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Resumen

El uso de pesticidas en la agricultura plantea actualmente una preocupacion
significativa debido a los efectos adversos que muchos agroquimicos tienen sobre el medio
ambiente y la salud humana. En 2020, la Unién Europea prohibi6 el uso del fungicida de
amplio espectro Mancozeb (MZ) debido a evidencias de sus impactos negativos; sin embargo,
su mercado global contintia en expansion. En este contexto, el presente estudio se enfoco en
evaluar como el principio activo de MZ afecta la linea celular A549, partiendo de la hipotesis
de que posee efectos citotoxicos directamente proporcionales a su concentracion y que
induce dafio al ADN, genotoxicidad y estrés oxidativo. Se determino la curva de citotoxicidad
mediante el ensayo de MTT con la cual se estimé un CL50 = 45,87 + 1,14 pug/ml, y se
establecieron los parametros de NOAEL y LOAEL como 25 y 50 pg/ml, respectivamente, para
las concentraciones ensayadas a 24 horas de tratamiento. A partir de estos datos, se
definieron las concentraciones sub-citotoxicas para los ensayos posteriores. Al analizar el
indice de division nuclear se revelaron diferencias significativas a concentraciones 15 y 20
ug/ml, indicando que el MZ a estas concentraciones genera citostaticidad en las células A549
afectando su proliferacion. Adicionalmente se observo un leve aumento en la frecuencia de
micronuacleos a 10 pg/ml, aunque este aumento no fue significativo. El ensayo de cometas
mostré un aumento significativo del dano al ADN a 20 pg/ml, sugiriendo que el fungicida
afecta la integridad del ADN. Para evaluar si estos efectos estan mediados por estrés oxidativo,
se analizaron las actividades de las enzimas Catalasa (CAT), Superéxido dismutasa (SOD) y
Glutation S-transferasa (GST) y el contenido de glutation total mediante ensayos
espectrofotomeétricos. La actividad de CAT disminuy¢ significativamente a concentraciones de
10 y 15 pg/ml, mientras que la actividad de SOD se redujo en todas las concentraciones del
principio activo de MZ. Contrastando, la actividad de GST aumento significativamente a 20
ug/ml, acompanada de una disminucion del contenido de GSH en la misma concentracion.
Los resultados del presente estudio indican que el MZ ejerce un efecto citotoxico
dosis-dependiente sobre la linea celular A549, afectando su proliferacion a concentraciones
subletales. Si bien se detectd dano en el ADN, no se pudo confirmar si este es de naturaleza
genotoxica o citotoxica, ya que no se observd un aumento significativo en la formacion de
micronucleos. En las condiciones ensayadas no fue posible afirmar que la toxicidad del MZ
estd mediada via estrés oxidativo, pero tampoco se puede descartar. Se sugiere realizar
estudios adicionales para esclarecer el mecanismo de toxicidad del MZ sobre la linea A549
explorando diferentes tiempos de exposicion y menores concentraciones para poder
determinar el comportamiento de éstas enzimas antioxidantes. Estos resultados resaltan la
necesidad de profundizar en la evaluacion de los efectos del MZ, mejorar la evaluacion de
riesgos y promover practicas agricolas mas seguras para la salud humana y el medio ambiente.
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Title & Summary

Expression of biomarkers of genotoxicity, DNA damage, and oxidative stress in human lung
cells exposed in vitro to the fungicide mancozeb (active ingredient)

The use of pesticides in agriculture is currently a concern due to the negative effects that
many agrochemicals have on the environment and human health. In 2020, the European
Union banned the use of the broad-spectrum fungicide Mancozeb (MZ) due to evidence of its
harmful impacts; however, its global market continues to grow. In this context, the present
study focused on evaluating how the active ingredient of MZ affects the A549 cell line, based
on the hypothesis that it has cytotoxic effects directly proportional to its concentration and
induces DNA damage, genotoxicity, and oxidative stress. The cytotoxicity curve was
determined using the MTT assay, estimating a LC50 =45.87 + 1.14 ug /ml, with the NOAEL and
LOAEL parameters set at 25 and 50 pg/ml, respectively, for the studied concentrations after
24 hours of exposure. Based on these values, sub-cytotoxic concentrations were established
for subsequent assays. The analysis of the nuclear division index revealed significant
differences at concentrations of 15 and 20 pug/ml, indicating that MZ at these concentrations
causes cytostaticity in A549 cells, affecting their proliferation. Additionally a slight increase in
micronucleus frequency was observed at 10 pug/ml, but it was non significant. The comet
assay showed a significant increase in DNA damage at 20 pg/ml, suggesting that the fungicide
compromises DNA integrity. To assess whether these effects were mediated by oxidative
stress, the activities of the Catalase (CAT), Superoxide dismutase (SOD), and Glutathione
S-transferase (GST) enzymes, along with total glutathione content, were analyzed using
spectrophotometric assays. CAT activity significantly decreased at concentrations of 10 and 15
ug/ml, while SOD activity was reduced at all concentrations of MZ. In contrast, GST activity
increased significantly at 20 ug/ml, accompanied by a significant decrease in GSH content at
the same concentration. The results of this study indicate that MZ exerts a dose-dependent
cytotoxic effect on the A549 cell line, affecting cell proliferation at sublethal concentrations.
Although DNA damage was detected, it could not be confirmed whether this damage is
genotoxic or cytotoxic in nature, as no significant increase in micronucleus formation was
observed. Under the conditions tested, it was not possible to assert that MZ toxicity is
mediated via oxidative stress, but it also shouldn't be ruled out. Additional studies are
recommended to clarify the mechanism of MZ toxicity on the A549 cell line testing lower
concentrations and exposure times to better determine the behavior of these enzymes. These
findings highlight the need to further evaluate the effects of MZ, improve risk assessments,
and promote safer agricultural practices for human health and the environment.



Tesis de Licenciatura - Bonzon FCEyN - UBA

Introduccion

Uso de agroquimicos

Ante el rapido crecimiento poblacional en el siglo XX, se desarrollaron diversas
estrategias para incrementar la produccion de alimentos. Entre ellas, destaco el uso de
compuestos quimicos en la agricultura, destinados a reducir las enfermedades de los cultivos
y optimizar su rendimiento. Hoy en dia, alrededor de un tercio de los productos alimenticios
depende del uso de pesticidas, y esta cifra aumenta afio tras afio debido al cambio climatico.
Aunque la manufacturacion e implementacion de los diferentes agroquimicos fue crucial para
satisfacer la demanda alimentaria y ha traido grandes beneficios, su aplicacion a gran escala
impacta negativamente sobre el medio ambiente al filtrarse en distintos compartimentos
como el agua, el aire y la tierra (Tudi, M. et al, 2021). Este fenomeno afecta a una variedad de
organismos, incluidos animales y seres humanos. La exposicion humana a estos quimicos
ocurre principalmente a través del consumo diario de alimentos y agua, aunque quienes
enfrentan el mayor riesgo son los trabajadores rurales que manipulan estos pesticidas
directamente (Damalas & Eleftherohorinos, 2011). En un estudio reciente llevado a cabo en
poblaciones de 8 pueblos rurales de Argentina revel6 una mayor incidencia de cancer en
aquellos que viven en proximidad a las aplicaciones de pesticidas (Verzenassi et al, 2023).

En la mayoria de los paises se determina un nivel maximo de residuos presentes en el
agua de consumo humano, pero especificamente en Argentina la lista de pesticidas medidos
para la determinacion de calidad de agua definida por la Ley 18284 (Capitulo XII) se encuentra
desactualizada. En un estudio realizado en el presente afo (Aparicio & De Geronimo, 2024) se
encontraron restos de muchos pesticidas de uso actual en el agua potable no tenidos en
cuenta por el ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica), y la concentracion individual de pesticidas en el 8.7% y 17.6% de las muestras
tomadas de fuentes publicas y privadas, respectivamente, superaban el limite maximo de
concentracion definido por la Union Europea para pesticidas (0,1 ug/1). Teniendo todo esto en
cuenta, parece crucial reevaluar las medidas de seguridad y asegurar que los pesticidas
utilizados en las zonas rurales del pais y sus concentraciones de uso sean seguros.

Mancozeb

El mancozeb (MZ) es un fungicida agricola de amplio espectro que se encuentra en el
mercado desde 1948 (EPA, 2005) y a partir de entonces su aplicacion se realizo de manera
extensiva. El MZ pertenece a la familia de fungicidas etileno-bis-ditiocarbamatos (EBDC) y se
encuentra acomplejado con manganeso y zinc (Figura 1). Funciona como un agente fungicida
al inactivar grupos sulfhidrilo de los aminoacidos de enzimas mitocondriales fangicas
afectando el metabolismo de lipidos, respiracion y produccion de ATP. Como su mecanismo
de accion se basa en la inactivacion de enzimas, no es irrazonable pensar que este compuesto
podria afectar a células de otros organismos (Roede & Miller, 2014).
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Figura 1 - Estructura quimica del principio activo de MZ.

El MZ ha sido identificado como un potente carcinégeno en animales de laboratorio
(Belpoggi et al., 2002; Cecconi et al., 2007), con evidencia de algunos efectos genotoxicos
(Cecconi et al., 2007). Esto podria estar relacionado con la formacion de su metabolito, el
etilenbisditiocarbamato o EBDC, que puede biotransformarse en etilentiourea, una sustancia
con propiedades carcinogénicas, teratogénicas y antitiroideas (Dearfield, 1994). En humanos,
se ha reportado una asociacion moderada entre la exposicion al MZ y defectos en el tubo
neural, aunque no se observo un aumento en la incidencia de cancer de tiroides, como ocurrié
en estudios con ratas (Nordby et al., 2005).

Estudios in vitro también han demostrado que el MZ provoca efectos téxicos en células
hepaticas, induciendo muerte celular (Pirozzi et al., 2016). En células de colon humanas, se ha
observado que induce apoptosis a bajas concentraciones y disminuye la actividad de los
complejos 1, III, IV y V de la cadena respiratoria (Dhaneshwar & Hardej, 2021). Se ha observado
que la exposicion a MZ disminuye la fertilidad en ratones hembra (Liu et al, 2017) y podria
llegar a afectar el sistema reproductivo femenino (Cecconi et al., 2007; Baligar & Kaliwal, 2001,
Rossi et al, 2006). Estos efectos podrian atribuirse a la apoptosis mediada por la generacion de
especies de oxigeno (Hoffman & Hardej, 2012; Kumar et al, 2019;
Mohammadi-Sardoo et al, 2018) o al danio en el ADN, como se ha documentado en varios
estudios in vitro e in vivo (Calviello et al., 2006; Paz-Trejo & Goémez-Arroyo, 2017; Goldoni et
al., 2014).

reactivas

La concentracion de aplicacion de este compuesto (formulacion MZ 80%) varia segin
el cultivo, siendo la mas alta de 4 kg/Ha en arroz (Farm Chemicals S.A., s.f.). Los residuos de
MZ detectados en frutas y hortalizas sugieren que la poblacion podria estar cronicamente
expuesta. Por ello, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimo6 un rango de exposicion
de 0,01-1 pg/kg/dia (WHO, 1988) debido a su capacidad de inducir cancer de tiroides y
hepatico en roedores, clasificindolo en el grupo 3 de sustancias quimicas segun la IARC
(2001).

Todos estos antecedentes llevaron a la suspension del uso del MZ en los paises de la
Union Europea (Official Journal of the European Union, 2020). Igualmente, en 2022 el mercado
global de mancozeb alcanz6 un valor de 1148,81 millones de dolares, y se espera que contintie
creciendo de manera sostenida durante los proximos anos, con un incremento promedio
anual del 4.4%. (The Insight Partners, 2023)., Considerando que se sigue utilizando en el
ambito agricola en muchos paises, incluyendo Argentina, y que su mercado se encuentra en
constante crecimiento, es prudente estudiar los efectos negativos que puede tener este
pesticida sobre la salud humana.
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Estrés oxidativo

El oxigeno, compuesto esencial para la vida en la Tierra, desempefa un papel clave en
la respiracion celular y en diversas funciones metabodlicas. Sin embargo, su presencia también
puede desencadenar procesos que amenazan la integridad celular y la salud humana. Esto
ocurre por la formacion y activacion de compuestos llamados especies reactivas de oxigeno
(ERO), que son altamente reactivas y tienden a oxidar otros compuestos. Muchos son radicales
libres, los cuales son inestables al tener electrones desapareados. Las formas principales de
ERO presentes en las células son el peroxido de hidrogeno (H,0,), el anion superoxido (O,7) y
los radicales hidroxilo (-OH) (Ong & Logue, 2023). El origen de estos compuestos puede ser
fisiologico, principalmente por la actividad mitocondrial, peroxisomal y del reticulo
endoplasmatico, y tienen entre sus funciones la sefializacion celular y defensa contra
microorganismos. Sin embargo, también pueden producirse debido a factores exdgenos como
la exposicion a rayos X, contaminantes quimicos o farmacos (Corrales & Mufioz, 2012).

La neutralizacion de las ERO en las células se da a través de antioxidantes; estos
compuestos o sistemas redox (incluidos los sistemas de glutation y tiorredoxina) convierten
las ERO en moléculas estables, bloqueando asi sus efectos dafiinos. La "primera linea de
defensa" contra el dafio oxidativo estd conformada por las enzimas superéxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT), mientras que la "segunda linea de defensa" incluye antioxidantes como
el glutation (GSH), la vitamina E y el ascorbato, entre otros (Pisoschi & Pop, 2015).

El mantenimiento de niveles Optimos de ERO en la célula implica un equilibrio
cuidadoso entre su produccion y la neutralizacion controlada por los antioxidantes. La
interrupcion de este equilibrio provoca una acumulacion de ERO, generando un estado
conocido como estrés oxidativo, que si no se resuelve pone en peligro la salud celular. El
exceso de ERO en las células causa dano en las macromoléculas, incluyendo el ADN (Lioi et al,
1998). El estrés oxidativo estd asociado con los mecanismos patogénicos de varias
enfermedades, incluidas enfermedades neurodegenerativas, cancer, diabetes mellitus,
enfermedades inflamatorias, asi como trastornos psicologicos o procesos de envejecimiento
(Durackova, 2010).

Uno de los mecanismos moleculares de toxicidad mas estudiados inducidos por
pesticidas es el estrés oxidativo (Franco et al., 2009). Por lo tanto, resulta fundamentada la
relevancia de investigar el estrés oxidativo en este estudio.

Danio al ADN y genotoxicidad

La integridad de la informacion genética en los organismos es esencial para su
supervivencia. Si bien las mutaciones son una de las fuentes de variabilidad que contribuye
con el proceso evolutivo de las poblaciones biologicas, a nivel individual puede inducir
efectos adversos como la muerte celular, el desarrollo de cancer y otras enfermedades. Dado
que las mutaciones son eventos aleatorios, el resultado de una mutaciéon dependera de su
localizacion en el genoma y de la secuencia de ADN impactada, ya que estas variables
determinan la afectacion de la funcionalidad genética. Los dafios en el ADN pueden originarse
por fuentes endogenas, como errores en la replicacion, o exdgenas, como la exposicion a la
radiacion ultravioleta, entre otras. Aun cuando las células poseen mecanismos de reparacion
del ADN, los niveles de injuria pueden superar la capacidad de los mencionados mecanismos
(Chatterjee & Walker, 2017).
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La exposicion de las células a los agentes exogenos, tanto quimicos como fisicos, que
se clasifican como genotoxinas y/o mutagenos incrementan la probabilidad de inducir
mutaciones que resultan en disfunciones celulares. Las sustancias genotoxicas se definen
como “agentes que alteran la estructura, informacion, o segregacion del ADN, incluyendo
dano que no afecta su replicacion o lo hacen de manera temporal”’; mientras que las
mutagénicas inducen cambios permanentes en el ADN (UN, 2021).

La evaluacion del potencial genotoxico de un agente requiere la implementacion de
bioensayos en los que se realiza una exposicion controlada y se cuantifican puntos finales para
la obtencion de biomarcadores de efecto genotoxico. Entre los biomarcadores mas utilizados
con este propésito se encuentran las anormalidades de la interfase, como la formacion de
micronucleos. Los micronucleos (MNi), considerados biomarcadores de genotoxicidad
multiproposito, se componen de fragmentos de ADN provenientes de rupturas o pérdida
cromosOmica que, luego de una division celular, se separan del nuacleo principal y son
envueltos en membrana nuclear, implicando un dano irreparable del ADN.

De la misma definicion de genotoxicidad se desprende que es necesario mantener
activos los procesos vinculados a la division celular para revelar los efectos genotoxicos por
medio de los biomarcadores mencionados. Por esta razon las pruebas de genotoxicidad deben
incluir pruebas de citotoxicidad o citostaticidad con el fin de determinar el rango de
concentraciones subletales y sub-citotoxicas. Con este proposito se puede utilizar como un
biomarcador el indice de division nuclear (IDN) que es inversamente proporcional al tiempo
de duplicacion poblacional; una alteracion en este indice, indica un posible efecto citotoxico
(Fenech, 2000).

En seres humanos, la exposicion a sustancias mutagénicas puede provenir de
contaminantes ambientales, residuos de pesticidas en alimentos, medicamentos, cosméticos y
otros factores relacionados con el estilo de vida (Choudhuri et al., 2021). Esto subraya la
importancia de evaluar los riesgos asociados con la exposicion a agentes genotoxicos e
implementar medidas de control para minimizar o eliminar su presencia en el ambiente.

Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro consisten en utilizar como modelo de estudio células en cultivos.
Preceden a los estudios in vivo y por ese motivo, dependiendo del resultado, podria permitir
evitar el uso de animales de experimentacion, lo que es una ventaja tanto desde el punto de
vista ético como por ser mas costo-efectivos. A estas ventajas se suma la posibilidad de
examinar procesos celulares especificos. Los cultivos de ceélulas humanas que se utilizan
actualmente se originaron en la década de 1950, y consisten en la recoleccion de células de un
tejido especifico, manteniéndolas a temperatura corporal (37°C) en un medio enriquecido que
simula el entorno del cuerpo humano (Taylor, 2014).

La linea celular A549 deriva de células de un adenocarcinoma de pulmoén, crece en
monocapa y representa un modelo estable del epitelio pulmonar de los alvéolos tipo II (Foster
et al,, 1998). Esta linea celular ha sido ampliamente utilizada en estudios de toxicologia,
farmacologia, dafio pulmonar y procesos metabolicos in vitro (Andrioli & Chaufan, 2021; Arif et
al.,, 2019; Yan et al., 2020). Las investigaciones toxicolodgicas in vitro realizadas por nuestro
grupo con diversos agroquimicos han demostrado efectos citotoxicos asociados a
mecanismos de estrés oxidativo (Chaufan et al. 2014; Coalova et al 2023) y genotoxicos
(Chaufan et al., 2019; Andrioli & Chaufan, 2021; Andrioli et al., 2023). Entonces, se propuso
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utilizar la linea celular A549 como modelo para estudiar el efecto del MZ en las células
humanas.

Objetivos e hipdtesis

Dados los impactos significativos que los pesticidas tienen tanto en la salud humana
como en el medio ambiente, resulta crucial profundizar en el conocimiento de sus efectos.
Este estudio se enfoca en evaluar los efectos citotoxicos y genotoxicos que el principio activo
del fungicida MZ ejerce sobre la linea celular A549, proporcionando asi informacion valiosa
que podria contribuir a una mejor comprension y regulacion del uso de pesticidas en la
agricultura. Con esto, se proponen los siguientes objetivos e hipotesis de trabajo:

Objetivo 1. Caracterizar la curva de citotoxicidad del Mancozeb, identificando las
concentraciones subletales para la evaluacion de genotoxicidad en células A549.

— Hipotesis 1. El Mancozeb exhibe efectos citotoxicos en la linea celular A549, y estos
efectos son directamente proporcionales a la concentracion del fungicida.

Objetivo 2. Evaluar la expresion de biomarcadores de genotoxicidad, incluyendo dano al ADN
y formacion de microntcleos, y biomarcadores de estrés oxidativo tras la exposicion a
concentraciones inferiores a la CL50 de Mancozeb en la linea celular A549.

— Hipotesis 2. El Mancozeb induce dafio al ADN, la formacion de microntcleos e induce
estrés oxidativo en la linea celular A549.

Materiales y métodos
1. Cultivos celulares
1.1. Condiciones de cultivo

La linea celular A549 fue adquirida del Banco Argentino de Células (CABA, Bs. As.,
Argentina). Estas células fueron cultivadas en medio completo (medio minimo esencial (MEM),
suero fetal bovino (SFB) 10% (v/v), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml,
anfotericina B 2,5 pg/ml, vitaminas y aminoacidos no esenciales), en un ambiente htimedo,
con CO, al 5% (v/v) a 37°C.

Las células se cultivaron en frascos T-25 (4 ml; 2,8x10° células/frasco), renovando el
medio de cultivo dos veces por semana. Los pasajes celulares se realizaron cuando las células
alcanzaban una confluencia del 80-90%. Este proceso se realizo siempre de la misma manera,
e implico descartar el medio de cultivo, lavar dos veces con PBS (Phosphate Buffer Saline) y
anadir una solucion de tripsina-EDTA al 0,05%. Dado que estas células se cultivan en
monocapa, esta enzima facilita su desprendimiento al degradar las proteinas de adhesion.
Para optimizar la acciéon de la tripsina, los frascos se incubaron a 37°C durante 5-10 minutos,
verificando su efectividad mediante observacion microscopica. Posteriormente, se alicuoto y
diluy¢ la suspension celular en 4 ml de medio completo, lo cual detiene la accion de la tripsina
gracias a la presencia de SFB.
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1.2. Tratamientos

Con el fin de determinar la curva de citotoxicidad del principio activo del MZ
(Mancozeb Prestanal®, grado analitico) se crecieron las células en placas de 96 wells (~0,04x10°
células/pocillo) hasta una confluencia del 80%. Luego, se lavd con PBS y se anadié medio sin
SFB con concentraciones crecientes de MZ (previamente diluido en DMSO) durante 24 hs: 5,
10, 25, 50, 75, 100 y 250 pg/ml. Se realizaron 12 réplicas de cada tratamiento a la par de un
control de concentracion 0 ug/ml con el agregado de 0.375% de DMSO (vehiculo) calculado a
partir de la concentraciéon mas alta de la curva (250 pug/ml).

Con la curva anterior se definieron las concentraciones subletales con las que
posteriormente se evalud la expresion de biomarcadores de genotoxicidad y de estrés
oxidativo. Para los ensayos de micronacleos (MNi) se utilizaron concentraciones de 2,5; 5; 7,5;
10; 15, y 20 pg/ml. En cambio, para los de cometa se usaron concentraciones de 10, 15 y 20
ug/ml de MZ, al igual que para los ensayos de estrés oxidativo. Para todos los casos el tiempo
de intoxicacion fue de 24 hs a 37°C.

Dependiendo del ensayo, las células fueron sembradas en distintos tipos de placas.
Para la determinacion de actividad de enzimas antioxidantes, compuestos antioxidantes no
enzimaticos y proteinas totales fueron cultivadas en placas de Petri (8 ml; ~8,8x10°
celulas/placa) con 6 réplicas por tratamiento. Tanto para micronticleos como para cometas se
utilizaron placas de 6 pocillos (2 ml; ~1,2x10° células /pocillo) y se realizaron 3 réplicas de cada
concentracion. Se puede observar un resumen esquematico de los ensayos y tratamientos en
la Figura 2.

5,10, 25,50,75,

100, 250 pug/ml
__________________ 5
25,5,75,10
15,20 pg/ml
________________ >
1
1
1
1
--—
I
| 10,15,20 ug/ml
b e e e e e e e e = ——— >
10, 15, 20 pg,/ml

M- mmmmmmm e mmm - >

Figura 2 - Tratamientos realizados para los ensayos de citotoxicidad, genotoxicidad, dano al ADN y
biomarcadores de estrés oxidativo. Los valores sobre las flechas representan las concentraciones del
principio activo MZ utilizadas. Todos los tratamientos se realizaron a 24 hs de exposicion.
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2. Citotoxicidad - MTT

Este ensayo colorimétrico se realiza para determinar concentraciones citotoxicas del
agroquimico en estudio. Se basa en la reduccion metabdlica del compuesto de color amarillo
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, también conocido como MTT. El
MTT entra en las células y pasa a la mitocondria, donde se reduce por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa a un compuesto insoluble de color ptrpura, el formazan. Dado que
la reduccion de MTT soélo puede ocurrir en las células metabdlicamente activas, el nivel de
formazan producido permite medir la viabilidad celular.

El procedimiento consta de la realizacion de una curva de formacion de formazan en
funcién de la concentracion del téxico. La concentracion de formazan se mide mediante un
espectrofotometro, registrando la absorbancia a 570 nm. (Mosmann T., 1983)

Una vez realizados los tratamientos de 24 hs en las dos placas de 96 pocillos con 12
replicas de cada una de las concentraciones nombradas anteriormente, se retiré el medio con
MZ (o control) y se lavo con PBS cada uno de los pocillos. Luego se afiadio 200 ul de medio
fresco conteniendo 1 mg/ml de MTT a cada uno de los pocillos, asegurando trabajar con la
menor cantidad de luz posible ya que el MTT es fotosensible. Pasadas 1,5 horas de incubacion
a 37°C en oscuridad se retir6 el medio y se disolvieron los cristales restantes de MTT
agregando 200 pl de etanol absoluto a todos los pocillos y resuspendiendo con la pipeta.
Inmediatamente después, se midio la absorbancia a 570 nm restando la absorbancia a 630 nm
correspondiente a componentes inespecificos en un lector de placas (DR-200Bs Microplate
Reader) y se genero0 la curva de absorbancia mencionada anteriormente. Se puede observar
una esquematizacion del ensayo en la Figura 3.

i

~ Formazan

\
1.5hs \
(37°C en oscuridad) \\

-

0000000

LA 4 4 4

Figura 3 - Esquematizacion del ensayo de MTT para determinar concentraciones citotoxicas de un
compuesto.

A partir de estos datos, se determind la concentracion letal 50 (CL50), la cual se define
como la concentracion del compuesto requerida para reducir un 50% la viabilidad celular.

11
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También se pudieron determinar los parametros de toxicidad LOAEL (lowest observed adverse
effect level) y NOAEL (no observed adverse effect level). El primer parametro (LOAEL) denota
la minima concentracion en la que el toxico estudiado presenta efectos nocivos sobre el
modelo estudiado, mientras que el segundo (NOAEL) es la concentracién mas alta en la que no
hay efectos significativos en relacion al control (O pg/ml). Son utilizados normalmente para la
determinacion de concentraciones para ensayos clinicos de farmacos o para determinar la
toxicidad de compuestos para sus regulaciones (Pizzo & Benfenati, 2016).

3. Genotoxicidad - Ensayo de micronucleos

Con el fin de evaluar si el principio activo del Mancozeb es genotoxico a
concentraciones sub-citotoxicas se procedio a realizar un ensayo de micronuacleos aplicando
la técnica de bloqueo de citocinesis (CBMN) (Fenech, 1993). Como los microntcleos solo se
pueden expresar en células que completan la division nuclear, el uso de citocalasina B, un
inhibidor del ensamblaje de microfilamentos, permite bloquear la citocinesis para cuantificar
los micronucleos en células binucleadas en interfase. Esto garantiza que las células hayan
experimentado division durante la exposicion. Esta metodologia evita subestimar el dafo al
cuantificar los micronacleos, ya que en las células mononucleadas que detienen su division
celular no se formarian.

Las células utilizadas en este ensayo fueron cultivadas sobre cubreobjetos estériles.
Luego de las 24 horas de exposicion al MZ, se lavd con PBS y se anadié medio de cultivo con
SFB y Citocalasina B 4 pg/mL durante 24 horas para permitir una replicacion de las célulasy
generar células binucleadas. Una vez transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas con
PBS, fijadas con acido acético:metanol (1:3) durante 10 minutos y vueltas a lavar 3 veces con
PBS.

Se realizé una tincion mediante el agregado de GIEMSA 20% durante 10 minutos
obteniendo preparados permanentes. Luego de retirar el exceso de colorante, se lavo los
cubreobjetos con agua destilada y se verifico la tincion bajo el microscopio. Finalmente, se
montaron sobre portaobjetos con DePeX boca abajo para proteger las células fijadas.

Cada preparado fue observado en un microscopio Optico (Leica DM500) a 400x,
contabilizando el ntmero de células mono, bi, tri y tetra nucleadas tanto con o sin
micronucleos, a la vez de aquellos nacleos con aberraciones cromosémicas como puentes y
buds, hasta contabilizar como minimo 50 ceélulas binucleadas. Se pueden observar unas
imagenes tomadas en este trabajo en la Figura 4.

A . B ., c
L » '
L ¥, : !
N ! 2 _\
- § -
L]

Figura 4 - Preparaciones del ensayo de CBMN de células A549 binucleadas tefiidas con GIEMSA (400x).
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(A) Célula binucleada con microntcleo, (B) célula binucleada con puente, y (C) célula mononucleada con
bud.

Con los datos obtenidos, se calcul6 el indice de division nuclear (IDN) para evaluar la
citotoxicidad/citostaticidad con la siguiente ecuacion:

N1+ 2XN2 + 3XN3 + 4XN4
N @)

Tot

IDN =

donde Ni es el numero de celulas con i cantidad de nucleos y N, el total de células
contabilizadas. Para poder evaluar la genotoxicidad se estimo la frecuencia de microntcleos
con la ecuacion (2).

# células binucleadas con MNi (2
# células binucleadas totales )

Frecuencia de MNi =

4. Dano al ADN - Ensayo de cometa

Para evaluar el dafio al ADN se realizo el ensayo de cometa o electroforesis de células
unicas (SCGE) (Singh et al, 1988). Este ensayo detecta danos en el ADN a nivel de célula tnica,
midiendo la cantidad de ADN que migra fuera del nticleo bajo un campo eléctrico. La longitud
y la intensidad de la "cola" del cometa indican el grado de dano.

Luego de la exposicion al MZ durante 24 horas con las distintas concentraciones
mencionadas anteriormente, se descart6 el medio de cultivo y se lavd con PBS para después
levantar las células con el agregado de 0,05% tripsina-EDTA. Se resuspendieron con 1 ml de
medio de cultivo con SFB y se cosecharon por centrifugacion a 140 xg durante 5 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendio el precipitado celular con 1 ml de PBS.

Por otra parte, se colocaron 300 pL de dgar de punto de fusién normal 1% (APFN) sobre
cubreobjetos previamente “ensuciados” con el mismo agar e inmediatamente se colocé un
cubreobjeto encima y se lo dejo solidificar en la heladera. Pasados 10 minutos, se retir6 el
cubreobjetos deslizando suave y horizontalmente. Las muestras fueron diluidas de forma tal
de tener en 10 pul de solucion 10000 células totales y luego se agregaron a 200 puL de agar de
bajo punto de fusion 0,75 % (ABPF) en tubo eppendorf. Esta preparacion se extendi6 sobre los
portaobjetos que contenian APFN y se colocdé un cubreobjeto sobre los mismos. Se dejo
solidificar 10 minutos en la heladera a 4°C y se retiro el cubreobjetos de la misma manera que
antes.

Los portaobjetos se mantuvieron en la heladera sumergidos en una cubeta coplin con
solucion de lisis fria (Tris-HCI 10 mM, pH 10, conteniendo NaCl 2,5 M, EDTA-Na2 100 mM y
Tritén 1%) protegida de la luz (minimo 1 hora - maximo 1 semana), la cual elimina las
membranas celulares y nucleares dejando el ADN firmemente enrollado en lo que se conoce
como nucleoide. Luego se colocaron los portaobjetos en una camara de electroforesis
horizontal a 4°C, cubiertos con buffer de electroforesis (soluciéon de 30% NaOH 10N (A) y 5%
de EDTA 200 mM (B)) por 20 minutos, para permitir el desenrollado alcalino de los nucleoides.
Transcurrido ese tiempo se realizo la electroforesis por 20 minutos a 300 mA y 25V, tiempo
en el cual los fragmentos de ADN migran hacia el anodo dando la forma de “cometa”
Finalizada la electroforesis, los portaobjetos fueron enjuagados tres veces con buffer de
neutralizacion (Tris-HCl 0.4 M, pH 7,5) y una vez con agua destilada. Por altimo, se los dejo
secar y se los tin6 con DAPI 0,2 pg/mL. Se realizo un control positivo con H,0, 5 mM con
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exposicion de 30 minutos. Este control permite asegurar que las corridas electroforéticas
ocurrieron correctamente y que los resultados negativos (ausencia de dafno) no sean por fallas
técnicas.

Los preparados fueron observados en un microscopio de fluorescencia Leica DMLB
(1000x) y se registro el numero de nucleoides con dafo nivel 1-4 hasta contabilizar 150 por
tratamiento. Se consider6 dano nivel O (sin dano) aquellos sin migracion de fragmentos (sin
cola), nivel 1 (dafio leve) aquellos con una cola de longitud menor al diametro del nucleoide,
nivel 2 (dafio moderado) aquellos con una cola de longitud igual al diametro del nucleoide,
nivel 3 (dafio alto) aquellos con cola de longitud mayor al diametro de dos nucleoides y menor
al de tres, y nivel 4 (danio extremadamente alto) aquellos con cola de longitud mayor al
diametro de tres nucleoides. Con los datos obtenidos de calcul6 el Indice de Dafio (ID), de
acuerdo a la siguiente ecuacion:

0><n0 + 1><n1 + 2><n2 + 3><n3 + 4><n4

ID = - (3)

donde n. es el numero de nucleos con dafno nivel i y N el namero total de nucleoides
L

contabilizados.

5. Biomarcadores de estrés oxidativo

Para evaluar si el principio activo del Mancozeb induce estrés oxidativo en las células,
se investigd la actividad enzimatica de diversas enzimas antioxidantes y detoxificantes
presentes en ceélulas humanas: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
S-transferasa (GST). Adicionalmente se analizd la concentracion de glutation (GSH), un
compuesto antioxidante no enzimatico. Un aumento en la actividad de estas enzimas o en los
niveles de GSH sugeriria una respuesta celular al estrés oxidativo.

Para todos los casos se intoxicaron las células con las concentraciones previamente
declaradas (Figura 2). Luego de 24 hs se descarto el medio, se realizaron dos lavados con PBS y
para cosechar las células se agregd 0,05% tripsina-EDTA, incub6 a 37°C y luego se inactivo
con medio de cultivo con SFB. Seguidamente, se centrifugd la muestra a 140 g durante 10
minutos, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el precipitado celular en 1 mL de PBS
con inhibidores de proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo o PMSF 0,5 mM y benzamidina
0,2 mM). Las células resuspendidas se conservaron a -20°C durante al menos 24 horas.

Para las mediciones, las muestras se descongelaron y mediante sonicacion se realizo el
lisado celular, haciendo 3 pulsos de 5 segundos cada uno, con intervalos en hielo, utilizando
un sonicador de punta a 40 V. Posteriormente, se centrifugaron a 11.000 g durante 15 minutos
a 4°C. El sobrenadante obtenido de esta centrifugacion se utilizo para los ensayos de actividad
enzimatica y de compuestos antioxidantes no enzimaticos. Los ensayos se realizaron 3 veces,
con 6 réplicas por tratamiento en cada caso.

5.1. Determinacioén de proteinas totales

Para cada ensayo enzimitico o de determinacion del contenido de compuestos
antioxidantes los valores obtenidos se relativizaron a la cantidad total de proteinas en cada
réplica, permitiendo asi la comparacién entre tratamientos. Esto ademas garantiza asegurar
que cada reéplica contiene una cantidad de células similar (sin diferencias estadisticamente
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significativas entre ellas), lo que permite la comparacion de las actividades enzimaticas o del
contenido de compuestos antioxidantes entre los diferentes tratamientos.

La determinacion de proteinas totales en los sobrenadantes de los lisados celulares se
realiz6 mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como estandar una
solucion de seroalbtmina bovina a una concentracion de 0,1 mg/ml. Esto se realizo para cada
repeticion del ensayo con dos réplicas técnicas para cada muestra, y se aseguré que no hayan
diferencias significativas en la cantidad de proteinas totales entre los tratamientos.

5.2. Actividad superoxido dismutasa (SOD)

La enzima superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del anion radical
superoxido (O,") en oxigeno y peroxido de hidrogeno. La presencia de esta especie reactiva de
oxigeno es un indicador de estrés oxidativo, por lo que la SOD protege a la célula de sus
efectos daninos. Por este motivo, se decidid estudiar la actividad de SOD utilizando un
método en microplaca adaptado en nuestro laboratorio a partir de una técnica previamente
desarrollada (Beauchamp & Fridovich, 1971).

El ensayo se basa en la medicion indirecta de la actividad de SOD al medir la
desaparicion de su sustrato, el O, . Para generar estos radicales se aprovecha la
fotoreduccion de un pigmento llamado riboflavina al exponerlo a la luz. Luego, gracias al uso
de un espectrofotometro se determina su concentracion por medio de una reaccion entre el
O, y el Nitro Blue Tetrazolium (NBT), la cual da como producto el azul de formazan, un
compuesto coloreado. Entonces, la actividad de SOD inhibe la formacion del azul de formazan,
y por lo tanto la cantidad de color azul es una medida indirecta e inversa de la actividad
enzimatica. En la Figura 5 se encuentra una esquematizacion de la reaccion involucrada.

SOD
\ o P
) : > interaccion .-’
@‘\ ------- <. productos
» - -’ Medicion de
s S o S .0 Q. absorbancia a 570 nm
OO By A0
g% 3T

Azul de
formazan
(Abs = 570 nm)

Figura 5 - Esquematizacion de la reaccion involucrada en la determinacion de la actividad de SOD en
los sobrenadantes celulares tratados.

Para realizar la medicion se coloco en cada pocillo de una placa de 96 pocillos distintos
volimenes (0, 5, 10, 15, 20 pl) de muestra enzimatica (2 réplicas técnicas por muestra); 177 ul de
una mezcla conteniendo EDTA 0,1 mM, DL-metionina 13 mM y NBT 75 uM; riboflavina a una
concentracion final de 2 uM vy la cantidad necesaria de buffer fosfato de potasio 50 mM (pH
7,8) para llevar a 0,3 ml de volumen final. Luego, las muestras se expusieron 1-2 minutos a 20
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cm de dos tubos fluorescentes de 15W para generar los O,-". El blanco del ensayo corresponde
a los pocillos sin muestra (0 pl). Finalmente, se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector de
placa (DR-200 Bs Microplate Reader).

Las unidades enzimaticas (UE) de SOD se definieron como la cantidad de enzima que
es capaz de inhibir un 50% la velocidad de reduccion fotoquimica del NBT. Los resultados se
expresaron como UE/mg de proteinas, y se calcularon segin la ecuacion (4). El valor del
porcentaje de inhibicion se obtuvo a partir del porcentaje de formacion de NBT, y con éste se
construyeron curvas de formacion de NBT en funcion de la cantidad de muestra para cada
replica, de las cuales se obtuvo una pendiente (p). El valor de los mg de proteina en las
muestras se obtuvo mediante la determinacion de proteinas totales nombrada anteriormente.

UEg,, __ 50% de inhibicién de la formacién de NBT X 1000

mg proteinas p X (mg proteina / ml) (4)

promedio

5.3. Actividad catalasa (CAT)

La enzima catalasa (CAT) cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno (H,0O,)
en agua y oxigeno, y a la par interviene en la oxidacion de donores de H (metanol, etanol y
otros) con el consumo de 1 mol de perdxido. Ante el estrés generado por la presencia del
xenobiotico hay un aumento consecuente de la concentracion de peroxido intracelular, dado
tanto por la actividad de SOD como por otras enzimas, el cual es utilizado como sustrato por
CAT. Entonces, ésta es otra enzima comuUnmente estudiada para analizar la respuesta al
estrés. Considerando que el peroxido presenta un maximo de absorbancia entre 230 y 250 nm,
se aprovechoé esta propiedad para determinar la actividad de CAT midiendo la cinética de
desaparicion de H,O, (Aebi, 1984). En la Figura 6 se puede observar una esquematizacion del
ensayo realizado.

Abs = 230-250 nm

|

Medicion de absorbancia a

240 nm por 1 minuto

Figura 6 - Esquematizacion del ensayo para determinar la actividad de la enzima antioxidante CAT y la
reaccion involucrada.
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Para el ensayo se utiliz6 el sobrenadante enzimatico, 8 mM de H,O, y buffer fosfato de
potasio 50 mM pH 7, c.n.p llegar a 800 pl. Se usa una concentracion baja de sustrato para
evitar que se inhiba la actividad de la enzima en estudio y asegurar que la velocidad de la
reaccion sea proporcional a la actividad enzimatica. Luego del agregado de 100 pul de muestra
se leyo la absorbancia a 240 nm (Shimadzu UV-1700) durante 60 segundos con intervalos de 5
segundos para medir la cinética de la reaccion.

Se defini6 una UE de CAT como la cantidad de enzima necesaria para descomponer 1
mmol de H,O, por minuto. Los resultados se expresaron como UE/mg proteina, y se
calcularon segun la ecuacion (5). El valor de los mg de proteina en las muestras se obtuvo
mediante la determinacion de proteinas totales nombrada anteriormente.

UECAT K x Volfina

)
mg proteinas & x Vol X (mg proteina / ml) (5)

alicuota

donde ¢ es el coeficiente de extincion molar del perdxido en las condiciones de trabajo (40
mM™cm™) y K es la constante de velocidad de la reaccién enzimatica y se calcula como:

0

1 Absto
K = —XIn Abs, (6)
siendo t, = 0 minutos y t = 1 minuto, y las Abs,, son las absorbancias obtenidas a estos tiempos.

5.4. Actividad glutation S-transferasa (GST)

El sistema seleccionado por las células para metabolizar xenobiodticos (sustancias
quimicas sin un rol biolégico en un organismo) incluye, entre otros, la enzima glutation
S-transferasa (GST), que adiciona un GSH a estas sustancias, aumentando su solubilidad en
agua y facilitando su excrecion (Hayes et al, 2005).

La actividad de GST se midi6 mediante un método espectrofotométrico ya establecido
(Habig et al, 1976). Esta técnica se basa en la conjugacion del GSH con el reactivo
1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), formando el compuesto coloreado GS-dinitrobenceno
(GS-DNB), que presenta una absorbancia maxima a 340 nm. Entonces, en este caso se analiz6
la actividad enzimatica por la cinética de formacion de producto aprovechando esta reaccion
esquematizada en la Figura 7.
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Figura 7 - Esquematizacion de la reaccioén involucrada para determinar la actividad de la enzima
detoxificante GST.

Para esta medicion se anadieron en una cubeta de cuarzo 684 ul de buffer fosfato de
potasio 100 mM pH 6,5, 8 ul de glutation reducido 100 mM (GSH) y 100 ul de la muestra. La
reaccion se inicio con el agregado de 8 ul de CDNB 100 mM, preparado en etanol absoluto, y
se registraron los valores de absorbancia a 340 nm durante 180 segundos, con intervalos de 15
segundos con la utilizacion de un espectrofotometro (Shimadzu UV-1700).

Las UE de GST se definieron como la cantidad de enzima capaz de catalizar la
formacion de 1 pmol de GS-DNB por minuto a 25 °C. Los resultados se expresaron en UE/mg
de proteina, calculados segun la ecuacion (7). El valor de los mg de proteina en las muestras se
obtuvo mediante la determinacion de proteinas totales nombrada anteriormente.

UEGST B x Volﬁna

1
mg protefnas ~ &X Volalicuam X (mg proteina / ml) (7)

donde B es el valor de la pendiente obtenida en la curva de Abs 340 nm en funcion del tiempo.
El coeficiente de extincion molar (g) del GS-DNB es 9,6 mM™ cm™

5.5. Determinacion del contenido total de glutation (GSH)

El glutation es un tripéptido pequeno y es el principal antioxidante de las células. En las
celulas, el glutation se encuentra principalmente en su estado reducido (GSH) y, en mucha
menor proporcion, en su estado oxidado (GSSG), siendo el primero el que posee las
propiedades antioxidantes al ser donor de electrones. Para la medicion del contenido de tioles
(grupos -SH) totales se procedi6é con una adaptacion a microplaca de nuestro laboratorio de
una técnica ya establecida (Anderson, 1985). Se basa en la oxidacion del GSH y la reduccion del
acido 5,5'-ditiobisnitrobenzoico (DTNB), dando como producto GSSG y TNB, siendo el
segundo un compuesto coloreado con un pico de absorbancia a 412 nm (Figura 8).
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Figura 8 - Esquematizacion de la reaccion involucrada para determinar el contenido total de GSH en
sobrenadantes celulares desproteinizados.

Previamente, las muestras se desproteinizaron con acido sulfosalicilico al 10% en una
relacion 2:1. Este medio acido permite que la cantidad de glutation total (GSH + GSSG) no se
vea afectada por oxidaciéon enzimatica al inactivar la y-glutamil transpeptidasa. Ademas, se
elimina el problema de la presencia de otros grupos SH que pueden tener las proteinas de la
muestra, como la cisteina, y permite enfocar la medicion solo al glutation de la muestra.
Luego, las muestras se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos. Se tomaron 50 pl del
sobrenadante y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos con 116 ul de buffer
fosfato de sodio 0,143 M pH 7,5, que contenia EDTA 6,3 mM y 84 ul de DTNB 6 mM.

Simultaneamente, se realiz6 una curva de calibraciéon con 0, 5, 10, 15, 20 y 25 ul de GSH
0,2 uM preparado en acido sulfosalicilico, 84 ul de DTNB 6 mM, y se complet6 a 250 pul con
buffer fosfato de sodio.

Se midio la absorbancia de las muestras y la curva a 405 nm en un lector de placa
(DR-200 Bs Microplate Reader). Junto con la pendiente de la curva de calibracion (p) y el
volumen de la alicuota usada se definio el contenido de nmoles de GSH/mg de proteina con la
siguiente ecuacion.

Abs

nmoles . = L (8)
GSH p X Vol X (mg proteina / ml)

alicuota

El valor de los mg de proteina en las muestras se obtuvo mediante la determinacion de
proteinas totales nombrada anteriormente.
6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con la version 4.4.0. de R studio.

Para poder realizar la curva de dosis-respuesta del ensayo MTT con la que luego se
definio6 la CL50 se analizaron los datos utilizando un cédigo previamente publicado (Ritz et al,
2015) y ajustando los datos a un modelo logaritmico de 4 parametros.
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Tanto para determinar los pardmetros NOAEL y LOAEL de citotoxicidad, como para
evaluar efectos genotoxicos y oxidativos se realizaron las comparaciones estadisticas de los
valores de los biomarcadores obtenidos a partir de los experimentos, entre las muestras
tratadas con MZ y no tratadas (controles negativos, 0 ug/ml MZ). En los casos en los que los
datos cumplieron el criterio de normalidad y homocedasticidad se implement6 el analisis de
varianza (ANOVA) seguido del test de comparacion multiple de Tukey. En los casos en los que
no se cumplieron dichos supuestos, se utilizO como método no parameétrico la prueba de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunnet.

Resultados
1. Citotoxicidad

Se realizaron 4 repeticiones por duplicado, siendo 24 repeticiones por concentracion,
del ensayo de MTT detallado en el apartado anterior con las concentraciones 5, 10, 25, 50, 75,
100 y 250 pg/ml del principio activo de MZ para determinar la CL50 y posteriormente definir
las concentraciones sub-citotoxicas para los ensayos de genotoxicidad, dafio al ADN y analisis
de biomarcadores de estrés. A continuaciéon, se procedi6 a realizar la curva
concentracion-respuesta con los valores de absorbancia en funcion del logaritmo de la
concentracion de MZ, como se puede observar en la Figura 9.

0.4

0.3

Abs (570 nm - 690 nm)
o
o

o
N
1

0.0

Log de la concentracion de Mancozeb (ug/ml)

CL50 = 45,87 + 1,14 ug/ml

Figura 9 - Curva concentracion-respuesta de MZ (principio activo) con ensayo MTT en células A549.
Absorbancia asociada a la formacion de formazan (supervivencia) en funcién del logaritmo de las
concentraciones utilizadas de MZ (5, 10, 25, 50, 75,100 y 250 pg/ml). Cada punto es un dato (n = 4

repeticiones, 24 replicas x tratamiento), y la recta representa la linea de tendencia (negro) junto a su
intervalo de confianza (gris). En la zona inferior derecha se encuentra la CL50 estimada junto a su

desvio estandar.
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En base a esta curva se logr6 definir la CL50 del principio activo de MZ:
CL50 = 45,87+ 1,14 ug/ml. Ademas, con estos mismos datos se definieron las
concentraciones NOAEL y LOAEL analizando las diferencias en la actividad mitocondrial, y
consecuentemente supervivencia, de los tratamientos en relacion al control (0 ug/ml). Los
resultados se representaron con un violin plot en la Figura 10.

1504 **k* *k* *k* **k*

1001

% respecto del Control
[
[ ——

50 4
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0 5 10 25 50 75 100 250
Mancozeb (pg/ml)

Figura 10 - Supervivencia de las células A549 a distintas concentraciones de MZ (principio activo) con
ensayo MTT. Diagrama de violin del porcentaje de actividad mitocondrial en relacion al control (0
ug/ml) de distintas concentraciones de MZ (n = 4 repeticiones, 24 replicas x tratamiento). La forma de
los violines representa la densidad de los datos, siendo el ancho la frecuencia de los datos y el largo su
distribucion. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al tratamiento control, siendo
**k=p<0,0L**=p<0,05y*=p<0,L

Con las comparaciones multiples anteriores se pudieron determinar las NOAEL y
LOAEL como 25y 50 pg/ml, respectivamente.

2. Genotoxicidad

Una vez obtenida la CL50 y la concentracion maxima en la que no hay efectos adversos
(citotoxicos), se decidié trabajar con concentraciones menores a la NOAEL para observar si
concentraciones sub-citotoxicas de MZ tienen efectos nocivos (genotoxicos y citostaticos) en
las células.

Luego, se realizaron los ensayos de microntcleos con las concentraciones de MZ de
2,5; 5; 7,5; 10; 15, y 20 ug/ml, teniendo 4 réplicas cada uno. Con todos estos datos, se procedio
a analizar si habia diferencia en el indice de division nuclear (definido por la ecuacion 1) para
ver si el tratamiento afecté la dinamica de duplicacion de poblacion de las A549. Los
resultados se encuentran representados en un diagrama de cajas y bigotes en la Figura 11.

21



Tesis de Licenciatura - Bonzon FCEyN - UBA

1.64 |
s | \
2 . *%k kk%
5 151

[0]
©

2 °

5 |
‘O
@
=
©

(0]
©
8141
©
E ‘

L
1.34
C 25 5 75 10 15 20

Mancozeb (ug/ml)

Figura 11 - Indice de division nuclear de las células A549 expuestas a MZ (principio activo). Diagrama de
caja mostrando el IDN a distintas concentraciones de MZ (n = 4 réplicas x tratamiento). Las cajas
indican la mediana, los cuartiles y el intervalo de confianza (95%). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas respecto al tratamiento control, siendo *** =p < 0,01; **=p < 0,05y *=p<0,1.

Se obtuvieron diferencias significativas en el IDN de las concentraciones de 15 y 20
ug/ml (p = 0,0488; p = 0,0007, respectivamente), indicando que el MZ a estas concentraciones
producen citostaticidad en las células A549 afectando su proliferacion. Entonces, se procedio
a analizar la presencia de micronucleos s6lo en aquellas concentraciones que no presentan
diferencias significativas en el IDN (Figura 12).
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Figura 12 - Frecuencia de MNi en células A549 binucleadas expuestas a MZ. Diagrama de caja
mostrando la frecuencia de MNi en células a distintas concentraciones de MZ (n = 4 réplicas x
tratamiento). Las cajas indican la mediana, los cuartiles y el intervalo de confianza (95%). Los asteriscos
(*) indican diferencias significativas respecto al tratamiento control, siendo *** = p < 0,01; ** = p < 0,05
y*=p<0lL

La distribucion de los valores de MNi para cada tratamiento muestra que la exposicion
a la maxima concentraciéon de MZ (10 pg/ml, p = 0,4843) induce valores de MNi superiores a
los resto de los tratamientos, sin diferencias estadisticamente significativas con el control
negativo.

3. Dano al ADN

Se analizo el danio al ADN con el ensayo de cometas, calculando el indice de dano (ID)
generado por las concentraciones 10, 15 y 20 pg/ml de MZ, establecidas en base a los
resultados del ensayo de MNi. Para determinar los niveles de dafio observados se siguio el
criterio mostrado en la Figura 13. Los resultados para las células A549 expuestas a MZ se
muestran en la Figura 14.

C
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-
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Figura 13 - Ensayo CBMN en células HEp-2. Niveles de dafio al ADN (a) 0, (b) 1, (c) 2, (d) 3, (e) 4. El ADN
nuclear fue tefiido con DAPI y visualizado por microscopia de fluorescencia.
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Figura 14 - Indice de dafio en células A549 expuestas a MZ. Diagrama de violines mostrando el indice de
dafio del ADN a distintas concentraciones de MZ. La forma de los violines representa la densidad de los
datos, siendo el ancho la frecuencia de los datos y el largo su distribucion. Cada punto representa una
réplica de la concentracion estudiada. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al
tratamiento control, siendo *** =p < 0,0]; **=p< 0,05y *=p<0,L

En la figura anterior se observan valores del dano al ADN inducidos por la altima
concentracion ensayada (20 pg/ml; p = 0,0431) que son significativamente mayores
estadisticamente que los obtenidos al exponer las células al control negativo, indicando que el
fungicida produce dano a la molécula de ADN en estas condiciones de ensayo.

4. Biomarcadores de estrés

Para poder analizar los biomarcadores de estrés estudiados (enzimas + GSH) fue
necesario asegurar que los contenidos de proteinas totales determinado con el ensayo de
Bradford no varien entre tratamientos. Esto se realizé de manera independiente, para cada
una de las repeticiones en las que se hicieron todas las determinaciones. Los ensayos tanto
para proteinas totales como para determinar los biomarcadores de estrés oxidativo se
repitieron 3 veces, cada una con 6 determinaciones por tratamiento. Se pueden ver los
resultados de una de las repeticiones de Bradford en la Figura 15, a modo de ejemplo.
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Figura 15 - Proteinas totales en células A549 expuestas a MZ. Diagrama de caja mostrando la cantidad
de proteinas totales a distintas concentraciones de MZ (n = 3, 6 réplicas x tratamiento). Las cajas

indican la mediana, los cuartiles y el intervalo de confianza (95%). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas respecto al tratamiento control, siendo *** =p < 0,01; **=p< 0,05y *=p<0,L

Como en las 3 repeticiones no hubo diferencias significativas en relacion al control
negativo, se prosiguié a realizar un pool de todos resultados para generar un grafico y una
conclusion mas robustas. Para poder hacer esto, los resultados se relativizaron a sus propios

controles y se representan como % del control. Los resultados obtenidos se pueden observar
en las Figuras 16 y 17.
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Figura 16 - Actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD en células A549 expuestas a MZ.
Diagrama de caja mostrando la actividad de las enzimas como % del control (O ug/ml) a distintas
concentraciones de MZ (n = 3, 6 réplicas x tratamiento). Las cajas indican la mediana, los cuartiles y el
intervalo de confianza (95%). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto al tratamiento
control, siendo ***=p <0,01; **=p< 0,050y *=p<0,1
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Figura 17 - Actividad de la enzima detoxificante GST y contenido de GSH en células A549 expuestas a
MZ. Diagrama de caja mostrando la actividad de la enzima y el contenido de GSH como % del control (O
ug/ml) a distintas concentraciones de MZ (n = 3, 6 réplicas x tratamiento). Las cajas indican la mediana,

los cuartiles y el intervalo de confianza (95%). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas
respecto al tratamiento control, siendo *** =p < 0,01; **=p< 0,05y *=p<0,L
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La actividad de CAT fue significativamente menor en las ceélulas expuestas a
concentraciones de 10 pg/ml (p = 0,0407) y 15 ug/ml (p = 0,0758) en relacion al control,
mientras que la de SOD disminuy6 en todas las concentraciones estudiadas del principio
activo de MZ (p = 0,0515; p = 0,0454; p=0,0250; 10, 15y 20 pg/ml respectivamente). En el caso
de GST la actividad fue significativamente mayor en las muestras expuestas a la concentracion
mas alta (p = 0,0834; 20 ug/ml) acompanado de valores significativamente menores del
contenido de GSH (p = 0,0005; 20 pg/ml) en las células expuestas a la misma concentracion,
lo cual es razonable al ser este compuesto sustrato de GST.

Discusion y conclusiones

En el marco del primer objetivo, se obtuvo la curva de concentracion-respuesta
mediante el ensayo colorimétrico de MTT, observandose un efecto citotoxico del compuesto
sobre la linea celular A549. Estos efectos fueron directamente proporcionales a la
concentracion del fungicida. A partir de esta curva, se establecio el rango de concentraciones
para abordar el segundo objetivo. Dado que se buscaba analizar los efectos del mancozeb (MZ)
a concentraciones subletales y sin provocar efectos morfologicos evidentes en las células, se
decidi6 trabajar con concentraciones entre 0 y 20 ug/ml, todas menores a la NOAEL.

Al analizar los biomarcadores de genotoxicidad y dafno al ADN se observo que las
concentraciones de 15y 20 ug/ml generaban efectos citotoxicos sobre las A549 afectando su
proliferacion, y a 20 ug/ml se observé un mayor dano al ADN en relacion al control. Sin
embargo, dado que no se detectd un aumento significativo en la formacion de MNi a
concentraciones inferiores, y que protocolarmente no se comparan los MNi en
concentraciones con IDN afectados, no es posible asegurar que el MZ tiene un efecto
genotoxico sobre esta linea celular. El dafio al ADN observado a la concentracion mas alta
podria deberse a diversos factores, y como no se analizo el mecanismo especifico del dano, no
se puede determinar si se trata de un dano genotoxico (con potencial mutagénico) o es un
resultado vinculado al efecto citotoxico.

Seria til realizar un ensayo de dafo y reparacion de ADN, evaluando el indice de dafho
en diferentes tiempos tras la remocion del MZ, para verificar si el dafio disminuye a través del
tiempo. Otros ensayos posibles para dilucidar el mecanismo de citotoxicidad es utilizando un
menor tiempo de exposicion. Ademas, seria recomendable en estudios futuros aumentar el
ntmero de réplicas para los ensayos de MNi y cometas, ademas de incluir concentraciones
intermedias entre 10 y 20 pg/ml para determinar la concentraciéon minima en la que ocurre el
dano al ADN, la citotoxicidad, y si entre ellas se observa un aumento en la frecuencia de
micronucleos. Hay que tener en cuenta que si bien se obtuvieron resultados relevantes, se
requieren una mayor cantidad de réplicas y repeticiones para cada ensayo para poder
confirmar estas conclusiones.

En cuanto al estrés oxidativo, se observo inhibicion de las actividades enzimaticas. En
el caso de la enzima CAT en las concentraciones intermedias, y de la SOD en todas las
concentraciones evaluadas. Por otra parte, el aumento de la actividad de la GST a la
concentracion mas alta se vio acompanado de una disminucién del contenido total de GSH.
Esto sugiere que el principal mecanismo de detoxificacion implica la conjugacion de GSH con
el MZ (mediada por la GST) para facilitar su eliminacion. Si bien esta enzima es detoxificante,
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es necesario tener en cuenta que también es considerada antioxidante de segunda linea. La
menor actividad de las otras dos enzimas antioxidantes podria deberse a un dano general que
resultaria en una menor cantidad de proteinas activas, o por inhibicion por sus respectivos
sustratos y/o productos (Hileman et al., 2001). Un ensayo que complementaria estos
resultados es un analisis de proteinas oxidadas totales, el cual permite observar el dafio a
proteinas totales.

Aunque no se pudo confirmar que el dafio al ADN y la toxicidad observados se deban al
estrés oxidativo, tampoco se puede descartar dicha posibilidad. Esta comprobado que la
presencia de estrés oxidativo moderado puede alterar el ciclo celular induciendo la
senescencia (Halliwell, 2006), hecho que podria explicar la citostaticidiad dada a
concentraciones mayores a 10 ug/ml. Para corroborar si los efectos nocivos del MZ estan
asociados a la produccion de ERO seria conveniente evaluar su presencia en las
concentraciones estudiadas. Ademas, hace tiempo que se ha reportado que concentraciones
elevadas de sustrato pueden inhibir las mismas enzimas antioxidantes (Hodgson & Fridovich,
1975; Aebi, 1984), como también el producto de peroxidacion lipidica dada por la presencia de
ERO (Lee & Park, 1995). Un posible experimento futuro seria analizar la actividad de SOD y
CAT a concentraciones de MZ mas bajas que las utilizadas en este estudio, o con menor
tiempo de exposicion.

En conclusion, el fungicida MZ parece ejercer efectos citotoxicos sobre la linea celular
A549 afectando su proliferacion y causando dafo al ADN; y la respuesta celular a la presencia
de MZ podria darse por medio de una detoxificacion mediante el sistema de GST-GSH. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales y repeticiones de los ensayos para determinar si el
estres oxidativo y el dano genotoxico juegan un papel en estos efectos.

Estos hallazgos subrayan la necesidad de evaluar con mayor profundidad los efectos de
MZ, optimizar la evaluacion de riesgos y fomentar practicas agricolas mas seguras para el ser
humano y el ambiente.
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