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Introduccion Procedimiento experimental

» En Argentina: mas de 400 principios activos registrados que se utilizan para formular los % Se emplearon vesiculas unilamelares (SUVs) de DMPC como modelo de membrana bioldgica.

productos quimicos de uso agricola.[1] Si bien ayudan en la produccion de alimentos, el uso Para ello en primer lugar se prepararon vesiculas multilamelares (MLVs) y luego mediante
excesivo e inadecuado puede causar impactos adversos a los suelos, los ecosistemas, la salud sonicacidn se obtuvieron SUVs para realizar los experimentos.

animal y de las personas.
> Es de suma importancia obte.ner mfc?rmauo.n acerca de su compqrtamlento kel e ¢ Las mediciones de SPR se llevaron a cabo en un instrumento BioNavis SPR Navi™ 200
entran en”contacto c.o.n los org,amsmos VIV.(:)S. EX|ster1 nuMerosos trﬁabams qu.e reportfa\,n la multiparametric (MP-SPR).

acumulacion de pesticidas en 6rganos y tejidos.[2] Sin embargo, existe poca informacion a

nivel molecular acerca del comportamiento de los pesticidas cuando se ponen en contacto KR

Se utilizé el método de fusion de vesiculas in situ

. P .

con la superficie celular. para formar bicapas lipidicas soportadas (SLBs) . Y i, fﬁ“

» La espectroscopia SPR (resonancia de Esquema celda SPR en superficies de oro SPR mediante la {{*"jm__ i } R - ‘Q -

plasmones superficiales) es una técnica i refloing modificacion de la superficie con una monocapa .5*-*"; > "’I-ml
uz retriejada i

analitica que permite seguir interacciones autoensamblada de ditiotreitol (DTT).
en tiempo real, sin el agregado de sondas,

inmovilizada en

Fuente de luz

4

** Para evaluar la interaccion de las SLBs con 2,4-D y thiram

entre una contraparte | . . .
. R . ~ Prismasg disuelto en metanol al 1% se inyectaron a flujo constante o\)J\
una superficie y otra libre en la fase movil. Chip de oro o , , o . OH
. c. 3 s DMPC (10 puL/min) soluciones de distinta concentracién para
Los chips de SPR se pueden modificar de . . . : ., .
. , Ly . o @ @: Thiram obtener parametros cinéticos y de interaccion (medidas Cl C|
forma sencilla con vesiculas lipidicas de Flujo de s , :
. s buffer | O \ | por triplicado). Ademas se hizo un blanco con metanol
forma de obtener bicapas lipidicas — ® ® Salida o . iy , . . HC 5
— o — 1%. Cada interaccion se evaludo en una bicapa recién N%
soportadas (SLBs) que representen un ° . ., , /
sistema celular de estudio.[3] O O preparada. Luego de la interaccidon, se regenerd con H5C S-S CHs
' - Triton X-100 al 1% en el buffer de corrida (TRIS 20 mM Thiram }’N\
oH 7,4 + Ca?*2,5 mM). 5 e
Resultados Discusion
/ Caracterizacion SUVs DMPC Pasos sensorgrama SPR \ / Se han descripto los siguientes patrones de\
interaccion de pesticidas con bicapas [4]:
0.5 Patrén A: Patr.c'fn B: Patrén C
DLS TEM Y 1: inyeccion SUVs DMPC Interaccién débil Interaccion fuerte
| - 2: lavado con buffer 5
.: _ oa- 3: inyeccion de Thiram 1 mM > I v g
;fj of 4: pasaje de buffer | €35
» 0.2 (disociacion) _L
- 5: regeneracion con Triton X- Time Time Time
o 100 1% y lavado hasta ,
| alcanz;rylinea de base ¢ Las curvas obtenidas para 2,4-D poseen una
62 + 8 nm e interaccion débil (patrén A) con disociacion

completa.

¢ Por otra parte, el Thiram exhibe una interaccién
fuerte (patron B) con las bicapas de DMPC, con
retencion neta dependiente de la concentracion
de exposicion.

** Segun WHO, ambos pesticidas pertenecen a la

Calculo de

2,4-D - DMPC (SLBs) cubrimiento

Thiram — DMPC (SLBs)

| ' . . clase |l de toxicidad moderada, segun LD
0.20 - E—p—ry | 0.12 1 blanco Ecuacion de “de Feijter” T » €6 50
076 MM 1 |metanol 1% (tOXICIdad aguda):
0.10 - 0.25 mM 2
— 8:2 2” . _ 050 mM 49,1 |ng/cm AO =k = d,, WHO class  Toxicity level Ll,),go fl;m;i the rfzth Examples
g —— blanco metanol 1% ‘é 0.08 - 0.75 mM , FP ~ dn (mg/kg body weight)
2 - S | —1mM 37,7]ng/cm / dc Oral Dermal
\g 0.10 A \g 0.06 - Class Ia Extremely hazardous <5 <50 Parathion, Dieldrin
% 0 ] [: cubrimiento en ng/cm? Class Ib Highly hazardous 5-50 50-200 Eldrin, Dichlorvos
0.05 - _ N9 : coeficiente de sensibilidad del equipo ClassII  Slightly hazardous >2000 >2000 Malathion
(depende de Ay sensor) Class IV Unlikely to present acute = 5000 Carbetamide,
J \ 1 0.02 - ~ 3 04 ng/cm2 hazard in normal use Cycloprothrin
0.00 - “nten o 0.00. \ ' Para capas delgadas (< 100 nm): Esta clasificacion no tiene en cuenta |Ia
— T T ——— 670 nm = 1,0*107 nm/degree. toxicidad cronica, relacionada con |Ia
= 0 o 10 15 20 25 .10 -5 0 5 10 15 20 25

k*d, {

t [min]

\ acumulacion de pesticidas en 6rganos y tejidos./

K 785 nm = 1,9*107 nm/degree. /

Conclusiones

» Se pudieron evaluar las interacciones moleculares puestas en juego entre 2,4-D y Thiram con bicapas de DMPC mediante |la técnica de SPR.

* Los resultados para 2,4-D fueron comparables a los reportados por Moriwaki et al. [4], donde se aprecia una interaccion débil, la cual se correlaciona con la baja acumulacion en tejidos.

* Por otra parte, se muestran por primera vez resultados de interaccion para Thiram con modelos de membrana. Este pesticida, exhibe una interaccion fuerte para la cual se pudo cuantificar el
remanente en ng/cm? de bicapa. Este tipo de interaccion se ha podido correlacionar con acumulacion en tejidos (toxicidad crdénica) [4].

** Este modelo de bicapas permite clasificar pesticidas en cuanto a interaccion débil/fuerte y predecir su efecto de acumulacion en tejidos relacionado con la toxicidad crénica.
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