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RESUMEN, RESUMO, ABSTRACT

RESUMEN

El aumento del uso de pesticidas para maximizar el rendimiento agricola ha generado una
creciente preocupacion a nivel mundial debido los efectos adversos de estos compuestos
sobre el medio ambiente y la salud humana. Ademas de afectar a las especies diana, los
pesticidas pueden perjudicar a otros organismos, generar desequilibrios ecoldgicos y
bioacumularse en los tejidos, lo que incrementa su toxicidad a lo largo de la cadena
trofica. En humanos, la exposicion a estos compuestos puede provocar desde sintomas

leves hasta efectos graves e incluso letales, tanto en exposiciones agudas como crénicas.

En este Trabajo de Fin de Grado se evaluaron los efectos citotoxicos de tres pesticidas
ampliamente empleados (metolacloro, metazacloro y clorpirifés) en dos lineas celulares:
Neuro-2a (neuroblastoma murino) y HEK293 Nay1.6 (derivada de rifion embrionario
humano). Se analizaron distintas concentraciones de cada compuesto mediante los
ensayos MTT (tras 72 horas de exposicion) y Alamar Blue (a las 24, 48 y 72 horas de

exposicion).

Los resultados mostraron que ninguno de los pesticidas, a las concentraciones evaluadas,
produjo una disminucion significativa en la viabilidad celular. No obstante, no se pueden
descartar posibles efectos citotéxicos a concentraciones mas elevadas ni otros tipos de
alteraciones celulares, por lo que se consideran necesarias investigaciones adicionales que

permitan ampliar la evaluacion del riesgo asociado a la exposicion a estos compuestos.

PALABRAS CLAVE: pesticidas, plaguicidas, metolacloro, clorpirifés, metazacloro,
citotoxicidad, viabilidad celular, Neuro-2a, HEK293 Nay 1.6, MTT, Alamar Blue.

RESUMO

O uso crecente de pesticidas para maximizar o rendemento agricola xerou unha
preocupacion cada vez maior a nivel mundial debido aos efectos adversos destes
compostos sobre o medio ambiente e a saide humana. Ademais de afectar as especies
diana, os pesticidas poden prexudicar a outros organismos, xerar desequilibrios
ecoloxicos e bioacumularse nos tecidos, o que incrementa a stia toxicidade ao longo da
cadea trofica. En humanos, a exposicion a estes compostos pode provocar dende sintomas

leves ata efectos graves e mesmo letais, tanto en exposicions agudas como cronicas.



Neste traballo de fin de grao avaliaronse os efectos citotoxicos de tres pesticidas
amplamente empregados (metolacloro, metazacloro e clorpirifés) en duas lifias celulares:
Neuro-2a (neuroblastoma murino) ¢ HEK293 Nay1.6 (derivada de ril embrionario
humano). Analizaronse distintas concentracions de cada composto mediante os ensaios
MTT (despois de 72 horas de exposicion) e Alamar Blue (&4s 24, 48 ¢ 72 horas de

exposicion).

Os resultados mostraron que ningun dos pesticidas, nas concentracions avaliadas,
produciu unha diminucion significativa na viabilidade celular. Porén, non se poden
descartar posibles efectos citotoxicos a concentracions mais elevadas nin outros tipos de
alteracions celulares, polo que se consideran necesarias investigacions adicionais que

permitan ampliar a avaliacion do risco asociado 4 exposicion a estes compostos.

PALABRAS CHAVE: pesticidas, praguicidas, metolacloro, clorpirifés, metazacloro,
citotoxicidade, viabilidade celular, Neuro-2a, HEK293 Na,1.6, MTT, Alamar Blue.

ABSTRACT

The increasing use of pesticides to maximize agricultural yield has generated growing
concern worldwide due to the adverse effects of these compounds on both the
environment and human health. In addition to affecting target species, pesticides can harm
other organisms, disrupt the ecological balance, and bioaccumulate in tissues, thereby
increasing their toxicity throughout the food chain. In humans, exposure to these
compounds can lead to a wide range of effects, from mild symptoms to severe and even

lethal outcomes, in both acute and chronic exposures.

In this Final Degree Project, the cytotoxic effects of three widely used pesticides
(metolachlor, metazachlor, and chlorpyrifos) were evaluated on two cell lines: Neuro-2a
(murine neuroblastoma) and HEK293 Nay1.6 (derived from human embryonic kidney).
Different concentrations of each compound were analysed using MTT assay (after 72

hours of exposure) and Alamar Blue assay (at 24, 48, and 72 hours of exposure).

The results showed that none of the pesticides, at the concentrations tested, caused a
significant decrease in cell viability. However, potential cytotoxic effects at higher
concentrations, as well as other cellular alterations, cannot be ruled out. Therefore, further
research is needed to expand the risk assessment associated with exposure to these

compounds.
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KEY WORDS: pesticides, metolachlor, chlorpyrifos, metazachlor, cytotoxicity, cell
viability, Neuro-2a, HEK293 Na,1.6, MTT, Alamar Blue.
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1. INTRODUCCION

El constante crecimiento de la poblaciéon mundial obliga al uso de productos quimicos
para garantizar el suministro adecuado de alimentos y minimizar las pérdidas de la
produccion agricola, ganadera e industrial a causa de las plagas, explicando asi el
creciente uso que han experimentado estos quimicos a lo largo de las ultimas décadas a
nivel global (Garcia et al., 2022). En la figura 1 se puede observar el incremento anual en

el uso de pesticidas desde 1990 hasta 2022.

>
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Figura 1. Uso global de pesticidas por categorias desde 1990 hasta 20022. Figura
extraida de (FAO, 2024)

En consecuencia, también se ha observado un importante aumento de los residuos de estos
compuestos en el medio ambiente (Garcia ef al., 2022), lo que supone un potencial peligro
tanto para los ecosistemas como para la salud publica, y convierte la contaminacion por
pesticidas en un problema de creciente preocupacion para los consumidores y las

autoridades reguladoras (Hassaan & El Nemr, 2020).

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA), los pesticidas son
sustancias que destruyen, previenen o repelen cualquier tipo de plaga, o que pueden ser
usadas como reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes y

estabilizadores de nitrogeno (EPA, 2024).
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Los residuos de pesticidas procedentes de las practicas agricolas, el uso urbano y la
produccion industrial llegan al ambiente acudtico a través de diversas vias, como se puede
observar en la figura 2 (AbuQamar et al., 2024; Rajmohan et al., 2020). Desde el agua,
los pesticidas ingresan en el ciclo hidrico y son transportados a través de los ecosistemas,
recorriendo largas distancias y pudiendo afectar a zonas muy separadas geograficamente

(Hassaan & El Nemr, 2020).

iw’ ? Tratamiento de

‘\» los cultivos

Figura 2. Principales vias de entrada de los pesticidas al medio acudatico. (1) Filtracion
hacia aguas subterrdneas, (2) transporte por el aire y deposicion por precipitacion, (3)
escorrentia hasta el medio acuatico, (4) flujo de drenaje agricola y agua residuales, (5)
evaporacion y deposicion por precipitacion. Figura elaborada con el programa

Biorender (https://BioRender.com), adaptada de (Rajmohan et al., 2020).

El aumento de los residuos de pesticidas en el medio ambiente representa una amenaza
reconocida por las politicas europeas actuales. Una muestra de ello es el Programa LIFE
2025-2027 de la Unidon Europea, un instrumento de financiacion gestionado por la
Agencia Ejecutiva Europea de Clima, Infraestructuras y Medio Ambiente (CINEA), que
contribuye a la consecucion del Pacto Verde Europeo y que esta alineado con los
objetivos del Plan de Accion para la Contaminacion Cero. En concreto, el subprograma
“Economia circular y calidad de vida” promueve las iniciativas orientadas a prevenir y
reducir el impacto de sustancias peligrosas sobre el medio ambiente y la salud humana,
entre las cuales se incluyen los productos fitosanitarios, como los pesticidas (CINEA,

2025; Commission, s.f.; MITECO, s.f.).
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1.1 EFECTOS DE LOS PESTICIDAS EN EL MEDIO AMBIENTE

A parte de las especies diana, los pesticidas también afectan al resto de organismos
expuestos indirectamente a ellos, provocando la disrupcion de la cadena alimentaria, asi
como desequilibrios ecologicos. Una vez que los pesticidas ingresan en el ecosistema,
son absorbidos por los organismos de niveles troficos bajos, como plantas, algas y
pequetios invertebrados. A medida que se asciende en la cadena trofica, las
concentraciones de pesticidas en los organismos aumentan. Este suceso, conocido como
biomagnificacion, ocurre porque los residuos de pesticidas no son eliminados
completamente del organismo, sino que se bioacumulan en los tejidos y organos. Esta
acumulacion puede producirse tanto por la ingestion de presas como por el consumo de
agua contaminada. En consecuencia, los depredadores de los niveles troficos superiores,
como los peces grandes, aves y mamiferos, pueden llegar a acumular niveles elevados de
pesticidas, incluso si su exposicion inicial fue relativamente baja (AbuQamar ef al., 2024;

Hassaan & El Nemr, 2020).

1.1.1 CONTAMINACION DEL MEDIO ACUATICO POR PESTICIDAS

En los ecosistemas acuaticos, los pesticidas alcanzan elevadas concentraciones, lo que
puede resultar letal para las especies que habitan en ellos (Garcia et al., 2019). Estos
compuestos afectan a los organismos tanto de forma directa, interfiriendo con sus
mecanismos bioldgicos, como de forma indirecta, reduciendo sus fuentes de alimento
(como las algas y el plancton), alterando sus habitos alimenticios y deteriorando la calidad

del agua (AbuQamar ef al., 2024; Hassaan & El Nemr, 2020).

Entre los efectos perjudiciales sobre los organismos acuéticos se incluyen dafios en el
ADN, disfunciones endocrinas, inmunosupresion, trastornos reproductivos, aparicion de
tumores, otras lesiones e incluso la muerte (Martyniuk et al., 2020; Okogwu et al., 2022;

Saha & Dutta, 2024; Yang et al., 2021).

1.1.2 EFECTOS PERJUDICIALES DE LOS PESTICIDAS EN LA
SALUD HUMANA

Los humanos estamos expuestos a los pesticidas a través de multiples vias que incluyen

la ingestion de agua y alimentos contaminados, la inhalacion de particulas en el aire y la

14



absorcion a través de la piel durante la manipulacion del producto. (AbuQamar et al.,

2024; Datta et al., 2025; Hassaan & El Nemr, 2020).

Una vez en el organismo, los pesticidas van a provocar efectos letales a dosis minimas
(Rajmohan et al., 2020). La exposicion aguda a pesticidas puede provocar una amplia
variedad de sintomas que se manifiestan durante las primeras 48 horas tras el contacto
con el compuesto, y que van desde molestias leves, como escozor en los 0jos o erupciones
cutaneas, hasta efectos mas graves, como la ceguera e incluso la muerte. Por otro lado,
una exposicion prolongada provoca efectos cronicos que pueden tardar semanas, meses €

incluso afios en desarrollarse (AbuQamar et al., 2024).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio cerca de un millon de
personas sufren intoxicaciones agudas por la exposicion a pesticidas. Ademas, la tasa de

mortalidad varia entre el 0,4 y el 1,9% (Hassaan & El Nemr, 2020).

1.2 ESTRUCTURA QUIMICA Y MECANISMO DE ACCION DE LOS
PESTICIDAS EMPLEADOS

En la siguiente seccion se detallan las estructuras quimicas y los principales efectos de

los plaguicidas evaluados en este Trabajo Fin de Grado, en concreto, dos compuestos

derivados de la cloracetamida y un compuesto organofosforado.

1.2.1 METOLACLORO Y METAZACLORO

El metolacloro (MET, 2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(1-metoxipropan-2-
il)acetamida) y el metazacloro (MTZ, 2-cloro-N-(2,6-dimetilfenil)-N-(pirazol-1-
ilmetil)acetamida) son herbicidas pertenecientes al grupo de las cloracetamidas (Lowry
etal.,2013; Wijewardene et al., 2021). En la figura 3 se observa la estructura quimica de

ambos compuestos.
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Figura 3. Estructura quimica del metolacloro (izquierda) y el metazacloro (derecha).
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Figura realizada con el programa ChemDraw (Revvity Signals Sofware, Inc.).

Los cloroacetamidas, también denominadas cloroacetanilidas, son herbicidas sintéticos
que se caracterizan por una excelente eficacia contra las malezas anuales. Se utilizan en
tratamientos preemergentes (antes de la germinacion) y postemergentes tempranos en una
amplia variedad de cultivos, como el algodon, el maiz, el arroz, el haba y la soja (Chen et
al.,2023; Kyselova et al., 2022; Lamberth, 2016; Liu et al., 2022; Liu et al., 2020; Tadeo
etal.,2019; Zhang et al., 2011).

El efecto herbicida de las cloracetamidas radica en su capacidad para inhibir la elongacion
de los acidos grasos de cadena muy larga (VLCFAs), que tienen como minimo 18-23
atomos de carbono. Al unirse covalentemente a la elongasa, las cloracetamidas bloquean
la sintesis de este tipo de acidos grasos a partir acidos grasos de cadena mas corta,
alterando la division y la diferenciacion celular y otros procesos fisiologicos como el
trafico de membrana, la adaptacion de la planta a condiciones adversas, el
almacenamiento de energia y la sintesis de isoprenoides, flavonoides y proteinas (Batsale
et al., 2021; Boger, 2003; Boger et al., 2000; Deal et al., 1980; Gotz & Boger, 2004;
Haslam & Kunst, 2013; Lamberth, 2016).

1.2.2 CLORPIRIFOS

El clorpirifos (CPF, 0O,0-diethyl-O-[3,5,6-trichloro-2-pyridinol]) es uno de los
insecticidas mas empelados a nivel mundial debido a su bajo coste y a su amplio espectro
de accidn, que incluye a la mayoria de los insectos que atacan a cultivos forrajeros y
plagas que habitan en el suelo (Sandoval ef al., 2019). Su estructura quimica puede

observarse en la figura 4.
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Figura 4. Estructura quimica del clorpirifos. Figura realizada con el programa

ChemDraw (Revvity Signals Sofware, Inc.).

El clorpirifés pertenece a los insecticidas organofosforados, un grupo de compuestos
sintéticos y de amplio espectro. La falta de selectividad de este grupo es consecuencia de
su mecanismo de accion, que consiste en fosforilar a la enzima acetilcolinesterasa
(AChE), inhibiéndola irreversiblemente. La AChE regula la transmision del impulso
nervioso al catalizar la hidrolisis de la acetilcolina (ACh), un neurotransmisor que actiia
en diversos puntos del organismo, lo que explica el efecto sistémico que producen este
tipo de insecticidas. Como resultado de esta inhibicion, el neurotransmisor se acumula en
la hendidura sinaptica, provocando una sobreestimulacion de los receptores colinérgicos
y alterando el funcionamiento normal del sistema nervioso (Aroniadou-Anderjaska et al.,
2023; Colovic et al., 2013; Fukuto, 1990; Gupta et al., 2011; Gupta et al., 2019;
Rathnayake & Northrup, 2016; Tadeo et al., 2019).

En este contexto, la sobreestimulacion de los receptores colinérgicos por una intoxicacion
aguda puede dar lugar al conocido como “sindrome colinérgico”, cuyos sintomas van de
entumecimiento, mareos, temblores, nauseas, calambres abdominales, sudoracion,
salivacion, vision borrosa y depresion respiratoria, hasta la pérdida de conocimiento,
convulsiones e incluso muerte por insuficiencia respiratoria o cardiovascular (Testai et

al., 2010).

1.3 REGULACION LEGAL DE LOS PESTICIDAS

El marco juridico que regula el uso de productos fitosanitarios a nivel europeo se
estructura, entre otras normas, en la Directiva 2009/128/CE del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 21 de octubre de 2009, por la que se establece el marco de actuacion
comunitaria para conseguir un uso sostenible de los plaguicidas (P. Europeo & C. d. 1. U.

Europea, 2009), y en el Reglamento (CE) n.° 1107/2009, del Parlamento Europeo y del
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Consejo, también de 21 de octubre de 2009, relativo a la comercializacion de productos

fitosanitarios (P. Europeo & C. d. a. U. Europea, 2009).

A nivel nacional, la normativa principal en relaciéon con los productos fitosanitarios se
recoge en la Ley 43/2002, de 20 de noviembre, de sanidad vegetal (Espafia, 2002), el Real
Decreto 971/2014, de 21 de noviembre, que regula el procedimiento de evaluacion de
productos fitosanitarios (Espafia, 2014), y en el Real Decreto 1311/2012, de 14 de
septiembre, que establece el marco de actuacion para conseguir un uso sostenible de estos

productos (Espana, 2012).

En relacion con los residuos de pesticidas, las concentraciones maximas permitidas
legalmente se conocen como limites maximos de residuos (LMR). El Reglamento (CE)
n°® 396/2005 recoge la normativa relativa a los LMR en alimentos y piensos de origen
vegetal y animal (Europeo & Europea, 2005), y la Directiva (UE) 2020/2184 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2020 establece las normas de
calidad para las aguas destinadas al consumo humano, incluyendo los niveles maximos

de pesticidas permitidos (Europeo & Europea, 2020).

Cabe destacar que el uso del clorpirifés ha sido prohibido recientemente en la Unidon
Europea mediante el Reglamento de Ejecucion (UE) 2020/18 de la Comision, de 10 de
enero de 2020, en el que no se renueva su aprobacion como sustancia activa debido a sus
efectos perjudiciales para la salud humana, especialmente por su neurotoxicidad durante
el desarrollo prenatal e infantil, asi como por su potencial genotoxicidad (EFSA, 2019;
Europea, 2020). No obstante, su persistencia en el medio ambiente resalta la necesidad

de realizar estudios adicionales (Huang ef al., 2020).
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2. OBJETIVOS

La exposicion a dosis bajas de metolacloro ha mostrado reducir la proliferacion celular,
tanto en fibroblastos humanos como en células de carcinoma hepatocelular humano
HepG2. Sin embargo, existe una inconsistencia acerca de los efectos no deseados de este
herbicida sobre diferentes tipos celulares (Dhanwada et al., 2003; Hartnett et al., 2013;
Lowry et al., 2013).

Por otra parte, numerosos estudios in vitro han reportado la citotoxicidad del clorpirifos
sobre diferentes lineas celulares, entre las que se encuentran la linea clonal derivada de
células madre neurales humanas hNS1, la linea de neuroblastoma humano SH-SYSY, la
linea embrionaria de rinén humano HEK293 y la linea derivada de carcinoma cervical

humano HeLa (Hinojosa ef al., 2024; Li et al., 2015; Sandoval et al., 2019).

Teniendo en cuenta todo ello, asi como la falta de estudios sobre los efectos in vitro del
herbicida metazacloro, en este Trabajo de Fin de Grado se propone el estudio de los
efectos de estos tres pesticidas en las lineas celulares Neuro-2a (derivada de

neuroblastoma de raton) y HEK293 Nay 1.6, centrandose en dos objetivos principales:

e FEstudiar la viabilidad celular de la linea Neuro-2a tras su tratamiento con

diferentes concentraciones de metolacloro, metazacloro y clorpirifos.

e [Estudiar la viabilidad celular de la linea HEK293 Nay 1.6 tras su tratamiento con

diferentes concentraciones de metolacloro, metazacloro y clorpirifos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PESTICIDAS

Para estudiar la citotoxicidad in vitro de los pesticidas se seleccionaron tres compuestos:
metolacloro, clorpirifés y metazacloro, adquiridos a la empresa Dr. Ehrenstorfer GmbH.
El metolacloro se suministrd ya disuelto en acetonitrilo a una concentracion de 100
pg/mL. En cambio, el clorpirifés y el metazacloro se adquirieron en forma sélida y se
disolvieron para preparar soluciones stock de 3697 uM en DMSO (clorpirifés) y, 2040

UM en metanol (metazaclor).

3.2 CULTIVO CELULAR

Para los estudios in vitro se emplearon dos lineas celulares: una de origen murino y otra
de origen humano, que se mantuvieron en cultivo en atmosfera estéril y se trataron con
los compuestos objeto de estudio por un maximo de 72 horas. A continuacion, se detallan

las caracteristicas de las lineas celulares empleadas.

3.2.1 LINEA CELULAR DERIVADA DE NEUROBLASTOMA DE
RATON (NEURO-2A, N2A)

Esta linea fue adquirida de American Type Culture Collection (ATCC). Se trata de células
de neuroblastoma derivadas de la cresta neural de raton (Mus musculus), que se
caracterizan por su alta capacidad de proliferacion y que pueden diferenciarse
rapidamente en células similares a neuronas en respuesta a diversos estimulos, como la
forskolina, el acido retinoico y el dibutiril adenosin monofosfato ciclico (dbcAPM); lo
que las ha llevado a ser ampliamente utilizadas para estudios in vifro en neurociencia y
toxicologia (Hargreaves et al., 2011; Tremblay et al., 2010). En la figura 5 se puede

observar una imagen al microscopio invertido de la linea Neuro-2a.
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Figura 5. Linea celular de neuroblastoma murino Neuro-2a.

Las células N2a se mantuvieron en medio RPMI-1640 (del inglés Roswell Park Memorial
Institute) (Gibco), suplementado con suero fetal bobino (FBS) al 10% (Gibco) y
penicilna-streptomicina al 5% (Gibco). En este caso, el medio RPMI-1640 ya contenia

glutamina; de no ser asi, es necesario suplementarlo con un 1% de la misma.

El cultivo de esta linea se realizé en flasks de 25 cm? (T25), sembrando las células a una
densidad de 80 000 células/mL. Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron células
con 25-36 pases, cultivadas en placas de 96 pocillos a una densidad de 25 X

103células/200 uL, que fueron tratadas una vez que alcanzado el 70% de la confluencia.

Cuando los cultivos alcanzan el 70-80% de la confluencia han de pasarse. Para ellos se
desecha el medio viejo y se lavan las células con HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution).
A continuacion, se anade una solucion estéril de tripsinay EDTA (Gibco), y se deja actuar
durante 2-3 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se golpea suavemente
el flask con la mano para ayudar a que las células se despeguen del todo, lo cual se
comprueba en el microscopio invertido. Para inactivar la tripsina se afiade medio al flask
y la suspension celular se centrifuga durante 5 minutos a 800 revoluciones por minuto
(rpm), retirando un pequefio volumen para realizar el recuento celular en una camara de
Thoma y determinar la densidad celular de la suspension. Una vez centrifugada la
suspension, se desecha el sobrenadante, se resuspende el pellet de células en 10 mL de
medio y se siembra el volumen de suspension celular correspondiente, segtin la densidad
celular, en los flasks y pocillos. Finalmente, estos se mantienen a 37°C, con un 95-98%

de humedad, un 5% CO> y un 95% de aire, cambiando el medio cada 2-3 dias.
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Tratamiento de las células Neuro-2a con forskolina

La foskolina (C22H3407 ) es un diterpenoide de tipo labdano, aislado de las raices de la
planta india Plectranthus barbatus, también conocida como Coleus forskohlii
(Lamiaceae) (Alasbahi & Melzig, 2012; Wagh et al., 2012), cuya estructura quimica se

muestra en la figura 6.

Figura 6. Estructura quimica de la forskolina. Figura realizada con el programa

ChemDraw (Revvity Signals Sofware, Inc.).

Se trata de una molécula liposoluble capaz de penetrar en las membranas celulares y
estimular la adenilato ciclasa (AC) (Wagh et al., 2012), aumentando la concentracion
intracelular de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), un segundo mensajero que
desempefia un papel clave en la diferenciacion celular (Ammer & Schulz, 1997; Bonvallet
etal.,1990; Deng et al.,2001). Ademas, el AMPc va a activar la proteina kinasa A (PKA),
lo que resulta en un aumento del trafico intracelular de proteinas de membrana, como
transportadores de glucosa GLUT4, los canales de cloruro CFTR, los canales de potasio
Ky1.1 y los canales de sodio Nay1.5 (Holman & Kasuga, 1997; Levin ef al., 1995; Zhou
et al., 2000)

Para estudiar la citotoxicidad de los pesticidas en células neuronales diferenciadas, las
células Neuro-2a se cultivaron durante 24 horas en medio sin suero, suplementado con
forskolina a una concentracion de 10 pM (Raposo-Garcia et al., 2023; Tremblay ef al.,

2010).
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3.2.2 LINEA CELULAR EMBRIONARIA DE RINON HUMANO
TRANSFECTADA CON LA SUBUNIDAD a 1.6 DE LOS
CANALES DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE HEK293
NAv(1.6)

Esta linea fue proporcionada mediante un acuerdo de transferencia de material entre los
laboratorios GlaxoSmithKline y el Departamento de Farmacologia de la Facultad de
Veterinaria de Lugo. Se trata de una linea celular con morfologia epitelial que deriva de
la linea HEK293 (células embrionarias de riiéon humano), la cual ha sido transfectada por
electroporacion para sobreexpresar de forma estable la subunidad a6 del canal de sodio
dependiente de voltaje (Burbidge ef al., 2002; He & Soderlund, 2014). En la figura 7 se

puede observar una imagen al microscopio invertido de la linea celular HEK293 Nay1.6.
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Figura 7. Linea celular embrionaria humana HEK293 Na,1.6

Las células HEK293 Nay1.6 se cultivaron en medio DMEM/F12 (del inglés “Dulbecco’s
modified Eagles medium Gibco y Ham's F12”) (Gibco) suplementado con GlutaMAX™
(2 mM; Gibco), solucion de aminoacidos no esenciales MEM al 1% (Gibco), FBS (10%)
y geneticina (0,4 mg/mL; G418 Gibco).

Para el mantenimiento de la linea, las células se sembraron a una densidad de 100 000
células/mL en flasks T25. En los ensayos de citotoxicidad se utilizaron células con 3—14
pases, sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 30 x 103células/200 pL,

que fueron tratadas una vez alcanzaron el 70% de la confluencia.

3.3 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para los estudios de citotoxicidad in vitro, los cultivos celulares fueron expuestos a

diferentes concentraciones de los pesticidas: 0,6 uM, 1,2 uM, 2,5 uM, 5 uM y 10 uM
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para el clorpirifos y el metazacloro; y 0,187 uM, 0,375 uM, 0,750 uM, 1,5 uM y 3 uM
para el metolacloro. Como control de vida se utilizaron pocillos sin tratamiento y como
control de muerte se empled saponina a una concentracion de 20 mg/mL. Asimismo, para
descartar posibles efectos citotoxicos provocados por el disolvente utilizado en las
soluciones de pesticidas, se incluyo un control adicional en el que se afiadio al medio de
cultivo un 0,85% de acetonitrilo para el metolacloro, un 0,27% de DMSO para el

clorpirifés y un 0,49% de metanol para el metazacloro.

Ademas, en los estudios realizados con células Neuro-2a tratadas con forskolina (10 uM),
se incluy6 un control especifico con este compuesto a dicha concentracion para confirmar

su inocuidad en las condiciones experimentales empleadas.

3.3.1 MTT

El ensayo colorimétrico MTT es un método que permite evaluar la viabilidad y
proliferacion celular, siendo especialmente util en estudios de citotoxicidad. Se basa en
la determinacion de la funcién mitocondrial de las células. En concreto, mide la actividad
de la succinato deshidrogenasa, una enzima mitocondrial capaz de reducir el MTT
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), una sal de tetrazolio amarilla
y soluble en agua, a formazan, un compuesto insoluble en agua y de color purpura que no
puede atravesar la membrana plasmatica y se acumula en el interior celular. Al solubilizar
las células, el formazan es liberado y entonces puede ser cuantificado mediante
espectrofotometria (Raposo-Garcia & Vale, 2024). Para la solubilizacion se pueden
emplear diferentes disolventes, como dimetilsulfoxido (DMSO), dodecilsulfato sodico
(SDS) y combinaciones de detergentes con solventes organicos (Kamiloglu et al., 2020).

El fundamento del ensayo se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Reaccion de reduccion del MTT a formazan. Figura realizada con el programa

Biorender (https://BioRender.com).

La capacidad de las células para reducir el MTT refleja la integridad y la actividad
mitocondrial, lo que, a su vez, puede interpretarse como un indicador de viabilidad celular
(Raposo-Garcia & Vale, 2024). De este modo, la cantidad de formazan que se forma es
directamente proporcional al nimero de células viables, ya que las células inviables no

son metabolicamente activas y, por tanto, no pueden reducir el MTT.

Los ensayos de viabilidad celular desarrollados con esta técnica se llevaron a cabo en
placas de 96 pocillos transparentes de fondo plano (Tissue Culture Plate, JET BIOFIL®,
Cat. No. TCP011096). Después de 72 horas de exposicion a las diferentes
concentraciones de pesticidas, se aspir6 el tratamiento de los pocillos y se lavaron con
PBS (del inglés “Phosphate Buffered Saline”; Gibco) para eliminar las células muertas.
A continuacion, se afiadieron 100 pL de una solucién de MTT (500 pg/mL) a cada pocillo
y se dejo incubar 50 minutos a 37°C, en agitacion constante y oscuridad, envolviendo las
placas con papel de aluminio para evitar la degradacion del MTT. Una vez transcurrido
el tiempo de incubaciodn, se aspird el MTT de los pocillos y se afiadid6 SDS para lisar las
células y solubilizar el formazan. EI SDS se dejo actuar durante 4 horas, protegiendo
nuevamente las placas de la luz, tras lo cual se procedid a cuantificar el formazan
mediante la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm, empleando un
lector multimodal de microplacas Synergy 4 (Biotek). Los resultados obtenidos se

analizaron empleando el software GraphPad Prism 8.

Sin embargo, durante la fase experimental se vio que, en los pasos de lavado, parte de las

células se despegaban y se perdian al aspirar el pocillo, llevando a resultados erroneos.
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Ante esta situacion, se modifico el protocolo y se repitieron los ensayos de citotoxicidad
afiadiendo directamente a los pocillos el volumen de MTT necesario para alcanzar una
concentracion final de 500 pg/mL. En la figura 9 se puede observar el aspecto de una

placa después de la realizacion de un ensayo MTT.
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Figura 9. Ensayo de viabilidad MTT en una placa de 96 pocillos. Las células viables
metabolizan el MTT a formazan que, al ser solubilizado, se acumula en el pocillo y le da

un color morado. La intensidad del color es proporcional al numero de células viables.

3.3.2 ALAMAR BLUE

La resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido), también llamada Alamar Blue,
es un tinte azul no fluorescente que es reducido por las células metabdlicamente activas
a resorufina, un compuesto rosado y altamente fluorescente que presenta propiedades
tanto fluorimétricas como colorimétricas en respuesta a la actividad metabdlica. El
cambio de color inducido por esta reduccion es directamente proporcional al nimero de
células y el tiempo de incubacion, cambiando de un azul no fluorescente a una forma
rosada y fluorescente. De esta manera, a medida que disminuye el nimero de células
vivas, también lo hace la intensidad de la fluorescencia (Raposo-Garcia & Vale, 2024).

El fundamento del ensayo se puede observar en la figura 10.
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Figura 10. Reduccion de la resazurina a resorufina. Figura realizada con el programa

ChemDraw (Revvity Signals Sofware, Inc.).

La resazurina es soluble en agua, estable en el medio de cultivo, no téxica y permeable a
través de la membrana celular, por lo que va a permitir una monitorizacion continua. Este
tinte actia como un indicador redox, comportandose como un aceptor de electrones
intermediario en la cadena de transporte de electrones (sin interferir en el proceso normal)
y, medida que la resazurina capta electrones, se produce el cambio de color descrito

(Rampersad, 2012).

Los ensayos de viabilidad celular con esta técnica se llevaron a cabo en placas de 96
pocillos de fondo transparente y paredes blancas (Corning® Costar®, Ref. 3610). Tras el
tratamiento con los pesticidas, se afiadié AlamarBlue™ (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA) en una proporcion del 10% v/v. La fluorescencia se midio a las 24, 48 y 72 horas a
una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una de emisioén de 590 nm, empleando
un lector multimodal de microplacas Synergy 4 (Biotek). Los resultados obtenidos se
analizaron empleando el software GraphPad Prism 8. En la figura 11 se puede observar

el aspecto de una placa después de un ensayo de Alamar Blue.

27



Figura 11. Ensayo de viabilidad mediante Alamar Blue en una placa de 96 pocillos. Este
ensayo se basa en la capacidad de las células viables para reducir la resazurina (azul,
no fluorescente) a resorufina (color rosado, fluorescente). El cambio de color observado
y la intensidad de fluorescencia son proporcionales al numero de células viables en cada

pocillo.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los ensayos de citotoxicidad con metolacloro, clorpirifos y
metazacloro en las lineas celulares Neuro-2a y HEK293 Nay1.6 se expresaron como la
media =+ error estandar de la media (SEM), calculados a partir de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Para comparar las medias entre los distintos
grupos experimentales se empled un analisis de varianza (ANOVA): de una via para los
ensayos MTT y de dos vias para los ensayos Alamar Blue. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas aquellas con un valor de p < 0,05. Tanto el analisis
estadistico como la representacion grafica de los resultados se llevo a cabo con el software

GraphPad Prism 8.
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4. RESULTADOS

En esta seccion se describen los resultados obtenidos en las lineas celulares Neuro-2a y
HEK?293 Nay1.6, correspondientes respectivamente a un modelo de neuroblastoma de
raton y a células humanas que expresan la subunidad a1.6 del canal de sodio dependiente

de voltaje.

Los datos obtenidos mediante el ensayo MTT se expresan en unidades de absorbancia y

los del ensayo Alamar Blue en unidades de fluorescencia.

4.1 VIABILIDAD CELULAR DE LA LINEA NEURO-2A

4.1.1 ENSAYOS REALIZADOS MEDIANTE MTT

Tras 72 horas de exposicion a cada pesticida, se evaluo la viabilidad celular mediante el
ensayo MTT en células Neuro-2a en estado indiferenciado y en células pretratadas con

forskolina 10 uM durante 24 horas para inducir su diferenciacion.

En los ensayos con metolacloro, la absorbancia fue de 1,206 = 0,059 en el control de vida;
1,219 £ 0,036 en el control con disolvente; 1,158 £+ 0,020 en los pocillos tratados con
MET 0,187 uM; 1,193 + 0,052 con 0,375 uM; 1,121 + 0,075 con 0,750 uM; 1,206 +
0,109 con 1,5 uM; 1,134 + 0,009 con 3 uM; y 0,062 + 0,003 en el control de muerte.

Los resultados de absorbancia de los ensayos con clorpirifos fueron los siguientes: 1,394
+ 0,140 en el control de vida; 1,439 + 0,105 en el control con disolvente; 1,349 + 0,086
con CPF a 0,625 uM; 1,387 £ 0,052 a 1,25 uM; 1,386 + 0,090 a 2,5 uM; 1,386 = 0,067 a
SuM; 1,351+ 0,117 a 10 uM; y 0,066 = 0,001 en el control de muerte.

La sefal de absorbancia obtenida para los ensayos con metazacloro fue de 1,282 + 0,016
en el control de vida; 1,266 + 0,069 en el control del disolvente; 1,287 + 0,056 en células
expuestas a 0,625 uM de MTZ; 1,215+ 0,037 a 1,25 uM; 1,286 + 0,023 a 2,5 uM; 1,239
+0,082 a5 uM; 1,248 + 0,066 en células expuestas a 10 uM; y 0,054 £ 0,005 en el control

de muerte.

Con el objetivo de estudiar los efectos de estos pesticidas en células con fenotipo neuronal
diferenciadas, la linea celular Neuro-2a fue tratada durante 24 horas con forskolina 10
UM en medio sin suero. Posteriormente, se evalu6 la viabilidad celular mediante la técnica

MTT tras 72 horas de exposicion a las concentraciones previamente indicadas.
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En los ensayos con MET realizados en células Neuro-2a diferenciadas, la absorbancia fue
de 1,354 £ 0,109 en el control de vida; 1,331 + 0,129 en el control con forskolina; 1,340
+ 0,103 en el control del disolvente; 1,357 + 0,134 en el tratamiento con MET 0,187 uM;
1,376 + 0,147 con 0,375 uM; 1,332 + 0,133 con 0,750 uM; 1,367 + 0,136 con 1,5 pM;
1,371 £ 0,082 con 3 uM; y 0,066 + 0,001 en el control de muerte.

Los resultados de absorbancia de los ensayos con CPF en células Neuro-2a diferenciadas,
fueron: 1,234 + 0,137 en el control de vida; 1,313 £+ 0,124 en el control de forskolina;
1,207 + 0,102 en el control del disolvente; 1,235 + 0,098 a una concentraciéon de CPF
0,625 uM; 1,174 £ 0,121 a 1,25 uM; 1,271 £ 0,097 a 2,5 uM; 1,398 = 0,049 a 5 uM;
1,484 £ 0,089 a 10 uM; y 0,066 = 0,001 en el control de muerte.

La sefial de absorbancia obtenida en los ensayos con MTZ fue de 1,282 + 0,016 en el
control de vida; 1,266 + 0,069 en el control del disolvente; 1,287 + 0,056 en células
expuestas a 0,625 uM de MTZ; 1,215+ 0,037 a 1,25 uM; 1,286 + 0,023 a 2,5 uM; 1,239
+ 0,082 a5 uM; 1,248 £ 0,066 a 10 uM; y 0,066 + 0,001 en el control de muerte.

En la figura 12 se observa que, la exposicion durante 72 horas a concentraciones inferiores
a3 uM de MET, y menores a 10 uM de CPF y MTZ, no afecta de manera significativa a
la viabilidad de las células Neuro-2a, tanto sin diferenciar como diferenciadas con

forskolina 10 pM.
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Figura 12. Viabilidad celular de la linea Neuro-2a tras 72 horas de exposicion a MET
0,178 uM, 0,375 uM, 0,750 uM, 1,5 uMy 3 uMy a CPFy MTZ 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5
uM, 5 uM y 10 uM. La viabilidad se evaluo mediante el ensayo MTT en células sin
diferenciar (A, C y E) y en células diferenciadas con forskolina 10 uM (B, D y F). Los
resultados se expresan como porcentaje con respecto al control de vida y corresponden
a la media =+ SEM de tres experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado.
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4.1.2 ENSAYOS REALIZADOS MEDIANTE ALAMAR BLUE

En los ensayos de viabilidad celular con Alamar Blue se registro la fluorescencia a las 24,

48 y 72 horas de exposicion a los pesticidas.

En los ensayos con MET, a las 24 horas de incubacion, la fluorescencia emitida fue de
1460,6 + 19,1 en el control de vida; 14792,1 + 12,8 en €l control del disolvente; 1486,4 +
37,8 en las células tratadas con MET 0,187 uM; 1484,8 + 38,2 con 0,375 uM; 1442,0 £
29,9 con 0,750 uM; 1456,9 £ 21,0 con 1,5 uM; 1463,1 + 16,7 con 3 uM; y 30,7 + 1,453

en el control de muerte.

Tras 48 horas de tratamiento, la fluorescencia registrada fue de 1689,6 + 33,3 en el control
de vida; 1702,7 + 38,7 en el control del disolvente; 1664,8 + 20,031 con 0,187 uM de
MET; 1666,7 + 51,5 con 0,375 uM; 1608,8 & 28,9 con 0,750 uM; 1672,9 + 32,4 con 1,5
uM; 1715,6 £ 46,4 con 3 uM; y 33,0 = 3,5 en el control de muerte.

A las 72 horas de exposicion, la fluorescencia fue de 1429,3 + 41,9 en el control de vida;
1428,0 + 44,4 en el control del disolvente; 1447,3 + 71,4 en los tratamientos con MET
0,187 uM; 1499,1 + 75,4 con 0,375 uM; 1445,8 £ 61,1 con 0,750 uM; 1441,0 £42,9 con
1,5 uM; 1465,4 = 55,3 con 3 uM y 39,0 £ 3,2 en el control de muerte.

No se observaron variaciones significativas en la sefial de fluorescencia entre los
tratamientos con MET y el control de vida a lo largo de los diferentes tiempos de
exposicion. No obstante, la intensidad de la fluorescencia experiment6 una oscilacion a

lo largo del tiempo, aumentando a las 48 horas y volviendo a disminuir a las 72 horas.

En el caso del CPF, la intensidad de fluorescencia medida a las 24 horas de tratamiento
fue de 1686,1 + 14,7 en el control de vida; 1715,0 + 15,0 en el control del disolvente;
1581,6 = 134,0 a una concentracion de CPF 0,625 uM; 1713,9 + 41,3 a 1,25 uM; 1698.,4
+25,3a2,5uM;1629,2+35,1a5 uM; 1697,7+£ 60,4 a 10 uM; y 31,3 £2.,9 en el control

de muerte.

Transcurridas 48 horas de exposicion, estos valores cambiaron a 1688,7 = 143,9 en el
control de vida; 1685,0 = 166,2 en el control del disolvente; 1685,1 + 189,4 en las células
tratadas con CPF 0,625 uM; 1681,1 £+ 188,6 con 1,25 uM; 1659,3 £ 169,2 con 2,5 uM;
1603,2+165,5 con 5 uM; 1687,2 + 188,3 con 10 uM; y 35,3 £ 1,2 en el control de muerte.
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A las 72 horas con CPF fueron de 1774,9 + 19,3 en el control de vida; 1749,8 + 67,1 en
el control del disolvente; 1767,1 £ 30,4 en las células tratadas con CPF 0,625 uM; 1770,9
+ 23,5 con 1,25 uM; 1764,8 = 40,6 con 2,5 uM; 1723,8 = 62,3 con 5 uM; 1751,8 £ 19,6
con 10 uM; y 52,3 = 2,4 en el control de muerte.

En los ensayos con CPF los valores de la fluorescencia no mostraron una diferencia
significativa respecto al control de vida y la sefial se mantuvo constante durante las

primeras 48 horas, aumentando ligeramente a las 72 horas.

En los ensayos realizados con MTZ, a las 24 horas de exposicion, se registrd una
fluorescencia de 1480,6 + 100,1 en el control de vida; 1531,3 £+ 58,3 en el control del
disolvente; 1566,4 + 51,1 en los cultivos expuestos a MTZ 0,625 uM; 1515,1 + 62,6 a
1,25 uM; 1508,6 + 78,6 a 2,5 uM; 1522,6 £ 99,7 a5 uM; 1522,6 £ 97,3 a 10 uM; y 31,3

+ 2,9 en el control de muerte.

Después de 48 horas de tratamiento, la fluorescencia fue de 1432,4 &+ 96,0 en el control
de vida; 1457,6 = 129,1 en el control del disolvente; 1456,2 + 121,6 en las células con
MTZ a 0,625 uM; 1430,9 + 139,0 a 1,25 uM; 1425,0 = 129,6 a 2,5 uM; 1415,0 £ 137,6
a5 uM; 1446,2 + 164,4 a 10 uM; y 35,3 + 1,2 en el control de muerte.

Al finalizar las 72 horas de exposicion a MTZ, la intensidad de la fluorescencia fue de
1713,7 £ 76,9 en el control de vida; 1755,6 + 60,2 en ¢l control del disolvente; 1748,3 +
60,6 en los pocillos con MTZ 0,625M; 1720,8 + 81,6 con 1,25 uM; 1729,6 + 67,9 con
2,5 uM; 1754,2 + 68,9 con 5 uM; 1748,6 + 87,5 con 10 uM; y 52,3 = 2.4 en el control de

muerte.

La fluorescencia en los ensayos con MTZ no mostro diferencias significativas entre los
pocillos tratados y el control de vida. La sefial se mantuvo constante durante las primeras

48 horas de tratamiento y aument6 a las 72 horas.

En la figura 13 se muestra que la viabilidad celular de la linea Neuro-2a sin diferenciar
no varia significativamente en el transcurso de las primeras 72 horas de exposicion a MET
a concentraciones entre 0,178 uM y 3 uM ni a CPF y MTZ a concentraciones entre 0,625
puM y10 uM.
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Figura 13. Viabilidad celular de la linea Neuro-2a tras 24, 48 y 72 horas de exposicion
a (A) MET 0,178 uM, 0,375 uM, 0,750 uM, 1,5 uM y 3 uM, (B) a CPF 0,625 uM, 1,25
uM, 2,5 uM, 5 uMy 10 uM y (C) a MTZ 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM y 10 uM. La
viabilidad se evalué mediante el ensayo Alamar Blue en células sin diferenciar. Los
resultados se expresan como porcentaje con respecto al control de vida y corresponden
a la media =+ SEM de tres experimentos independientes, cada uno realizado por

triplicado.
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4.2 VIABILIDAD CELULAR DE LA LINEA HEK293 NAv1.6

4.2.1 ENSAYOS REALIZADOS CON MTT

Se expusieron las células embrionarias humanas HEK293 Nay1.6 a MET, CPF y MTZ a
las concentraciones ya presentadas y se estudio la viabilidad tras 72 horas de exposicion

mediante el ensayo MTT.

En los experimentos con MET, la lectura de la absorbancia (en unidades de absorbancia)
fue 1,076 + 0,085 en el control de vida; 1,104 &+ 0,108 en el control del disolvente; 1,113
+ 0,096 en las células expuestas a MET 0,187 uM; 1,012 + 0,202 a 0,375 uM; 1,107 +
0,083 a 0,750 uM; 1,061 £ 0,090 a 1,5 uM; 1,066 += 0,104 a 3 uM; y 0,062 + 0,04 en el

control de muerte.

En los ensayos con CPF la absorbancia fue de 1,149 = 0,065 en el control de vida; 1,159
+ 0,053 en el control del disolvente; 1,176 £+ 0,052 en las células tratadas con 0,625 uM
de CPF; 1,165 + 0,057 con 1,25 uM; 1,132 £ 0,044 con 2,5 uM; 1,190 £+ 0,059 con 5 uM;
1,158 £ 0,055 con 10 uM; y 0,055 + 0,004 en el control de muerte.

Los resultados obtenidos para el MTZ fueron de 1,131+ 0,033 en el control de vida; 1,154
+ 0,043 en el control del disolvente; 1,190 + 0,064 en tratamientos con MTZ 0,625 uM;
1,169 + 0,014 con 1,25 uM; 1,153 + 0,046 con 2,5 uM; 1,101 + 0,041 con 5 uM; 1,163
+ 0,042 con 10 uM; y 0,055 + 0,004 en el control de muerte.

La viabilidad celular de la linea HEK293 Nayl.6 no se vio afectada de manera
significativa por la exposicion durante 72 horas a MET, CPF y MTZ a las concentraciones

descritas, tal y como se observa en la figura 14.
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Figura 14. Viabilidad celular de la linea HEK293 Na,1.6 tras 72 horas de exposicion a
(A) MET 0,178 uM, 0,375 uM, 0,750 uM, 1,5 uM y 3 uM, (B) CPF 0,625 uM, 1,25 uM,
25 uM, 5 uM y 10 uM y (C) MTZ 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM y 10 uM. La
viabilidad se evaluo mediante el ensayo MTT y se expresa como porcentaje con respecto
al control de vida. En los resultados se representa la media + SEM de tres experimentos

independientes realizados por triplicado.
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4.2.2 ENSAYOS REALIZADOS CON ALAMAR BLUE

Igual que se hizo con la linea celular Neuro-2a, se estudio la viabilidad celular de la linea
HEK293 Nay1.6 a las 24, 48 y 72 horas de tratamiento con los pesticidas, empleando la

técnica Alamar Blue.

A las 24 horas, los resultados (en unidades de fluorescencia) de los tratamientos con MET
fueron de 1613,1 + 89,8 en el control de vida; 1684,4 + 56,6 en el control del disolvente;
1659,7 + 21,5 en las células con MET 0,187 uM; 1662,6 = 17,1 con 0,375 uM; 167,8 3
+12,1 con 0,750 uM; 1730,1 £ 32,3 con 1,5 uM; 1687,7 = 14,9 con 3 uM; y 24,3 + 4,1

en el control de muerte.

Después de 48 horas, las intensidades de fluorescencia registradas fueron: 1552,6 + 24,0
en el control de vida; 1611,3 £+ 54,3 en el control de disolvente; 1606,1 + 64,5 en los
pocillos tratados con 0,187 uM de MET; 1595,6 + 69,1 con 0,375 uM; 1618,8 £ 70,5 con
0,750 uM; 16124 + 112,6 con 1,5 puM; 1600,3 = 101,5 con 3 uM; y 26,0 = 5,5 en el

control de muerte.

Al cabo de 72 horas, los resultados obtenidos fueron: 1348,7 + 25,7 en el control de vida;
1419,2 £ 71,7 en el control del disolvente; 1416,3 + 74,8 en ensayos con MET 0,187 uM;
1381,7 £ 93,5 con 0,375 uM; 1418,6 + 87,0 con 0,750 uM; 1395,7 + 132,2 con 1,5 uM;
1395,1 £ 1014,8 con 3 uM; y 26,7 + 6,2 en el control de muerte.

La fluorescencia detectada en los tratamientos con diferentes concentraciones de MET no
mostré una variacion significativa con respecto al control de vida a ninguno de los
tiempos medidos. Sin embargo, la intensidad de la fluorescencia mostrd una disminucion
progresiva con el paso del tiempo, habiéndose registrado los valores mas altos a las 24

horas de tratamiento.

En los ensayos con CPF, la fluorescencia registrada a las 24 horas de exposicion fue de
1654,9 + 25,1 en el control de vida; 1610,2 + 36,7 en el control del disolvente; 1651,6 +
51,0 en pocillos tratados con CPF 0,625 uM; 1650,8 £+ 54,3 con 1,25 uM; 1689,8 + 64,2
con 2,5 uM; 1696,9 = 68,2 con 5 uM; 1691,9 + 73,9 con 10 uM; y 13,7 + 1,9 en el control

de muerte.

Trascurridas 48 horas, los valores fueron: 1603,4 + 59,3 en el control de vida; 1587,0 +

29,9 en el control del disolvente; 1603,0 + 76,4 a una concentracioén 0,180 uM de CPF;
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1622,9 + 44,6 a 1,25 uM; 1635,9 + 84,661 a 2,5 uM; 1682,3 £ 67,6 a 5 uM; 1700,7 +
82,6 a 10 uM; y 24,3 = 1,3 en el control de muerte.

Después de 72 horas de exposicion a CPF, la fluorescencia medida en el control de vida
fue de 1357,0 = 73,5; en el control del disolvente de 1392,9 + 97,0; en las células tratadas
con CPF 0,625 uM de 1393,6 = 152,2; con 1,25 pM de 1425,8 + 144,0; con 2,5 uM de
1457,4 £ 159,8; con 5 uM de 1498,7 + 142,4; con 10 uM de 15633,4 + 164,6; y en el

control de muerte de 36,0 £ 1,7.

En los tratamientos con CPF, de manera similar a como ocurrié con el MET, no se
observo una variacion significativa en la fluorescencia de los pocillos con tratamiento
respecto al control. Por otro lado, en este caso, no se observo una disminucion progresiva
de la sefial a lo largo del tiempo, sino que los valores se mantuvieron relativamente

constantes.

La fluorescencia medida a las 24 horas en los experimentos con MTZ fue de 1567,7 +
68,2 en el control de vida; 1633,1 + 49,1 en el control del disolvente; 1617,7 + 30,0 en
los tratamientos con MTZ 0,625 uM; 1631,6 + 34,8 con 1,25 uM; 16841,6 53,9 con 2,5
uM; 1657,4 + 53,2 con 5 uM; 1687,8 + 63,7 con 10 uM; y 24,3 + 4,1 en el control de

muerte.

A las 48 horas de exposicion al MTZ, las intensidades de fluorescencia detectadas fueron:
1616,6 £ 55,7 en el control de vida; 1692,8 + 57,3 en ¢l control del disolvente; 1685,2 +
66,1 en las células en contacto con 0,625 uM de MTZ; 1661,1 25,4 con 1,25 uM; 1682,8
con 2,5 uM; 1699,1 £ 64,9 con 5 uM; 1735,6 +49,4 con 10 uM; y 24,3 + 1,3 en el control

de muerte.

Finalizadas las 72 horas de tratamiento con MTZ, se registré una fluorescencia de: 1443,8
+ 15,4 en el control de vida; 1566,1 + 36,1 en ¢l control del disolvente; 1533,4 + 38,8 en
las células tratadas con MTZ 0,625 uM; 1502,0 £ 2,9 con 1,25 uM; 1523,1 £+ 66,7 con
2,5 uM; 1563,8 40,9 con 5 uM; 1573,3 + 28,3 con 10 uM; y 36,0 = 1,7 en el control de

muerte.

En el caso del MTZ, no se observaron diferencias significativas en la intensidad de
fluorescencia entre los pocillos tratados y el control de vida a las 24 y 48 horas de
exposicion. Esta tendencia se mantuvo a las 72 horas, salvo en los cultivos tratados con

10 uM de MTZ, donde se registrd6 un aumento significativo de la fluorescencia.
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Asimismo, la intensidad de fluorescencia se mantuvo estable durante las primeras 48

horas de tratamiento, pero disminuyd a las 72 horas.

La variacion de la viabilidad de la linea celular HEK293 Nay1.6 durante las primeras 72
horas de exposicion a MET (0,178 uM-3 uM) y a CPF y MTZ (0,625 pM-10 uM) se
presenta en la figura 15. Se observa que la viabilidad celular no muestra variaciones

estadisticamente significativas a ninguno de los tiempos medidos.
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Figura 15. Viabilidad celular de la linea HEK293 Na.l1.6 tras 24, 48 y 72 horas de
exposicion de exposicion a (A) MET 0,178 uM, 0,375 uM, 0,750 uM, 1,5 uM y 3 uM, (B)
a CPF 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM y 10 uM 'y (C) a MTZ 0,625 uM, 1,25 uM, 2,5
uM, 5 uM y 10 uM. La viabilidad se evaluo mediante el ensayo Alamar Blue y los
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5. DISCUSION

Debido a sus efectos perjudiciales tanto en organismos no diana como en el medio
ambiente, el aumento de la contaminacion por residuos de pesticidas se ha convertido en

un problema de creciente preocupacion a nivel mundial (Hassaan & El Nemr, 2020).

Aunque el uso del clorpirifos fue prohibido en la Uniéon Europea en el afio 2020 (Europea,
2020), se sigue empleando en varios paises a nivel mundial, lo que ha dado lugar a la
presencia de residuos en alimentos importados y comercializados en Europa, como es el
caso de semillas de comino y arroz de la India, frijoles secos de Madagascar, uvas de Iran,
pomelos de Turquia y naranjas de Egipto (EFSA, 2024). Por otro lado, la Agencia
Europea de Medio Ambiente (EEA) ha reportado que el metolacloro fue uno de los
pesticidas que superaron los LMR en aguas superficiales en el periodo comprendido entre

2013 y 2022 (EEA, 2024).

Hasta el momento no se han realizados estudios sobre los efectos in vitro del metolacloro
en las lineas Neuro-2a y HEK293 Nay 1.6, pero se ha observado que este herbicida reduce
significativamente la proliferacion de las células HepG2 a una concentracion de 0,176 pM
(50 ppb), tras 72 horas de exposicion (Hartnett et al., 2013). En el mismo estudio, fue
necesario emplear concentraciones mas elevadas para observar un efecto significativo
tras 24 horas de exposicion, observandose citotoxicidad a partir de 0,352 uM (100 ppb).
Por otro lado, la linea de fibroblastos humanos Det 551 mostré una sensibilidad mayor a
este pesticida, detectandose una disminucion significativa de la proliferacion tras 72

horas de exposicidon a una concentracion de 0,0056 uM (1,6 ppb) (Dhanwada et al., 2003).

En el caso del clorpirif6s, si que existen estudios in vitro en las lineas celulares utilizadas
en este Trabajo de Fin de grado. Se han llevado a cabo numerosos estudios en la linea
Neuro-2a que han reportado la capacidad de este insecticida de inhibir el crecimiento y
producir la retraccion de los axones en células en proceso de diferenciacion y
diferenciadas respectivamente, asi como de provocar la disrupcion de la red de
neurofilamentos. Estos efectos han sido estudiados exponiendo las células diferenciadas
o en proceso de diferenciacion a concentraciones de CPF entre 0-10 uM durante un
maximo de 8 horas, y se han asociado principalmente a alteraciones en la cadena pesada
de los neurofilamentos. Los ensayos de viabilidad celular realizados indicaron que el CPF
no presentaba citotoxicidad para las células tratadas en esas condiciones experimentales

(Flaskos et al., 2011; Sachana et al., 2001; Sindi et al., 2016). Por otro lado, los ensayos
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in vitro realizados con CPF en la linea HEK293 Na, 1.6 sefialaron efectos citotoxicos a
concentraciones comprendidas entre 28,52 uM (10 pg/mL) y 370 uM (Li et al., 2015;
Van Emon et al., 2018).

A pesar de la falta de estudios in vitro sobre los efectos del metazacloro, se ha reportado
que este herbicida no presenta toxicidad en hepatocitos de rata Wistar tras tratamientos
de 4 dias a concentraciones entre 0,5 y 50 uM. Sin embargo, en hepatocitos humanos,
algunos tratamientos con 0,5-25 pM durante el mismo periodo si mostraron toxicidad

(Wiemann et al., 2019).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se eligieron las lineas celulares Neuro-2a y HEK293
Nay1.6 para evaluar los posibles efectos toxicos en lineas celulares de raton y en células

humanas de los tres pesticidas mencionados.

Los resultados de los ensayos de viabilidad celular realizados en la linea Neuro-2a, tanto
mediante la técnica MTT como Alamar Blue, indicaron que tanto el MET (0,187-3 uM),
como el CPF y el MTZ (0,625-10 uM), no ejercen efectos citotoxicos en estas células,
tanto diferenciadas como sin diferenciar, durante las primeras 72 horas de exposicion.
Los resultados de la linea HEK293 Nay1.6 fueron similares a los obtenidos en la linea

Neuro-2a por ambas técnicas.

En el caso del MET, la ausencia de toxicidad observada en ambas lineas celulares difiere
de los resultados de investigaciones previas en células HepG2, realizados en condiciones
experimentales similares. Sin embargo, esta diferencia no resulta sorprendente, ya que la
respuesta a los pesticidas depende no solo de la dosis y el tiempo de exposicion, sino

también del tipo celular.

Esta misma consideracion se aplica al MTZ, cuyos resultados tanto para las células
Neuro-2a como para las HEK293 Nay1.6, coinciden con los obtenidos en hepatocitos de
rata Wistar, pero difieren de los observados en hepatocitos humanos, en los que si se ha

presenciado toxicidad.

Por otro lado, el CPF a concentraciones 0,625-10 uM no result6 ser toxico para la linea
HEK?293 Nay1.6, lo que concuerda con los estudios previos realizados en esta misma
linea. Esto puede deberse a que las concentraciones empleadas fueron insuficientes para
inducir toxicidad en estas células. En cuanto a la linea Neuro-2a, los estudios previos

respaldan la ausencia de toxicidad observada en este trabajo, aunque el tiempo de
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tratamiento en este trabajo fue muy superior (72 horas frente a 8 horas). No obstante, se
ha observado que la exposicion de células Neuro-2a diferenciadas durante 24 horas a
clorpirifés-oxon (un metabolito activo del CPF), tampoco resulta toxica (Sindi et al.,

2016), lo que respalda los resultados obtenidos.

Cabe destacar que, con el objetivo de corregir las variaciones en la fluorescencia
observadas en los ensayos de Alamar Blue, atribuibles a diferencias de densidad celular
entre los distintos pocillos, se intentd cuantificar la cantidad de proteina total mediante el
ensayo de Bradford. Para que el Alamar Blue no interfiriese con la lectura del ensayo
Bradford, fueron necesarios dos pasos de lavado, en los que se observo que las células
Neuro-2a se desprendian al aspirar el pocillo. Este fendémeno podria estar relacionado con
la disrupcion del citoesqueleto de neurofilamentos, descrita en las investigaciones con

CPF en células Neuro-2a.

En esta misma linea, seria necesario realizar estudios adicionales en las lineas Neuro-2a
y HEK293 Nay1.6 utilizando concentraciones mas elevadas, con el fin de profundizar en
los posibles efectos toxicos del MET, CPF y MTZ en estas células. Asimismo, se
requieren investigaciones complementarias, tanto a las concentraciones estudiadas como
a concentraciones superiores, que permitan evaluar los efectos de estos pesticidas sobre

la integridad del citoesqueleto, asi como otros posibles efectos sobre las células.
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6. CONCLUSION

En este Trabajo de Fin de Grado se ha evaluado la citotoxicidad del metolacloro, del
clorpirifés y del metazacloro en las lineas celulares Neuro-2a y HEK293 Nayl.6
empleando dos ensayos de viabilidad celular. Aunque son necesarios estudios adicionales
que permitan completar la caracterizacion de los efectos de estos pesticidas en ambas

lineas celulares, los resultados obtenidos han permitido concluir que:

1. El metolacloro a concentraciones menores a 3uM, asi como el clorpirifos y el
metazaclor a concentraciones menores a 10 uM, no mostraron efectos toxicos en
las células Neuro-2a, tanto diferenciadas como no diferenciadas, tras 72 horas de

exposicion.

2. Tras 72 horas de tratamiento, no se detectaron efectos citotoxicos del metolacloro
a concentraciones inferiores a 3 uM, ni del clorpirifés y metazacloro a

concentraciones inferiores a 10 uM, en la linea celular HEK293 Na,1.6.
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