,z-trimetil C34 (x=10,12; 
y=14,16; z=18,20) 154/155,393;182/183,365;225,323,253,295;505 

65 36,30 0,20 3485 4,16-; 4,18-; 4,20-dimetil C34 70/71,463;280/281,253;252/253,281;224/225,309;491 
66 36,53 0,08 3500 nC35 492 
67 36,76 0,04 3508 4,12,18-; 4,12,20-trimetil C34 70/71,477;197,351;252/253,295;224/225,323;505 

68 37,17 2,09 3530 11-; 13-; 15-; 17-metil C35 168/169,364/365;196/197,336/337;224/225,308/309;252/253, 
280/281;491 

69 37,85 5,97 3568 9,x-dimetil C35 
(x=17,19,21,23,25,27) 140/141,407;505 

        11,x-dimetil C35 
(x=17,19,21,23,25) 168/169,379;505 

        13,x-dimetil C35 (x=17,19,21,23) 196/197,351;505 
        15,x-dimetil C35 (x=17,19,21) 224/225,323;505 
        17,19-dimetil C35 252/253,295;505 

70 38,15 2,89 3585 5,17-; 5,19-; 5,21-dimetil C35 84/85,463;280/281,267;252/253,295;224/225,323;505 
        11,15,19-trimetil C35 168/169,393;239,323;252/253,309;519 

71 38,28 0,27 3593 7,11,17-trimetil C35 112/113,449;183,379;280/281,281;519 

Tabla 4.1 (continuación) 
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72 38,55 1,70 3608 3,11-; 3,15-; 3,17-dimetil C35 56/57,491;308/309,239;280/281,267;364/365,183;505 
73 38,99 0,94 3633 x-metil C36 (x=14,16,18) 210/211,336/337;238/239,308/309;266/267,294/295;505 

        3,9,15-; 3,11,15-trimetil C35 56/57,505;155,407;183,379;308/309,253;519 

74 39,39 0,69 3655 12,18-;12,20-;14,18-;14,20-;16,20-
dimetil C36 

182/183,379;210/211,351;238/239,323;280/281,281; 
252/253,309;519 

        10,18-dimetil C36 154/155,407;280/281,281;519 
        8,18-dimetil C36 126/127,435;280/281,281;519 

75 39,71 0,28 3673 10,14,18-; 12,16,20-trimetil C36 154/155,421,225,351,280/281,295;182/183,393,253,323, 
252/253,323;533 

76 39,86 0,24 3682 4,14-; 4,16-; 4,18-dimetil C36 70/71,491;336/337,225;308/309,253;280/281,281;519 
77 40,10 0,02 3700 nC37 520 
78 40,31 0,06 3707 4,10,16-; 4,12,16-trimetil C36 70/71,505;169,407;197,379;308/309,267;533 

79 40,68 1,44 3728 9-; 11-; 13-; 15-; 17-; 19-metil C37 140/141,420/421;168/169,392/393;196/197,364/365;224/225, 
336/337;252/253,308/309;280/281;519 

80 41,29 4,65 3765 9,x-dimetil C37 
(x=19,21,23,25,27,29) 140/141,435;533 

        11,x-dimetil C37 
(x=19,21,23,25,27) 168/169,407;533 

        13,x-dimetil C37 (x=19,21,23,25) 196/197,379;533 
        15,x-dimetil C37 (x=19,21,23) 224/225,351;533 
        17,19-dimetil C37 252/253,323;533 

81 41,65 2,90 3787 5,15-; 5,17-dimetil C37 84/85,491;336/337,239;308/309,267;533 
        11,15,19-; 13,15,19-trimetil C37 168/169,421;196/197,393;239,351,280/281,309;547 

82 41,75 0,17 3793 7,11,15-trimetil C37 112/113,477;183,407;336/337,253;547 
83 41,97 0,83 3807 3,15-; 3,17-; 3,19-dimetil C37 56/57,519;336/337,239;308/309,267;280/281,295;533 

        5,11,15-; 5,13,15-trimetil C37 84/85,505;183,407;211,379;336/337,253;547 
84 42,32 0,27 3828 x-metil C38 (x=12,...,19) 182/183,392/393;210/211,364/365;238/239,336/337;533 

        3,9,17-; 3,11,15-trimetil C37 56/57,533;155,407;183,379;308/309,281;336/337,253;547 

85 42,76 0,38 3856 12,18-;12,22-;12,24-;14,18-;14,22-
dimetil C38 

182/183,407;210/211,379;308/309,281;252/253,337;224/225, 
365;547 

        10,18-; 10,22-dimetil C38 154/155,435;308/309,281;252/253,337;547 
        8,18-; 8,22-dimetil C38 126/127,463;308/309,281;252/253,337;547 

86 43,07 0,25 3875 10,14,18-; 12,16,20-; 14,18,22-
trimetil C38 

154/155,449;225,379;308/309,295;182/183,421;253,351;280/281, 
323;210/211,393;281,323;252/253,351;561 

87 43,22 0,09 3884 4,16-; 4,18-; 4,22-dimetil C38 70/71,519;336/337,253;308/309,281;252/253,337;547 

88 43,95 0,63 3929 11-; 13-; 15-; 17-; 19-metil C39 168/169,420/421;196/197,392/393;224/225,364/365;252/253, 
336/337;280/281,308/309;547 

89 44,49 1,79 3958 9,x-dimetil C39 
(x=15,17,19,21,23,25,27,29,31) 140/141,463;561 

        11,x-dimetil C39 
(x=15,17,19,21,23,25,27,29) 168/169,435;561 

        13,x-dimetil C39 
(x=15,17,19,21,23,25,27) 196/197,407;561 

        15,x-dimetil C39 
(x=17,19,21,23,25) 224/225,379;561 

        17,x-dimetil C39 (x=19,21,23) 252/253,351;561 
        19,21-dimetil C39 280/281,323;561 

90 44,84 0,88 3977 5,15-; 5,17-dimetil C39 84/85,519;364/365,239;336/337,267;561 
        11,x,y-; 13,x,y-trimetil C39 168/169,449;196/197,421;575 

91 45,21 0,24 3997 3,15-; 3,17-; 3,19-dimetil C39 56/57,547;364/365,239;336/337,267;308/309,295;561 

        5,x,y-trimetil C39 (x=11,13,15; 
y=17,19,21,23) 84/85,533;575 

92 45,63 0,05 4020 x-metil C40 (x=12,...,20) 182/183,420/421;238/239,364/365;266/267,308/309;561 
93 46,11 0,04 4047 12,x-dimetil C40 182/183,435;575 

Tabla 4.1 (continuación) 
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4.2.3. Efectos de exposición a clorpirifos sobre sistema 
antioxidante 
Ejemplares adultos de P. pythagoricus fueron expuestos tópicamente a la dosis de campo de CPF 

durante 6, 24 y 48 h. No se registró mortalidad a ninguno de los tiempos de exposición. La actividad 
de cada enzima y la concentración de MDA se expresó como porcentaje en relación con su control 
(siendo el valor del control correspondiente 100% en cada caso). Las medias de actividad enzimática 
porcentual para cada tiempo de exposición se grafican en la Figura 4.3-A. – F. y peroxidación lipídica 
en la Figura 4.3-G. 

Luego de 24 y 48 h se puede observar un descenso en la actividad de AChE (Figura 4.3-A.). CAT 
mostró una mayor actividad a las 6 h (145 ± 21%), con un evidente descenso a las 48 h del tratamiento 
con CPF (F = 60,71, p = 0,0001) (Figura 4.3-B.). SOD incrementó su actividad a 168 ± 61% a las 24 h (F 
= 14,64, p = 0,0049) por sobre los tiempos de 6 y 48 h (Figura 4.3-C.). La actividad de las enzimas 
relacionadas al metabolismo del glutatión, GST, GPx, y GR (Figura 4.3-D., E. y F. respectivamente), 
incrementaron su actividad luego de las 24 h por sobre los valores correspondientes a 6 y 48 h de 
exposición. Sin embargo, solo la variación en la actividad de GST a ese tiempo fue significativa, 211% 
± 70% (F = 6,71, p = 0,027). 

La peroxidación lipídica (Figura 4.3-G.), fue significativamente más alta a 6 y 24 h de exposición 
comparada con las 48 h (F = 6,700, p = 0,0296), con un valor final de 75% ± 53%. 

 

94 46,51 0,02 4068 4,x-dimetil C40 70/71,547;575 
95 47,58 0,05 4127 13-; 15-; 17-metil C41 196/197,420/421;224/225,392/393;252/253,364/365;575 
96 48,25 0,43 4155 11,15-; 11,17-dimetil C41 168/169,463;364/365,267;392/393,239;589 

        13,15-; 13,17-dimetil C41 196/197,435;364/365,267;392/393,239;589 
97 48,68 0,09 4175 5,15-; 5,17-dimetil C41 84/85,547;392/393,239;364/365,267;589 

        11,x,y-trimetil C41 168/169,477;603 
98 53,45 0,36 4350 11,21-; 11,23-dimetil C43 168/169,491;308/309,351;336/337,323;617 

        13,21-; 13,23-dimetil C43 196/197,463;308/309,351;336/337,323;617 
99 60,50 0,10 4549 11,23-dimetil C45 168/169,519;336/337,351;645 

        13,23-dimetil C45 196/197,491;336/337,351;645 

Tabla 4.1 (continuación) 
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B. A. 

C. D. 

G. 

F. E. 

Figura 4.3. Actividad enzimática. Se emplearon 
3 individuos por tiempo de exposición a CPF y 
control (N=12). Los valores se expresan como 
porcentajes del control para cada tiempo de 
exposición. A. Acetilcolinesterasa (AChE), B. 
Catalasa (CAT), C. Superóxido dismutasa (SOD), 
D. Glutatión-s-transferasa (SOD), E. Glutatión 
peroxidasa (GST), F. Glutatión reductasa (GR). 
G. Concentración malonaldehido (Peroxidación 
lipídica). Las barras rellenas representan la 
media, las barras de error representan el desvío 
estándar. Letras distintas marcan los grupos 
estadísticamente diferentes.  
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4.2.4. Efectos histopatológicos de clorpirifos sobre divertículo 
intestinal 

Se realizó el análisis histológico de arañas control y expuestas durante 24 h a CPF. El DI 
de las arañas control se pudo observar como un epitelio simple compuesto de células 
digestivas secretoras rodeadas por tejido conectivo intersticial (Figura 4.4-A.). Las células 
digestivas se mostraron largas y más numerosas que las secretoras, además de poseer 
cuerpos altamente coloreados. Luego de 24 h de exposición al CPF, las arañas exhibieron 
túbulos necróticos (Figura 4.4-B.). 

Figura 4.4. Análisis histológico de 
divertículo intestinal  (DI) de P. 
pythagoricus. A. Vista general del 
DI de una araña control que ilustra 
su estructura tubular. Células 
digestivas (cd), células secretoras 
(cs).  B . Sección de una araña 
expuesta a una dosis de campo de 
CPF durante 24 h con parte del DI  
manifestando necrosis (n). Se 
emplearon 4 individuos por grupo 
(N=8). 

A 

B 

cd 

cs 

n 
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4.2.5. Efectos de la abamectina sobre el sistema antioxidante  
Adultos de P. pythagoricus se expusieron tópicamente a dosis de campo del insecticida ABM 

(sección 2.3.1.), con un tiempo de exposición de 48 h (N= 16). No se registró mortalidad al término 
del tratamiento. En la Figura 4.5. se comparan los resultados obtenidos para controles y tratados con 

A
. 

B
. 

C
. 

Figura 4.5. Actividad enzimática en DI de adultos 
de P. pythagoricus, control y expuesta a dosis de 
campo de abamectina (ABM). Se emplearon 8 
individuos por cada tratamiento (N=16).  AChE (A), 
CAT (B) y Peroxidación lipídica (C) . “X” representa 
media.  



61 
 

el insecticida para las enzimas AChE (A) y CAT (B), y el marcador de peroxidación lipídica MDA (C). No 
se encontraron diferencias significativas entre grupos tratados y controles.  

4.3. Discusión 
El uso de insecticidas en la agricultura puede afectar aspectos conductuales además de procesos 

fisiológicos de los organismos no blanco, así como causar alteraciones en diferentes niveles tróficos 
influyendo en las relaciones entre los organismos (Beauvais et al. 1999, Galloway & Handy 2003, 
Bellas et al. 2005).  

En los ensayos comportamentales de este capítulo se comprobó que P. pythagoricus es capaz de 
evitar superficies con el organofosforado CPF, probablemente debido a la sensibilidad otorgada por 
los quimiorreceptores de contacto en las patas (pretarso y tarso) y en los pedipalpos (Foelix & Chu-
Wang 1973).  

Aunque el impacto subletal de los plaguicidas varía claramente en relación con el método de 
exposición y el compuesto utilizado, así como con las especies modelo (Dinter & Poehling 1995, 
Evans et al. 2010), los presentes resultados se corresponden con las observaciones realizadas sobre 
Clubiona spp., Dictyna spp., Pardosa spp. y Xysticus spp. expuestas a superficies expuestas con el 
organofosforado fosalona (Pekár & Haddad 2005) y también con resultados de Pardosa palus 
después de la exposición a Nurelle™ (CPF y cipermetrina) o Decis™ (deltametrina; Pekár y Benes 
(2008)). Durante las 4 h analizadas en nuestros experimentos, la primera reacción de las arañas fue 
salir de la zona contaminada, como también se observó en arañas Oedothorax sp. y otras especies 
relacionadas al control biológico (Everts et al. 1991, Michalková & Pekár 2009). Esto podría significar 
que los individuos reprimieron sus movimientos exploratorios en respuesta al entorno hostil (Wrinn 
et al. 2012). Es necesario recordar que, en los experimentos llevados a cabo para esta tesis fue 
empleado el principio activo del insecticida CPF, y no un formulado. Estos formulados son mezclas 
que contienen, además del principio activo, aditivos, coadyuvantes u otros ingredientes que pueden 
tener sus propios efectos tóxicos (Mesnage & Antoniou 2018).  

Si bien la capacidad para reconocer y evitar el contacto con superficies contaminadas con este 
insecticida puede tomarse como una característica positiva desde el punto de vista del posible 
impacto sobre las poblaciones de P. pythagoricus, deben considerarse los posibles efectos 
indirectos de este cambio en el comportamiento. El efecto repelente del CPF podría interferir con la 
capacidad de las poblaciones de esta especie de ejercer su potencial como controladoras biológicas, 
al alejarlas de las potenciales presas que se desea que controlen (Desneux et al. 2007). Esta 
posibilidad ya se ha contemplado para otros grupos de enemigos naturales y numerosos insecticidas 
(Umoru et al. 1996, Fernandes et al. 2016, Ramos et al. 2017). 

Sin embargo, a pesar de poder reconocer la presencia de insecticidas y eludirlos, en muchas 
ocasiones, es inevitable que estos entren en contacto con las arañas. En esta situación y dado que 
una de las vías de ingreso de los insecticidas es la cutícula, esta será la primera barrera entre el 
xenobiótico y el organismo, ya que los componentes de esta barrera pueden impedir su 
internalización (Juárez et al. 2010, Zhu et al. 2013, Bass et al. 2014, Balabanidou et al. 2016). Se ha 
demostrado que la remoción de lípidos cuticulares acelera la entrada de insecticidas en insectos 
(Motoyama et al. 1992). Además, la resistencia de estos organismos se correlacionó con un aumento 
de sus lípidos (Juárez 1994, Pedrini et al. 2009, Juárez et al. 2010). En las arañas, los HC cuticulares 
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son abundantes, constituyendo la mayoría de los lípidos observados como por ejemplo en Tegenaria 
atrica, donde representan alrededor del 86% del extracto lipídico (Trabalon et al. 1996). Para el caso 
de P. pythagoricus se ha reportado una posible síntesis en el DI y el transporte hacia la epicutícula a 
través de las lipoproteínas hemolinfáticas (Trabalon & Garcia 2021). 

En el presente estudio se encontró una proporción considerable de HC de cadena larga (C33-C45), 
que son probablemente los principales responsables de inhibir la entrada de los diferentes 
insecticidas. Se ha demostrado que los HC de cadena más larga evitan la entrada y salida de 
moléculas de manera más efectiva, siendo buenos componentes impermeabilizantes (Gibbs & 
Pomonis 1995, Balabanidou et al. 2016). Además, se observó que el aumento de HC de cadena 
ramificada genera un engrosamiento de la cutícula, dificultando así la entrada de insecticidas 
(Balabanidou et al. 2018). En P. pythagoricus se observó una gran cantidad de HC (C28, C29, C30, 
dimetilC39 y dimetilC41) similares a los presentes en fenotipos de Anopheles gambiae resistentes a 
los piretroides y a los insecticidas organoclorados (Balabanidou et al. 2019).  

Los biomarcadores se definen ampliamente como indicadores de eventos en sistemas biológicos 
(variaciones en número, estructura o función de componentes celulares o bioquímicos) (NRC 1992). 
Como se comenta en la sección 1.7.1, los organofosforados se caracterizan por su mecanismo de 
toxicidad vía inhibición de la enzima AChE, que sirve de este modo como evidencia de su acción 
tóxica sobre los individuos expuestos. La inhibición de la AChE es usada desde hace tiempo como 
biomarcador de toxicidad por organofosforados en vertebrados (Fairbrother 1991, Fulton & Key 2001, 
Sandahl et al. 2005, Yen et al. 2008, Bernal-Rey et al. 2020, Boccioni et al. 2021), invertebrados 
acuáticos (Day & Scott 1990, Edwards & Fisher 1991, Fulton & Key 2001, Hyne & Maher 2003, Lebrun 
et al. 2020, Gonçalves et al. 2021) y en menor grado invertebrados terrestres (Goven et al. 1993, 
Ribeiro et al. 1999, Scott-Fordsmand & Weeks 2000, Booth & O'Halloran 2001, Engenheiro et al. 2005). 

Ensayos que emplean la actividad de AChE como biomarcador en arañas solo se han realizado en 
Lycosa hilaris (Van Erp et al. 2002), P. lugubris (Babczyńska & Migula 2002), Pardosa prativaga 
(Pedersen et al. 2002) y A. labyrinthica (Babczyńska et al. 2006). Cuando P. pythagoricus se trató con 
CPF, no se observó inhibición de AChE a tiempos cortos (6 h). La ausencia de inhibición a las 6 h de 
exposición podría deberse a que la dosis incorporada de insecticida a ese tiempo no es suficiente 
para causar efectos observables sobre la actividad de AChE. A su vez, el transporte del insecticida en 
hemolinfa por parte de las lipoproteínas hemolinfáticas podría ser ineficaz a tiempos tempranos de 
exposición. En P. pythagoricus se ha propuesto que, si bien las lipoproteínas servirían como 
transportadoras del organofosforado fenitrotión, la interacción entre proteína e insecticida podría 
estar generando cambios estructurales que dificulten esta función transportadora (Cunningham et 
al. 2006). Eventualmente, a los tiempos más largos de exposición (24 y 48 h)  se alcanzaría un 
equilibrio que permite al insecticida vehiculizarse hacia los tejidos. 

A las 24 h se observó un 60% de inhibición, que se corresponde con lo reportado en un estudio 
sobre la exposición a dimetoato (insecticida organofosforado) de A. labyrinthica (Babczyńska et al. 
2006). Esta inhibición irreversible es progresiva hasta las 48 h (alcanzado un 80%), similar a lo 
reportado por (Van Erp et al. 2002) para L. hilaris (55% de inhibición). Es importante enfatizar que no 
se observó mortalidad en las condiciones de los ensayos de este capítulo, incluso con los altos 
porcentajes de inhibición a las 48 h. Esto contrasta con lo informado para L. hilaris, donde con un 55% 
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de inhibición, se observó hasta un 30% de mortalidad (Van Erp et al. 2002), ocasionada por la 
acumulación de acetilcolina en las terminales nerviosas.  

La peroxidación lipídica se considera una de las principales consecuencias del estrés oxidativo, 
conduciendo potencialmente a lisis celular y a un consecuente daño de tejidos y órganos (Kidd 1997, 
Rameshthangam & Ramasamy 2006). Los estudios toxicológicos en artrópodos en donde se realizan 
exposiciones agudas, normalmente analizan la peroxidación lipídica luego de las 24 y 48 h de 
tratamiento (Sarikaya et al. 2011, Yuan et al. 2013, Alzahrani 2019). En estos, probablemente las ROS 
sean eliminadas durante ese periodo de exposición por el sistema antioxidante. En los experimentos 
presentados en esta sección con P. pythagoricus, los tratamientos con CPF a 6 y 24 h causaron altos 
niveles de peroxidación lipídica en el DI, posiblemente debido al gran porcentaje de AGs insaturados 
presentes en este órgano (≈ 75%) (Laino et al. 2009), los cuales son más susceptibles de peroxidación 
(Gahalain et al. 2011). Además, en línea con esta hipótesis, las enzimas antioxidantes mostraron baja 
actividad a estos tiempos de exposición más tempranos, y se registró su activación a las 48 h 
coincidiendo con un descenso de la peroxidación lipídica.  

La primera línea de defensa contra las ROS se compone de SOD y CAT, enzimas que pueden actuar 
de manera complementaria, como se ha observado en la araña X. nemoralis (Lycosidae) (Wilczek et 
al. 2013) y en el insecto Oxya chinensis (Orthoptera: Acrididae) (Wu et al. 2011), luego de la exposición 
a diferentes insecticidas organofosforados. En el caso de este estudio, no se observó una inducción 
simultánea de SOD y CAT debido a que CAT incrementó su actividad luego de las 6 h y SOD luego de 
las 24 h. Esta no inducción complementaria de las dos enzimas también fue observada en el insecto 
Sogatella furcifera (Delphacidae) luego de tratarse con ABM. Los autores de dicho trabajo reportaron 
que CAT fue inducida a su máxima actividad luego de 6 h de exposición, decreciendo luego de 48 h; 
mientras que SOD exhibió un porcentaje bajo de inducción a las 6 h, un máximo a las 12 h y finalmente 
un decrecimiento a las 48 h de tratamiento (Zhou et al. 2019). 

El glutatión es in tripéptido que participa en las reacciones de detoxificación, frecuentemente 
encontrado en las células en su forma reducida (GSH). Esta molécula actúa como antioxidante, 
proveyendo equivalentes de reducción para las reacciones catalizadas por GPx, en la que GSH es 
oxidado a glutatión disulfuro (GSSG), el cual es reducido nuevamente a GSH por la enzima GR. A su 
vez, GSH actúa como sustrato para GST, la que cataliza su conjugación con compuestos orgánicos 
(Hermes-Lima et al. 2004, Tahir et al. 2016). La actividad de GPx y GR en P. pythagoricus fue en 
promedio más alta en individuos tratados con CPF luego de 24 h de exposición que en los tratados 
por 6 o 48 h, de manera similar al patrón de actividad de GPx en la araña A. labyrinthica tratada con 
un organofosforado por 24 h (Babczyńska et al. 2006). Por su parte, GST interviene en el metabolismo 
de xenobióticos, participando en su detoxificación. Las transferasas catalizan el ataque nucleofílico 
de un gran número de compuestos lipofílicos con GSH, lo que facilita la eliminación del conjugado 
resultante fuera del organismo (Hayes & Pulford 1995, Halliwell & Gutteridge 2015). Por ejemplo, 
aunque la inducción de GST se observó en larvas de Trogoderma granarium (Dermestidae) a 
intervalos cortos (5 h) luego de fumigación con bromuro de metilo, acrilonitrilo, dicloruro de etileno u 
otros agentes (Shivanandappa & Rajendran 1987), en las arañas A. labyrinthica y P. lugubris no se 
observó una inducción similar hasta 24 h de exposición a un organofosforado (Babczyńska et al. 
2006). En nuestros experimentos con P. pythagoricus, el aumento en la actividad de GST luego de 24 
h desde la aplicación del organofosforado fue ocasionado posiblemente por un aumento en la 
concentración del xenobiótico en el DI luego de su circulación, y el subsecuente descenso pasadas 
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48 h, probablemente sea atribuible a la propia actividad detoxificante de GST. Resultados similares 
luego de un tratamiento de 48 h fueron observados para actividad de GPx, GR y GST en juveniles de la 
araña lobo P. saltans luego de una exposición a concentraciones comparables a las del CPF (Laino et 
al. 2021). 

La inhibición de AChE y el incremento en la peroxidación lipídica a 6 y 24 h de exposición permiten 
concluir que CPF es capaz de penetrar al organismo modelo. El insecticida produce un incremento 
en la actividad de SOD, CAT y GST a las 6 y 24 h de exposición, con un concomitante descenso de la 
peroxidación lipídica a las 48 h. 

El daño histológico ha sido propuesto como biomarcador del efecto de plaguicidas (El-Saad et al. 
2017, Arrighetti et al. 2018). Existen numerosos estudios en artrópodos que evalúan los cambios 
histológicos o citológicos provocados por insecticidas (Stentiford & Feist 2005, Kalita et al. 2016, 
Lavarías et al. 2017, dos Santos Junior et al. 2020, Plata-Rueda et al. 2020). Sin embargo, en arañas, 
esta clase de estudios son ciertamente escasos (Wilczek et al. 2014, El-Khouly et al. 2016, Gabellone 
et al. 2022). Wilczek y colaboradores (2014) estudiaron la interacción entre el organofosforado 
dimetoato (aplicado tópicamente por 5 días), y la exposición ambiental a metales pesados. Como 
resultado observaron que el insecticida aumenta por sí mismo varios indicadores de necrosis y 
apoptosis en el DI de la araña X. nemoralis. El-Khouly y colaboradores (2016) observaron luego de 
exposiciones de 48 h al insecticida organofosforado Reldan©, así como a los insecticidas Lannato© 
(Metomilo, carbamato) y Match© (lufenurón, benzoilurea) que se indujeron alteraciones tisulares en 
el DI de la araña Anelosimus aulicus (Theridiidae), incluyendo signos de necrosis en caso del 
Lannato©. Por otro lado, Gabellone y colaboradores (2022), observaron necrosis en DI de M. 
maculissparsus cuando se realizó un análisis histológico luego del tratamiento con el insecticida 
neonicotinoide imidacloprid por vía oral. 

 Estudios llevados a cabo en crustáceos también comprobaron alteraciones histológicas (necrosis 
y/o desorganización de núcleo celular, degeneración del tejido, vacuolización excesiva, entre otras) 
en el hepatopáncreas luego de exposición al CPF, como en los camarones Penaeus monodon y 
Litopenaeus vannamei (Nguyen Hong et al. 2015) y los cangrejos Episesarma tetragonum (Ravi et al. 
2023) y Zilchiopsis collastinensis (Negro & Collins 2017). Formulados de CPF y cipermetrina 
(Nurocombi) también ocasionaron efectos histopatológicos similares en el cangrejo Paratelphusa 
jacquemontii (Maharajan et al. 2015). Existe registro de efectos comparables del CPF en otros 
invertebrados (Sharaf et al. 2013, Ahmed & El-Sobki 2021) y en vertebrados (Kammon et al. 2010, 
Verma et al. 2020). 

Una de las consecuencias de la toxicidad de los organofosforados sobre las arañas parece ser el 
daño histopatológico, aunque aún es escasa la bibliografía al respecto. Se evidenció que P. 
pythagoricus tuvo daño tisular en DI a dosis de insecticida que son recomendadas para proteger 
cultivos, el cual debería interferir con la función de este órgano a largo o mediano plazo. 

Las avermectinas se describieron inicialmente como fármacos antiparasitarios (Egerton et al. 
1979, Miller et al. 1979), probándose poco después su potencial como insecticida (Ostlind et al. 
1979), siendo la ABM la única con ambas funciones (Shoop et al. 1995). Se ha considerado a la ABM 
como segura para el ambiente debido a sus bajas tasas de aplicación, su corta vida media en distintas 
condiciones (alta sensibilidad a la fotodegradación) y su nula capacidad de bioacumulación (Lasota 
& Dybas 1991). En contraposición a esto, también existe evidencia de aumentos significativos de 
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mortalidad al ser expuestos a este insecticida en varias especies de enemigos naturales, como 
ácaros (Oliveira et al. 2020, Alhewairini & Al-Azzazy 2021), un himenóptero (Consoli et al. 1998) y un 
hemíptero (Cherif et al. 2022). En los ensayos desarrollados para este trabajo de tesis, no se registró 
mortalidad para P. pythagoricus a la dosis, vía y tiempo de exposición empleados. A su vez no se 
hallaron diferencias significativas entre control y tratado para las actividades enzimáticas ni 
concentración de MDA. Usualmente se recurre a la enzima AChE como biomarcador para 
organofosforados, pero ha sido propuesta también como posible biomarcador para ABM (Nassar 
2016, El-Gendy et al. 2021). La ausencia de efectos sobre la actividad de AChE podría indicar que el 
insecticida no es absorbido por la vía cuticular (Balabanidou et al. 2018).  

No se puede descartar que el insecticida haya traspasado la barrera epicuticular en una cantidad 
insuficiente como para provocar efectos detectables. Otra posibilidad es que el compuesto si haya 
sido absorbido, pero su metabolización no haya producido suficientes ROS como para desencadenar 
un aumento significativo en la actividad de CAT o en la concentración de MDA. Nuevos estudios son 
necesarios para poder continuar con este trabajo preliminar en este modelo insecticida-araña. 
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5. Composición lipídica en relación con la 
temperatura 

5.1. Introducción 
Como ya se comentó en la Introducción general (sección 1.8), la temperatura ambiental es una 

de las condiciones ecológicas más relevantes para la fisiología y distribución espacial de los 
organismos. Especialmente para el caso de los ectotermos, es necesario que cuenten con 
mecanismos parar tolerar las fluctuaciones naturales de este parámetro medioambiental. 

El rango de tolerancia térmica es delimitado por las temperaturas críticas máximas y mínimas 
(TCmax y TCmin respectivamente), por encima o por debajo de las cuales un organismo comienza a 
sufrir limitaciones locomotoras y/o incapacidad de responder a estímulos (Cowles & Bogert 1944, 
Hazell & Bale 2011, Cereja 2020, Barnes et al. 2023). En la literatura se pueden encontrar las TCmax 
y TCmin para numerosas especies de varias familias de arañas (Tabla 5.1). Se puede observar una 
TCmin de -7,5 °C para el linífido Prinerigone vagans y una TCmax de 55,0 °C para el saltícido 
Habronattus virgulatus, con un intervalo promedio de temperaturas para todo el orden de 45,4 °C. Lo 
que implica un amplio rango de tolerancia para el grupo. 

Sin embargo, no hay precedentes en cuanto a estudios bioquímicos que aborden los mecanismos 
detrás de esta destacable tolerancia ambiental.  

Los lípidos poseen numerosas funciones en los organismos, incluyendo almacenamiento de 
energía, señalización y estructura, esta última como componentes vitales de las membranas 
biológicas (Harayama & Riezman 2018). Los aumentos o disminuciones en la temperatura ambiental 
ponen en riesgo el funcionamiento de las membranas, por lo que las células deben modificar la 
composición lipídica de estas para mantener su homeostasis (Hazel & Williams 1990, Guschina & 
Harwood 2006). El modelo de HVA predice cambios en las proporciones de ciertos grupos de lípidos 
(fosfolípidos, esteroles y AGs en particular) para mantener la fluidez de la membrana dentro de 
valores compatibles con sus funciones vitales. 

En arácnidos, existe solo un precedente bibliográfico relacionado a aclimatación a temperaturas 
y composición lipídica, para dos especies de escorpiones de la familia Bothriuridae activas durante 
el invierno en un ambiente de altura (1900 m sobre el nivel del mar), Urophonius achalensis y U. 
brachycentrus. Garcia y colaboradores (2021) demostraron que la aclimatación prolongada (4 
semanas) a temperaturas compatibles con la estación de verano en su hábitat, induce aumento en 
la proporción de AGs saturados (18:0 y 16:0), a la par de una disminución en insaturados (18:1 y 18:2), 
además de registrarse cambios en las clases de lípidos, principalmente TAG. 
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Tabla 5.1. Temperaturas críticas máximas (TCmax) y mínimas (TCmin) (°C) para distintas especies 
de arañas de varias familias. Tomado y modificado de Barnes y colaboradores (2023).  

Familia  Especie TCmin TCmax Rango Fuente 
Toxopidae Myro kerguelenensis -6,5 35,3 41,80 Jumbam y colaboradores (2008) 

Linyphiidae Prinerigone vagans -7,5 35,6 43,10 Jumbam y colaboradores (2008) 

Lycosidae 
Pardosa glacilalis -5,7 46,6 52,30 Anthony y colaboradores (2019) 
Pardosa moesta -4,5 44,7 49,20 Anthony y colaboradores (2019) 
Rabidosa rabida 0,0 42,9 42,90 Stork (2012)  

Salticidae 

Habronattus clypeatus 11,6 55,0 43,40 Brandt y colaboradores (2020) 
Habronattus conjunctus 12,1 52,5 40,40 Brandt y colaboradores (2020) 
Habronattus geronimoi 6,0 54,0 48,00 Brandt y colaboradores (2020) 

Habronattus hallani 9,5 53,1 43,60 Brandt y colaboradores (2020) 
Habronattus pugillis 9,3 53,1 43,80 Brandt y colaboradores (2020) 

Habronattus virgulatus 9,2 54,4 45,20 Brandt y colaboradores (2020) 

Sicariidae 
Loxosceles laeta -4,1 48,4 52,50 Alfaro y colaboradores (2013) 

Sicarius thomisoides 6,6 44,2 37,60 Taucare-Rios y colaboradores 
(2018) 

Scytodidae Scytodes globula -3,6 45,0 48,60 Alfaro y colaboradores (2013) 

Theraphosidae 
Aphonopelma hentzi 5,7 42,6 36,90 Punzo (1991) 

Grammostola vachoni 5,3 46,1 41,40 Schwerdt y colaboradores (2020) 

Theridiidae 

Latrodectus 
geometricus 3,2 51,5 48,30 Barnes y colaboradores (2023) 

Latrodectus hesperus -1,9 49,6 51,50 Barnes y colaboradores (2023) 
Latrodectus mactans 1,9 52,4 50,50 Barnes y colaboradores (2023) 

Thomisidae 
Misumenops asperatus -1,4 45,1 46,50 Schmalhofer (1999) 

Misumenoides 
formosipes 2,2 48,2 46,00 Schmalhofer (1999) 

Eresidae Stegodyphus dumicola  - 48,9 - Malmos y colaboradores (2021) 
 

Para avanzar sobre esta área del conocimiento aún no explorada para las arañas, se aclimataron 
adultos y juveniles de P. pythagoricus a 1, 4, 10, 25 y 35 °C durante 20 días. Al término de la 
aclimatación se realizó la cuantificación de grupos lipídicos y AGs. Las hipótesis de trabajo fueron: 

• La aclimatación a distintas temperaturas induce un cambio en la proporción de grupos lipídicos 
relacionados al mantenimiento de la HVA. 

• La aclimatación a distintas temperaturas produce, según la hipótesis de HVA, que los AGs 
insaturados aumenten de manera directamente proporcional al incremento de la temperatura 
de aclimatación. 
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5.2. Resultados 

5.2.1. Efecto de la aclimatación en la composición lipídica 
Adultos y juveniles de P. pythagoricus se aclimataron durante 20 días a 1, 4, 10, 25 y 35 °C. 

Se elaboraron modelos lineales con la composición lipídica bajo el paradigma de Aitchison (1986), 
donde las relaciones entre las proporciones de lípidos son los componentes de la variable respuesta 
(formando un “simplex de Aitchison” (van den Boogaart & Tolosana-Delgado 2013)) para adultos y 
juveniles. La tabla ANOVA para dichos modelos se representa en las Tablas 5.2 A y B. En ambos casos 
las pendientes para el efecto de la temperatura y del tipo de tejido resultaron significativas. Esto 
implica una contundente influencia de la temperatura de aclimatación en la composición lipídica, y 
se condice con las esperadas diferencias entre tejidos. Además, para los adultos, se vio una 
interacción significativa entre temperatura y tejido, indicando que la variación provocada por el 
cambio de temperatura sobre la composición lipídica no es constante y depende del tejido 
considerado. En cambio, en juveniles no se halló interacción significativa entre temperatura y tejido, 
por lo que la variación en la composición debida a la temperatura no se ve modulada por el tejido. 

Tabla 5.2 Tablas ANOVA para los modelos lineales múltiples de composición lipídica. A. Adultos. 
B. Juveniles. Referencias: F: valor de estadístico. GL: grados de libertad de variable predictora. 
GLnum: grados de libertad del modelo. GLden grados de libertad del error. p-valor: α= 0,05 

A. Coeficiente GL  F GLnum GLden p-valor 

 (Ordenada) 1 136,42 8 38 1,44e-25 

 Temperatura 4 2,72 32 164 1,96e-05 

 Tejido 1 33,96 8 38 5,18e-15 

 Temp.: Tej. 4 2,32 32 164 3,26e-04 

 Residuos 45     

 

B. Coeficiente GL  F GL1 GL2 p-valor 

 (Ordenada) 1 96,22 8 48 6,87e-27 

 Temperatura 4 2,58 32 204 3,39e-05 

 Tejido 1 11,68 8 48 4,90e-09 

 Residuos 55     
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El contenido lipídico total estandarizado por peso húmedo se presenta en la Figura 5.1. para los 
tejidos analizados (DI y TM) de adultos y juveniles. No se hallaron diferencias significativas entre 
temperaturas de aclimatación para ninguno de los tejidos de ambos modelos biológicos.  

 

Figura 5.1. Contenido lipídico total por peso húmedo para cada temperatura de aclimatación. 
A. Divertículo intestinal (DI) de adultos B. DI de juveniles C. Tejido muscular (TM) de adultos. D. 
TM de juveniles. Se emplearon 5 individuos por temperatura  (N=25 adultos y N= 25 juveniles). 
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Figura 5.2. Proporciones lipídicas 
promedio correspondientes a 
individuos aclimatados a 25 °C 
(control). A. DI de adultos B. DI de 
juveniles C. TM de adultos. D. TM 
de juveniles. Se emplearon 5 
individuos por temperatura  (N=25 
adultos y N= 25 juveniles). 

Abreviaturas de lípidos: HC, 
hidrocarburos. EE, ésteres de 
colesterol. TAG, triacilglicerol. 
AGL, ácidos grasos libres. COL, 
colesterol. DAG, diacilglicerol. PE, 
fosfatidiletanolamina. PC, 
fosfatidiletanolcolina. SM, 
esfingomielina. 

Inset de cada sub figura 
representa la sumatoria de lípidos: 
Energéticos: TAG+AGL+DAG, 
Estructurales: PE+PC+SM+COL y 
otros: HC+EE.  Las barra de error 
representan el desvío estándar. 

 



71 
 

Tomando la temperatura de aclimatación de 25 °C como referencia, se representa en la Figura 5.2. 
el perfil lipídico del DI para adultos (A) y juveniles (B), y para TM adultos (C) y juveniles (D). Las 9 clases 
de lípidos identificados se clasificaron funcionalmente en: lípidos energéticos (TAG, AGL, DAG), 
estructurales (COL, PC, PE, SM) y otros (HC, EE) (representado en los insets de Figura 5.2.). En el caso 
de DI los lípidos dominantes fueron los TAG (~50% en ambos modelos). Las siguientes clases más 
representadas fueron los fosfolípidos, viéndose en adultos una mayor cantidad de PC (24%) sobre PE 
(10%) y lo contrario en juveniles donde se vio más PE (15%) que PC (13%). La relación entre esteroles 
(%COL / %EE) para el DI fue de 1,38 en adultos, y 0,7 para juveniles. En el TM, los perfiles lipídicos se 
diferenciaron sustancialmente entre adultos y juveniles. En los adultos, PC fue el lípido mayoritario 
(75%), PE fue el segundo más representado (20%) y el resto de las clases lipídicas sumaron un el 5,9% 
restante. En juveniles, en cambio, se observó un aporte mayoritario de PE (46%) y como segundo 
lípido más representado el lípido energético TAG (26%), la SM fue el tercero en abundancia (16%). Al 
igual que en el DI, en el TM el contenido de esteroles fue principalmente COL en adultos y EE en 
juveniles, con una relación de esteroles del 16,5 para adultos y de 0,06 para juveniles. 

Las composiciones lipídicas obtenidas mediante TLC-FID para cada temperatura de aclimatación 
se detallan en las Figura 5.3.I. para las medidas sobre DI y Figura 5.3.II. para las realizadas sobre TM 
(A. adultos, B. juveniles en ambas figuras). Los TAG fueron dominantes en el DI de adultos (entre el 
96 y 81 %) independientemente de la temperatura de aclimatación, en cambio en el DI de juveniles, 
además de TAG (29 - 88%) se halló un porcentaje más alto de EE, alcanzando el 29% a los 35 °C. En 
cuanto a TM en adultos, los lípidos mayoritarios fueron PC (75 - 41%) y PE (30 - 14%), contrastando 
con juveniles, donde los lípidos mayoritarios fueron TAG (65 - 24%) y PE (46 - 11%). 
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Figura 5.3.I. Composición lipídica del DI de P. pythagoricus a diferentes temperaturas de 
aclimatación. A. Adultos. B. Juveniles. Las letras sobre las barras indican diferencias 
significativas entre grupos (color de la etiqueta se corresponde con color de grupo lipídico). 
Se emplearon 5 individuos por temperatura  (N=25 adultos y N= 25 juveniles). 
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Figura 5.3.II. Composición lipídica porcentual del TM P. pythagoricus a 
diferentes temperaturas de aclimatación. A. Adultos. B. Juveniles. Las letras 
sobre las barras indican diferencias significativas entre grupos (color de la 
etiqueta se corresponde con color de grupo lipídico).  Se emplearon 5 
individuos por temperatura  (N=25 adultos y N= 25 juveniles). 
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Cromatogramas representativos obtenidos mediante TLC-FID (sección 2.10) se muestran en 
Figura 5.4. para lípidos polares y Figura 5.5. para neutros. 

Por un lado, en el DI solo se hallaron diferencias significativas entre las temperaturas en juveniles: 
EE (p = 0,0176) aumentó de 1,47% para el grupo de 1 °C, a 25,93% para el de 35 °C; y TAG (p = 0,0120) 
disminuyó a un porcentaje del 28,90% a 35 °C con respecto a los 87,91% y 75,7% observados a 1 y 10 
°C respectivamente.  

Por otro lado, en el TM, se hallaron diferencias solo en el COL y para adultos (p = 0,0051) 
observándose mayor proporción a 1 °C (9,5%) que a 4 (2,2%) y 35 °C (1,3%). Para los TAG se hallaron 
en juveniles (p = 0,001) diferencias entre 10 °C (4,8%) y el resto de las temperaturas (por debajo del 
2%). Para PE, en adultos se constataron diferencias (p = 0,006) entre 1 °C (29,9%), 10 (14,0%) y 35 °C 
(17,5%). En juveniles, la proporción de PE (p = 0,001) se mostró significativamente más baja a 10 °C 
(10,5%) que a 25 (35,4%) y 35 °C (41,6%). El último lípido para el que se encontraron diferencias 

Figura 5.4. Cromatograma representativo (señal de mV 
en función del tiempo (min)) correspondiente al análisis 
cromatográfico usando un sistema de solventes para la 
resolución de lípidos polares (sección 2.10). Picos 
corresponden a:  1. PC, 2. PE y 3. SM. 
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significativas fue PC, en adultos (p = 0,0376) fue más bajo a 1 °C (40,8%) que a 4 (70,8%), 25 (74,5%) 
y 35 °C (70,1%); y en juveniles la proporción fue mayor a 4 °C (17,5%) que a 25 (5,6%) y 35 °C (7,2%). 

 

Figura 5.5. Cromatograma representativo correspondiente a 
sistema de solventes para resolución de lípidos neutros. Picos 
corresponden a: 1. TAG, 2. AGL y 3. COL. 
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5.2.2. Efecto de la aclimatación en composición de ácidos 
grasos 
Se analizaron las composiciones relativas de AGs a partir de los extractos lipídicos de adultos y 

juveniles de P. pythagoricus aclimatados durante 20 días a 1, 4, 25 y 35 °C.  

Los resultados para los modelos lineales para la composición de AGs bajo paradigma de Aitchison 
(1986) se muestran en Tablas 5.3 para adultos (A) y juveniles (B). Del mismo modo que para las 
proporciones lipídicas, para ambos modelos, las pendientes de las variables explicativas 
correspondientes a “tejido” y “temperatura” son significativas, lo que implica ambos predictores 
influyen en la composición de AGs. Los resultados de las comparaciones estadísticas para cada AG 
se detallan en las Tablas 5.4-A y B.  

 

Tabla 5.3 Tablas ANOVA para los modelos lineales múltiples de composición de ácidos 
grasos. A. Adultos. B. Juveniles. Referencias: F: valor de estadístico. GL: grados de libertad 
de coeficiente. GLnum: grados de libertad del modelo. GLden grados de libertad del error. p-
valor: α= 0,05. 

A. Coeficiente GL F GLnum GLden p-valor 
 (Ordenada) 1 1216,86 10 20 1,41e-25 

 Temperatura 1 22,82 10 20 8,54e-09 

 Tejido 3 2,02 30 66 8,96e-03 

 Residuos 29     

 

   B. Coeficiente GL F GL1 GL2 p-valor 
 (Ordenada) 1 511,46 10 21 9,65e-23 

 Temperatura 1 23,51 10 21 3,38e-09 

 Tejido 3 3,12 30 69 5,02e-05 

 Residuos 30     
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 Tabla 5.4-A. Resultados para AGs por temperatura de aclimatación en DI de P. pythagoricus. En los 
casos correspondientes, las letras indican los grupos estadísticamente significativos para las 
comparaciones entre temperaturas. Se emplearon 5 individuos por temperatura  (N=20 adultos y N= 
20 juveniles). 
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Tabla 5.4-B. Resultados para AG por temperatura de aclimatación en TM P. pythagoricus. En los 
casos correspondientes, las letras indican los grupos estadísticamente significativos para las 
comparaciones entre temperaturas. Se emplearon 5 individuos por temperatura  (N=20 adultos y 
N= 20 juveniles). 

 



79 
 

En la Figura 5.6. se muestra un cromatograma representativo de GC-FID. 

En la Figura 5.7.I. se detallan los porcentajes promedio de AGs del DI, y en la Figura 5.7-II. de TM, 
para adultos (A) y juveniles (B).  

En general se observó en DI que los AGs insaturados disminuyen a mayores temperaturas. Para 
los juveniles, ese fue el caso del 16:1 cuando se compara a 4 ºC con 25 ºC y 35 ºC, del 18:1 entre 25 
ºC y 35 ºC y el 18:2 entre 1 ºC y 25 ºC. Contrariamente se observa un concomitante aumento en AGs 
saturados 17:0 y 20:0 entre 1 y 4 ºC comparado con 35 ºC. En el DI de adultos se observó un cambio 
significativo en el 20:0 cuando se compara 1 ºC con 25 ºC. 

Para el caso de TM los cambios con la temperatura son menores, con una disminución en juveniles 
del 16:1 entre 4 ºC comparando con 25 y 35 ºC, y un aumento del 20:4 a 1 y 4 ºC comparado con 25 
ºC. 

 

Figura 5.6. Cromatograma GC-FID representativo para AGs de P. pythagoricus derivatizados 
a ésteres metílicos. Referencias picos numerados AG: 1. 14:0, 2. 16:0, 3. 16:1n7, 4. 17:0, 5. 
18:0, 6. 18:1 n9cyt, 7. 18:2n6t, 8. 18:3n3, 9. 20:0, 10. 20:4n6, 11. 20:5n3. 
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I. 

II. 

Figura 5.7. Composición de ácidos grasos en relación a la temperatura de 

aclimatación, en I. DI (arriba) y II. TM (Abajo); para A. adultos y B. Juveniles. Se 
emplearon 5 individuos por temperatura  (N=20 adultos y N= 20 juveniles). 
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5.3. Discusión 

Luego de la aclimatación, el contenido lipídico total de ambos modelos de P. pythagoricus no se 
vio afectado. Existen observaciones similares para los insectos Gromphadorhina coquereliana 
(Chowanski et al. 2015) y Cymbalophora púdica (Kostal & Simek 1998), y en vertebrados para 
Oncorhynchus mykiss (Ingemansson et al. 1993). 

Los perfiles lipídicos obtenidos para el TM de adultos se asemejaron a los descriptos para este 
modelo en trabajos previos (Romero et al. 2018). Sin embargo, para los juveniles, se registró una 
inesperada abundancia de TAG a todas las temperaturas de aclimatación (Figura 5.3.II.). Las etapas 
inmaduras pueden ser más activas (Downer & Matthews 1976) algo registrado para P. pythagoricus 
por Romero et al (2022), sobre todo en la etapa de dispersión. Estas reservas de TAG en juveniles 
podrían estar cumpliendo la función de suplir esa demanda energética propia de los estadios 
inmaduros. Los animales con estilos de vida activos y la asidua locomoción que se da en los períodos 
de dispersión, suele conllevar un incremento en la producción de energía a través de modificaciones 
en los tejidos, fenómeno descripto también para insectos, peces, anfibios y mamíferos (Swallow et 
al. 1998, Hayes & O'Connor 1999, Harrison & Roberts 2000, Gomes et al. 2004, Pang et al. 2020, 
Treidel et al. 2022). 

La mayor parte de las arañas son predadoras “sit and wait” (Schmitz et al. 2017). Este método de 
caza implica sorprender a la presa con movimientos rápidos y en un breve lapso de tiempo. La 
demanda energética de esta estrategia es suplida principalmente por las reservas musculares de 
glucógeno y fosfágenos (Prestwich 1988, Paul 1990, Eschrich & Paul 1991). En el caso de P. 
pythagoricus, una importante fuente de ATP es la arginina fosfato (análoga a la creatina fosfato de 
vertebrados (Brown et al. 2004)) sintetizada por la enzima arginino kinasa (AK) descripta 
anteriormente por Laino y colaboradores (2017). Esta enzima que se encuentra principalmente en el 
TM es un importante componente del metabolismo anaeróbico permitiendo la disponibilidad de ATP 
en momentos de actividad intensa. Sin embargo, durante el período de recuperación, la energía 
necesaria para reponer las reservas musculares se obtiene principalmente de la oxidación de lípidos 
(Paul 1990) colocando a estas moléculas en un importante foco de estudio. 

Es reconocido que varios invertebrados han perdido la capacidad de sintetizar esteroles (Hobson 
1935, Clayton 1964, Carvalho et al. 2010) entre ellos, los artrópodos (Zandee 1966). A las arañas, al 
igual que los insectos, se las considera auxótrofas para los esteroles, porque al no poder sintetizar 
este grupo de moléculas, deben adquirirlas de la dieta y asegurar su homeostasis. Respecto a las 
diferencias en la composición de esteroles, Rasheed y colaboradores (2020) observaron en 
embriones de insectos que más de la mitad se encuentran almacenados como EE y que a medida que 
el organismo crece, disminuye la cantidad de EE y aumenta la cantidad de COL formando parte de las 
membranas (Jing & Behmer 2020). Esto es similar a lo que observamos en los organismos juveniles 
de P. pythagoricus donde la mayor parte de los esteroles se encuentran esterificados. 

Se constató un efecto de la temperatura de aclimatación sobre la composición lipídica de P. 
pythagoricus, dependiente del modelo (adultos/juvenil) y el tejido considerado. Los juveniles 
presentaron una disminución de la proporción de TAG en DI inversamente proporcional a la 
temperatura de aclimatación. Garcia y colaboradores (2021) también observaron un efecto similar de 
la aclimatación en hembras y juveniles de dos especies de escorpiones del género Urophonius, sin 
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embargo, en ese caso los autores suponen que los TAG fueron empleados para biosíntesis de lípidos 
estructurales. La temperatura puede afectar el comportamiento de los ectotermos (Sevacherian & 
Lowrie 1972, DeVito & Formanowicz 2003), y el hábito activo de los juveniles de P. pythagoricus, el 
cual podría acrecentarse a temperaturas altas (Gillooly et al. 2001, Panchuk et al. 2023). Esto, en 
combinación con un elevado gasto metabólico invertido en el propio desarrollo post-embrionario 
(Lee & Roh 2010) explicaría el consumo de TAG dependiente de la temperatura (teniendo en cuenta 
además que los animales no fueron alimentados durante los días que duró la aclimatación, sección 
2.12.3). En Romero y colaboradores (2022), se observó un descenso en la concentración de TAG al 
comparar estadios inmaduros previos a la dispersión y juveniles móviles, evidenciando un consumo 
probablemente relacionado a la locomoción. Un fenómeno similar también se ha registrado en otras 
arañas como P. saltans. Los juveniles de esta especie aumentan el consumo de TAG al comienzo de 
su etapa de dispersión, disminuyendo el contenido de este lípido (Laino et al. 2020). 

El aumento de EE en relación con la temperatura observado en DI de juveniles es difícil de explicar 
por la falta de información reportada en relación con el tema en arañas. Es claro que el estrés por 
temperatura altera el equilibrio entre el almacenamiento, el transporte y la utilización del COL. En 
este modelo, es probable que se altere la acción de enzimas vinculadas a su metabolismo, como 
podría ser la esterol O-aciltransferasa (“ACAT”) descripta para insectos (Macauley et al. 1986, Jing & 
Behmer 2020). Por otro lado, hasta la actualidad no existen registro de como circulan los EE en 
arañas, pero sí se ha caracterizado una destacable función de las VHDL de P. pythagoricus en la 
captación del COL libre (Cunningham et al. 1999). 

Si bien numerosos trabajos en vertebrados, y otros invertebrados, correlacionan un aumento en la 
cantidad de COL con la aclimatación al calor debido a su efecto estabilizante en membranas fluidas 
(Hazel & Williams 1990, Crockett 1998, Gracia et al. 2010, Najafinobar et al. 2016), existen muy pocos 
trabajos que estudien la función del COL en membranas aclimatadas al frio. La plasticidad térmica 
de los organismos permite variar la composición lipídica de las membranas para poder regular la 
interacción de sus componentes, lo cual adquiere más importancia en los ectotermos (Logue et al. 
2000, Snyder & Hennessey 2003, Koštál et al. 2013) como lo son las arañas. A bajas temperaturas el 
COL aumenta la fluidez en la fase gel (Cheng et al. 2022) y permite que la membrana no se rompa y 
pierda sus numerosas funciones (Miao et al. 2002, Waheed et al. 2012). El aumento observado de la 
cantidad de COL en células aclimatadas a bajas temperaturas también fue observado en células de 
una línea celular de ovario de hámster chino (células “CHO”) (Purdy et al. 2005).  

Como se mencionó anteriormente, las arañas son animales COL dieta-dependiente, con lo cual la 
HVA probablemente no pueda depender en gran medida del COL, sino además de otros lípidos. En 
varios artrópodos se observó que existe una variación en la proporción de determinados fosfolípidos 
para mantener la fluidez de sus membranas, como es el caso de la PE (Seu et al. 2006, Dawaliby et 
al. 2016, de Mendoza & Pilon 2019, Trenti et al. 2022). Si bien en el TM de juveniles de P. pythagoricus 
se observó un cambio similar con un aumento significativo de PE y una concomitante disminución de 
PC, no es posible afirmar con seguridad que esté operando un efecto semejante, porque en adultos 
la temperatura generó un cambio contrario. Nuevos experimentos son necesarios para poder 
estudiar la naturaleza de esas variaciones. 

Los juveniles de P. pythagoricus poseen mayores reservas de TAG en TM, y muestran mayor 
proporción de EE, posiblemente debido a los hábitos más activos y requerimientos del desarrollo en 
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comparación a estadios adultos. La aclimatación prolongada influye en la proporción lipídica del DI 
de juveniles induciendo un consumo de TAG con fines energéticos. El COL podría estar teniendo un 
rol fluidificante en las membranas del TM de juveniles.  

Los datos actuales sugieren que efectivamente ocurre la desaturación de los AGs en las arañas 
aclimatadas al frio, dando como resultado un aumento de los 18:1 y 18:2n-6. Es claro que una de las 
principales estrategias empleadas por los organismos para adaptarse al frio es el incremento de las 
insaturaciones de los AGs (van Dooremalen & Ellers 2010, Teets & Denlinger 2013). Por otro lado, y en 
línea con dicha estrategia, la disminución de AGs saturados (17:0 y 20:0) colabora con la reducción 
de las interacciones de las cadenas hidrocarbonadas relacionada al mayor ordenamiento de la 
membrana a bajas temperaturas (Hazel & Williams 1990, Hazel 1995). El aumento de la proporción 
de AGs poliinsaturados, principalmente 18:2n-6, concomitante con el menor porcentaje de AGs 
saturados, también se ha verificado para varias especies de insectos sometidos a aclimatación a 
bajas temperaturas (Kostal & Simek 1998, Koštál et al. 2003, Overgaard et al. 2006, Overgaard et al. 
2008, Rozsypal et al. 2014).  

Mantener la adecuada fluidez de las membranas no solo asegura su correcto funcionamiento, sino 
que además mantiene los lípidos de almacenamientos asequibles para ser metabolizados (Joanisse 
& Storey 1996a), este probablemente sea el caso de los cambios en los AGs de los lípidos de los DI 
(Ohtsu et al. 1993).  

Se encuentra muy bien descripto en la bibliografía que mayor cantidad de insaturaciones en los 
AGs de las membranas generan menor temperatura de fusión resultando en una mayor fluidez. En los 
resultados de esta sección se observa una aparente contradicción al respecto en los adultos: un 
aumento del 20:4n-6 cuando se aclimatan a 25 °C. Existen algunos precedentes para otros 
artrópodos de cambios similares en las proporciones de AGs poliinsaturados bajo aclimatación a 
altas temperaturas, como para el colémbolo Orchesella cincta (van Dooremalen & Ellers 2010, Van 
Dooremalen et al. 2011) y el heteróptero Pyrrhocoris apterus (Hodková et al. 1999). La hipótesis de 
HVA para el efecto de las insaturaciones sobre la fluidez parece cumplirse para los AGs de 1 y 2 
insaturaciones. La magnitud del efecto fluidificante de los AGs insaturados podría ser comparable 
más allá del número de dobles enlaces que posean (De Santis et al. 2018). De hecho, membranas 
ricas en fosfolípidos con 16:0/16:1 o 16:0/22:6 poseen similar temperatura de fusión (-12 vs -10 °C, 
respectivamente) (Coolbear et al. 1983, Stubbs & Smith 1984). Por otro lado, el 20:4 no es un AG que 
posea solo una función estructural ya que se encuentra relacionado directamente con la síntesis de 
prostaglandinas (Stanley-Samuelson & Loher 1986). Estas juegan un importante rol en invertebrados, 
en varios procesos fisiológicos (Stanley-Samuelson & Loher 1986), incluida la síntesis de hormonas 
sexuales (Coman et al. 2011, Swetha et al. 2020).  

Podemos concluir que en P. pythagoricus la aclimatación a diferentes temperaturas puede 
relacionarse a variaciones en los porcentajes de AGs, nunca descriptas para arañas. Estas son, en 
algunos casos, específicas de cada órgano y en otras de su estado ontogenético. La falta de 
información sobre este tema en otras especies no nos permite extrapolar estos patrones a otros taxa, 
pero si brindar los primeros datos en relación al tema en un grupo tan abundante y diverso como son 
las arañas.
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6. Aclimatación térmica y exposición a 
clorpirifos 
6.1. Introducción 
En el ambiente natural, los organismos deben afrontar simultáneamente numerosos factores de 

estrés bióticos y abióticos, tanto de origen natural como antropogénico. Con la creciente 
preocupación respecto al aumento de las temperaturas globales, cobra relevancia conocer los 
efectos de la aclimatación prolongada a extremos de temperatura y su interacción con otros factores 
producto de la injerencia humana en el ecosistema (Todgham & Stillman 2013), destacándose entre 
estos los plaguicidas (Mao et al. 2019a, Stahlschmidt et al. 2022). Es posible que algunas especies 
puedan tolerar el estrés debido a temperaturas extremas, pero esta capacidad puede tener 
implicancias fisiológicas que condicionen la respuesta a otras fuentes de estrés, como son los 
xenobióticos (Kaunisto et al. 2016) o viceversa. Por lo tanto, para poder comprender el riesgo al que 
se someten los organismos potencialmente vulnerables, es imperativo avanzar en el conocimiento 
sobre como enfrentan estos a la exposición a más de un estresor simultáneamente (Holmstrup et al. 
2010, Laskowski et al. 2010). 

Existen estudios realizados sobre arañas donde se describe la interacción entre estresores 
químicos, metales pesados e insecticidas. Por ejemplo, Babczyńska & Migula (2002) no encontraron 
interacción entre exposición oral al cadmio y tópica al insecticida fenitrotión sobre la araña lobo P. 
lugubris.  

La variable de la temperatura es considerada también en escasos trabajos. Everts y colaboradores 
(1991) descubrieron que Oedothorax apicatus (Linyphiidae) es más sensible al piretroide 
deltametrina bajo estrés por temperatura y baja humedad. Wilczek (2005) estudió el estrés térmico 
agudo y exposición tópica al organofosforado dimetoato sobre A. labyrinthica y P. lugubris 
(provenientes de áreas contaminadas con metales pesados) comprobando mayor nivel de apoptosis 
en los tratamientos que combinaron las dos fuentes de estrés. Michalko y Kosulic (2016) 
determinaron que la letalidad del piretroide lambda cialotrina para una comunidad de especies de 
Philodromus se relaciona directamente con la temperatura de exposición; y vieron que el efecto 
negativo sobre la capacidad predatoria es mayor a temperaturas bajas. 

Se plantea estudiar cómo es afectado el sistema antioxidante y las ROS totales por la combinación 
de un estresor natural como la temperatura, tanto bajas y altas, con un estresor antropogénico como 
el CPF. Para ello se realizó la aclimatación de P. pythagoricus adultas a 1 y 35 °C y posterior inmediata 
exposición a CPF. A su vez, se evalúa el efecto de la aclimatación sobre la concentración tisular de 
dos crioprotectores. Las hipótesis de trabajo correspondientes fueron: 

• En DI de P. pythagoricus la aclimatación interactúa con la exposición al CPF para afectar la 
actividad de las enzimas del sistema antioxidante, AChE y la concentración de ROS total. 

• En DI de P. pythagoricus la aclimatación y la exposición al CPF inducen cambios en la actividad 
de las enzimas del sistema antioxidante, actividad de AChE y concentración de ROS total. 

• En DI de P. pythagoricus la aclimatación a 1 °C eleva las concentraciones de Gli y Glu.  
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6.2. Resultados 

6.2.1. Estrés conjunto sobre sistema antioxidante enzimático 
Adultos de P. pythagoricus aclimatados durante 20 días a 1, 25 y 35 °C fueron a su vez expuestos 

a la dosis de campo de CPF durante 24 h (sección 2.12.4). No se registró mortalidad durante el 
ensayo. La actividad de las enzimas del sistema antioxidante y AChE se presentan en las Figuras 6.1. 
y 6.2. Para evaluar el efecto conjunto de la aclimatación térmica y la exposición a insecticida sobre 
cada medida de actividad enzimática, se aplicó ANOVA de dos vías (TW-ANOVA) con la temperatura 
de aclimatación y tratamiento de CPF como factores. Se incluyó término de interacción entre factores 
en todos los modelos. Se aplicó la prueba post hoc “tasa de descubrimiento falso” (FDR) cuando se 
evidenciaron efectos significativos. Para lograr el cumplimiento de los supuestos de normalidad y 
homogeneidad de varianzas, se aplicaron transformaciones de la variable respuesta (sección 2.13). 

No se hallaron diferencias significativas en la actividad de AChE entre temperaturas de 
aclimatación ni entre tratamientos. Sin embargo, se evidenció una interacción entre la aclimatación 
y la exposición a CPF (F = 5,43; p = 0,0179). Esta se puede apreciar en la Figura 6.1-A. donde se 
observa a 25 y 35 °C una tendencia a valores más bajos para el grupo tratado con respecto al control, 
en cambio, a 1 °C se observó una relación inversa.  

La actividad de CAT no presentó diferencias significativas debidas a la exposición a CPF, pero si a 
causa de la aclimatación (F = 11,76, p = 0,000541). Tampoco fue significativa la interacción entre 
aclimatación y exposición a insecticida. Los grupos significativamente distintos se señalan con letras 
en la Figura 6.1-B. La actividad para el control a 35 °C fue significativamente más alta que las del 
control y el tratado con CPF a 25 °C, y el tratado a 1 °C. El tratado con CPF a 35 °C tuvo una actividad 
significativamente más alta que el tratado a 1 °C. 
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Para SOD se probó un cambio significativo en la actividad debido tanto a la aclimatación a 
temperatura (F = 33,693; p = 4,46E-06) como al tratamiento con CPF (F = 16,308; p = 0,00122), sin 
interacción entre ambas variables. En la Figura 6.1-C. se muestran los grupos estadísticamente 
significativos. Se observó que, si bien control y tratado para aclimatación a 25 °C no tuvieron valores 
distintos entre sí, resultaron con actividades más bajas que controles y tratados a temperaturas más 
bajas y altas por igual. Los tratados con CPF registraron actividades más altas que sus respectivos 
controles, tanto a 1 como a 35 °C. Las actividades de los tratados a 1 y 35 °C fueron estadísticamente 
distintas. 

Figura 6.1. Actividad enzimática en adultos de P. pythagoricus 
Aclimatadas a tres temperaturas y expuestas a dosis de campo de 
clorpirifos (CPF). A. Acetilcolinesterasa (AChE), B. Catalasa (CAT), C. 
Superóxido dismutasa (SOD). Se emplearon 4 individuos por 
tratamiento (N=24). Medias señaladas con “X”. Las Letras indican 
grupos estadísticamente diferentes. 
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La actividad de GST varió significativamente solo en relación con la temperatura de aclimatación 
(F = 5,471; p= 0,0139) y no se registró interacción entre variables. En la Figura 6.2-A. se muestran los 
grupos estadísticamente distintos. La actividad del control a 1 °C fue significativamente más baja que 
el control a 25 °C. 

Se encontró un efecto significativo para la variable temperatura en los modelos TW-ANOVA para 
GR (F = 5,498; p= 0,0137) y GPx (F = 4,635; p = 0,0238) sin embargo, en ambos casos, la prueba post 
hoc no fue capaz de hallar contrates significativos entre ningún grupo (Figura 6.2-B. y C.). 

 

Figura 6.2. Actividad enzimática en 
adultos de P. pythagoricus aclimatadas a 
tres temperaturas y expuestas a dosis de 
campo de CPF. A. Glutatión-S-transferasa 
(GST)., B. Glutatión reductasa (GR), C. 
Glutatión peroxidasa (GPx).  Se emplearon 
4 individuos por tratamiento (N=24). 
Medias señaladas con “X”. Las Letras 
indican grupos estadísticamente 
diferentes. 
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6.2.2. Estrés conjunto sobre especies reactivas del oxígeno 
Al término del periodo de aclimatación y/o exposición de los adultos de P. pythagoricus, de manera 

inmediata luego de la eutanasia, se extrajeron células vivas de DI y se emplearon para la 
cuantificación de ROS por citometría de flujo. Los valores medios de intensidad de fluorescencia de 
DCF-DA (IF DCF-DA) obtenidos se representan en la Figura 6.3. No se hallaron efectos significativos 
para temperatura de exposición ni tratamiento con CPF, ni interacción entre ambos. Los valores 
medios para todos los grupos abarcaron entre 185,8 y 45,6 IF DCF-DA.  

 

Los valores promedio de proteína total por temperatura de aclimatación y tratamiento con CPF, y 
de Gli y Glu por temperatura de aclimatación se representan en la Figura 6.4., A., B. y C. 
respectivamente. No se halló efecto significativo para la aclimatación ni la exposición sobre las 
proteínas totales, ni una interacción significativa entre ambos factores. Los valores promedios de Gli 
y Glu no variaron significativamente entre temperaturas. Sin embargo, el promedio de Glu a 25 °C 
(7,52 µg Glu/mg de peso húmedo) fue aproximadamente 4 veces mayor a los de 1 y 35 °C (1,77 y 1,76 
µg Glu/mg de peso húmedo, respectivamente). 

 

Figura 6.3. Intensidad de fluorescencia de (IF DCF-DA) para control y 
tratamiento, por temperatura de aclimatación. Se emplearon 4 
individuos por tratamiento (N=24). Las “X” representan el promedio. 
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Figura 6.4. A. Proteína total por mg de peso húmedo, para cada 
temperatura de aclimatación y tratamiento con clorpirifos en divertículo 
intestinal . B. Glicerol (Gli) por g de peso húmedo, para cada temperatura 
de aclimatación en DI. C. Glucosa (Glu) por g de peso húmedo, para cada 
temperatura de aclimatación en DI. Se emplearon 4 individuos por 
tratamiento (N=24). Las “X” marcan el promedio. 
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6.3. Discusión 
Durante el ensayo de estrés por aclimatación y exposición a CPF en P. pythagoricus no se registró 

mortalidad. Tampoco se comprobó interacción entre factores (temperatura de aclimatación y 
exposición a CPF) para ninguna de las enzimas relacionadas al estrés oxidativo, ni contenido de ROS. 
Esto permite sugerir que la aclimatación prolongada (20 días) a diferentes temperaturas (1 y 35 °C) no 
implica un coste metabólico suficiente como para afectar la respuesta al estrés que supone la 
exposición al insecticida. Sin embargo, sí se halló evidencia de una interacción entre las variables 
estresoras sobre la enzima blanco de CPF, AChE. Se puede apreciar en la Figura 6.2. que la relación 
entre control y tratado a 25 y 35 °C es inversa a la observada a 1 °C. Es importante destacar que hasta 
la fecha no existen estudios en arácnidos que relacionen la actividad de AChE con la aclimatación a 
distintas temperaturas. Trabajos en otros artrópodos como el anfípodo Gammarus fossarum, 
hallaron un resultado similar al presentado aquí (Xuereb et al. 2009). En otro crustáceo, Aegla 
longirostri, sin embargo, se comprobó que la actividad de AChE es mayor luego de aclimatación a 
temperaturas más altas (Cerezer et al. 2020). Por otro lado, en el insecto Philosamia ricini se observó 
que la aclimatación a baja temperatura puede aumentar la actividad de AChE en cuerpo graso (Singh 
et al. 2013). En concordancia con esto último, en los ensayos de este capítulo se observó una 
tendencia comparable, ya que el grupo tratado con CPF a 1 °C fue el que registró la media más alta 
de actividad de AChE (51,224 mUAChE/mg de proteína), en contraste con los tratados a 25 y 35 °C 
para los que se obtuvieron valores 3 veces más bajos (14,468 y 14,212 mUAChE/mg de proteína 
respectivamente). En el quironómido Chironomus riparius, se ha encontrado que si bien variables 
como temperatura y concentración de insecticida interactúan entre sí, no poseen efectos 
estadísticamente significativos por separado sobre la actividad de AChE (Callaghan et al. 2002). 

Los dos estresores ensayados sobre P. pythagoricus demostraron no interactuar entre sí en este 
experimento en cuanto a la respuesta del sistema antioxidante. No obstante, la aclimatación sí indujo 
cambios en la actividad de CAT, SOD y GST. En un trabajo realizado por Zhao y colaboradores (2020b), 
en la araña Hylyphantes graminicola (Linyphiidae) se mostró que el shock de alta temperatura (40 °C) 
también induce a CAT y SOD (Zhao et al. 2020b). Para otros modelos de artrópodos a su vez se 
demostró el efecto del estrés térmico sobre la actividad enzimática antioxidante. La mosca 
Bactrocera dorsalis, al ser sometida a una aclimatación corta por debajo y sobre 27 °C mostró 
aumentos significativos de la actividad de SOD y CAT (Jia et al. 2011), así como distintas variedades 
de polilla de la seda Bombyx mori a temperaturas por encima de 25° C (Makwana et al. 2021). En otra 
mosca plaga, Zeugodacus tau, expuesta a varias temperaturas entre 25 y 40 °C se observó una gran 
variabilidad de respuestas en la actividad de SOD y CAT (Li et al. 2023). Por otro lado, empleando 
técnicas de biología molecular, se probó que varias isoformas de CAT son inducidas durante la 
aclimatación a altas temperaturas en el hemíptero Bemisia tabaci (Liang et al. 2023).  

En la sección 6.1 se comentaron trabajos previos que experimentaron en arañas con estrés 
químico y térmico. Es relevante recordar a Wilczek (2005) donde se estudió el efecto de la 
temperatura, exposición a organofosforado y metales pesados, sobre defensas bioquímicas y 
marcadores de daño celular, en las especies A. labyrinthica y P. lugubris, una especie de hábito móvil 
no-tejedor similar al de P. pythagoricus (cazadoras errantes). Solo para P. lugubris, considerando el 
grupo no afectado por metales pesados, se observó que el estrés térmico puede inducir a CAT con 
respecto al control, pero la exposición a dimetoato por sí misma no consigue este efecto. En cambio, 
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ambos estresores combinados inducen significativamente a CAT. SOD solo se ve inducida debido al 
shock térmico en P. lugubris no estresada por contaminantes metálicos. En el caso de nuestro 
modelo P. pythagoricus, en este experimento, tampoco se observó para CAT ni SOD un efecto de 
inducción debido únicamente a la exposición con CPF (Figura 6.1-B. y C. ver Controles 25 °C y 35 °C 
con respecto a sus respectivos tratados). La aclimatación a alta temperatura por sí misma condujo a 
mayores niveles de actividad de ambas enzimas (Figura 6.1-B. y 6.1-C.) al comparar los controles de 
25 °C y 35 °C, tanto para P. pythagoricus como en P. lugubris descripto por Wilczek (2005).  

Wilczek y colaboradores (2013) estudiando la interacción entre estrés por metales pesados, 
temperatura e insecticida, comprobó que la actividad de CAT en DI de hembras de X. nemoralis 
aumenta al exponerse a shock térmico, o bien a una combinación de este y exposición a dimetoato 
(para sitio de referencia no contaminado con metales) no obstante, no hallaron diferencias con el 
grupo expuesto solo a dimetoato. Este resultado coincide con lo observado en P. pythagoricus, donde 
control y tratado aclimatados a 25 °C no se diferenciaron estadísticamente, pero sí el control a 25 °C 
y tratado a 35 °C (comparable al estés conjunto ensayado por estos autores). La actividad de SOD en 
X. nemoralis no aumentó significativamente bajo exposición a dimetoato, ni estrés combinado por 
temperatura e insecticida, solo bajo estrés térmico, a diferencia de P. pythagoricus. Para las hembras 
de X. nemoralis, a su vez, estos mismos autores hallaron aumentos en la actividad de GST bajo 
exposición a dimetoato y GPx bajo estrés térmico, contrastando con los resultados obtenidos en el 
presente estudio. Es importante señalar que estas dos especies pertenecen a familias distintas, y el 
tipo de aclimatación realizado fue mucho más prolongado en nuestro experimento para P. 
pythagoricus. 

Para el caso de adultos de P. pythagoricus a diferencia de lo que se describió para otras arañas no 
se observaron cambios en la cantidad de proteínas o Gli cuando las arañas se aclimataron a bajas 
temperaturas. En la tarántula Euathlus condorito, bajo aclimatación a temperaturas inferiores a 0 °C, 
se ha verificado aumentos en de Gli en hemolinfa (Cubillos et al. 2018). Sin embargo, no hay 
precedentes de medidas realizadas sobre tejidos, como el DI, para este crioprotector en arañas 
aclimatadas. Las variaciones en la respuesta fisiológica de las diferentes especies de artrópodos 
frente a la aclimatación son extremadamente variables, no coincidiendo con lo reportado aquí en los 
pocos estudios de arañas en relación con la Glu, como Schizocosa stridulans (Potts et al. 2020) para 
la que se observaron aumentos de Glu y otros crioprotectores (incluyendo Gli) en los meses fríos del 
año.  
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7. Conclusiones 
A partir de los experimentos realizados para esta tesis doctoral se concluye que, P. pythagoricus 

como modelo biológico del orden Araneae, es afectada tanto por los estresores de origen 
antropogénico como por el estresor natural que se testeó. El insecticida organofosforado CPF es 
capaz de provocar en esta especie un efecto significativo a nivel comportamental, a nivel de las 
defensas antioxidantes enzimáticas y a nivel histológico. En relación con la aclimatación a diferentes 
temperaturas, se verifica un efecto sobre los porcentajes de grupos lipídicos y AGs. Por último, no se 
observa que las fuentes de estrés por aclimatación a distintas temperaturas, en combinación con 
exposición a CPF, interactúen ni sinérgica ni antagónicamente sobre el sistema antioxidante de P. 
pythagoricus. 

Las conclusiones específicas obtenidas se enumeran a continuación. 

 

Sobre el efecto de la exposición tópica a insecticidas en el sistema antioxidante y estrés oxidativo. 

❖ P. pythagoricus modifica su comportamiento exploratorio en presencia de superficies con CPF, 
sugiriendo que esta especie es capaz de reconocer y evitar este insecticida. 

❖ La epicutícula de P. pythagoricus muestra una composición rica en HC de cadena larga (C33-
C45), importantes para dificultar la absorción de insecticidas. 

❖ El insecticida organofosforado CPF es capaz de penetrar en el organismo de P. pythagoricus, 
aumentando la peroxidación lipídica a las 6 h y produciendo la inhibición de la AChE luego de 
las 24 h. 

❖ La dosis de campo de CPF induce un aumento de las actividades de SOD, CAT y GST a las 6 y 
24 h de exposición en P. pythagoricus. 

❖ La exposición tópica a la dosis de campo de CPF produce necrosis en DI luego de 24 y 48 h de 
exposición. 

❖ La dosis de campo ensayada de la ivermectina ABM no causa efectos significativos sobre AChE, 
CAT, ni produce peroxidación lipídica. 

 

Sobre el efecto en la composición lipídica de la aclimatación prolongada a diferentes 
temperaturas. 

❖ Los juveniles de P. pythagoricus independientemente de la temperatura de aclimatación, 
almacenan TAG en TM. 

❖ La aclimatación altera el porcentaje de PE y PC del TM, tanto en adultos como en juveniles de 
P. pythagoricus.  

❖ El COL aumenta a bajas temperaturas en DI de P. pythagoricus, probablemente para regular la 
fluidez de estructuras lipídicas. 

❖ Se observa una tendencia general en DI de juveniles y adultos, a la disminución del porcentaje 
de AGs insaturados 16:1, 18:1 y 18:2, a mayores temperaturas de aclimatación. 
Contrariamente, se observa un concomitante aumento en los AGs saturados 17:0 y 20:0. Por 
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su parte, en TM de juveniles se observa un descenso en el porcentaje de 16:1 con el aumento 
de la temperatura. 
 

Efecto combinado de aclimatación y exposición a CPF. 

❖ No se encontró interacción sinérgica ni antagónica entre la aclimatación a extremos de 
temperatura y exposición a CPF sobre la actividad del sistema antioxidante o concentración de 
ROS para P. pythagoricus. 

❖ La aclimatación a 1 y 35 °C aumenta la actividad de SOD en P. pythagoricus. 
❖ La aclimatación a 1 °C induce una disminución en la actividad de la enzima GST en P. 

pythagoricus y un aumento de la activad de CAT a 35 °C. 
❖ Se observó que la concentración de Gli y de Glu en DI de P. pythagoricus se mantiene constante 

en relación a las diferentes temperaturas de aclimatación. 
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