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Resumen. A pesar de que el paraquat (PQ) es un herbicida ampliamente utilizado en agricultura y permitido en Argentina, su aplica-
cién indiscriminada ha generado preocupacién sobre los riesgos para el ser humano y el medio ambiente dentro del enfoque de “Una
Sola Salud”. Su toxicidad se debe a la alteracién del ciclo redox del glutatién (GSH) y la induccion de disfuncién mitocondrial, lo que
conduce a muerte celular. En este contexto, las enzimas antioxidantes y las detoxificantes de fase II como glutatién sulfur transferasas
(GSTs) y el GSH actian en concierto para mantener la homeostasis redox. Asi, el presente trabajo propone la determinacién de la
expresién proteica de GST como un biomarcador de efecto a téxicos como el PQ en el organismo modelo Caenorhabditis (C.) elegans.
Mas aun, se presentan aqui evidencias que aportan a datos ya existentes sobre el uso del antioxidante sintético N-acetilcisteina (NAC)
como una estrategia terapéutica para mitigar o prevenir los efectos toxicos del PQ. Los resultados demuestran que la exposicién a PQ
5 mM durante 24 h aumenta la expresién de GST en todo el cuerpo del gusano y que la exposicién a NAC 0,5 mM la restituye parcial-
mente respecto a los animales control. Estos resultados posicionan a C. elegans como una nueva aproximacién metodolégica (NAM)
por su relevancia experimental en la valoracion de la toxicidad de PQ y otras sustancias, asf como su versatilidad para el desarrollo y
validacién de estrategias terapéuticas basadas en mecanismos de dafio téxico.
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Abstract. Although paraquat (PQ) is a widely used herbicide in agriculture and is permitted in Argentina, its indiscriminate appli-
cation has raised concerns about the risks to humans and the environment within the One Health approach. Its toxicity is due to the
alteration of the glutathione (GSH) redox cycle and the induction of mitochondrial dysfunction, leading to cell death. In this context,
antioxidant and phase II detoxifying enzymes such as glutathione sulfur transferases (GSTs) and GSH act in concert to maintain redox
homeostasis. Thus, the present work proposes the determination of GST protein expression as a biomarker of effect to toxicants such
as PQ in the model organism Caenorhabditis (C.) elegans. Furthermore, evidence is presented here that contributes to existing data
on the use of the synthetic antioxidant N-acetylcysteine (NAC) as a therapeutic strategy to mitigate or prevent the toxic effects of PQ.
The results demonstrate that exposure to 5 mM PQ for 24 h increases GST expression throughout the worm's body, and that exposure
to 0.5 mM NAC partially restores it compared to control animals. These results place C. elegans as a new methodological approach
(NAM) due to its experimental relevance in assessing the toxicity of PQ and other substances, as well as its versatility for the develop-
ment and validation of therapeutic strategies based on mechanisms of toxic damage.
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INTRODUCCION

El paraquat (PQ) (dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’-bi-
piridilo) es un herbicida no selectivo de contacto, de-
sarrollado a principios de los afios 60 por Syngenta.
Su uso en la Argentina data de 1967 y cuenta hasta el
presente con el permiso del Servicio Nacional de Sani-
dad y Calidad Agroalimentaria (Senasa). En humanos
la exposicién aguda a PQ produce toxicidad pulmonar,
mientras que su exposicién cronica resulta en dafio en
los ganglios basales que se manifiesta como parkinso-
nismo asociado a la muerte de neuronas dopaminérgi-
cas (Bastias-Candia et al. 2019). La toxicidad del PQ
ha sido asociada a su capacidad de alterar el balance re-
dox celular mediante la deplecién de glutatién (GSH),
el desarrollo de peroxidacion lipidica y disfuncién mi-
tocondrial, lo que condiciona a la célula a contrarres-
tar este ambiente oxidante (Sharma y Mittal 2024).
Ademas del sistema antioxidante enzimatico, uno de
los mecanismos detoxificantes con los que cuentan los
seres vivos para proteger la integridad celular contra
especies reactivas y xenobidticos esté representado por
las enzimas de biotransformacién de fase II denomi-
nadas glutatién S-transferasas (GSTs) que median la
conjugacién del GSH con numerosos sustratos electro-
filicos (Xiang et al. 2023). De este modo, la alteracién
en la actividad y/o expresién de estas enzimas detoxi-
ficantes podria representar un biomarcador de efecto
medible y cuantificable para estimar el dano téxico
inducido por PQ. En base a estas consideraciones, el
abordaje terapéutico con antioxidantes como N-acetil-
cisteina (NAC) ha sido propuesto como una alternati-
va valida para mitigar y/o prevenir las manifestaciones
téxicas inducidas por PQ (Yeh et al. 2006; Gawaram-
mana y Buckley 2011; Tardiolo et al. 2018). El ne-
matodo C. elegans representa una herramienta Ginica
entre los modelos animales por su simplicidad, alta ho-
mologia con genes de animales superiores, disponibili-
dad de cepas transgénicas y la descripcién completa de
su genoma y conectoma (Meneely et al. 2019). A pesar
de tratarse de un invertebrado y de carecer de algunos
4rganos como corazén, pulmones, higado, las caracte-
risticas mencionadas determinan su relevancia en la
valoracién experimental de la toxicidad de xenobidti-
cos como PQ y de posibles intervenciones terapéuticas
basadas en su mecanismo de dafio téxico (Hunt 2016).
Con el fin de determinar como este herbicida afecta la
expresion de la enzima detoxificante GST-4 en C. ele-
gans y evaluar la eficacia antioxidante de NAC, en el
presente estudio se empled la cepa transgénica CL2166
(dvIs19 [(pAF15)gst-4p:GFP:NLS] IIT) adquirida en
el Caenorhabditis Genetics Center (CGC) (https://cgc.
umn.edu/). La isoforma GST-4 se encuentra en la fi-
bra muscular contractil del gusano y se expresa en la
pared corporal, la hipodermis, las células musculares y

54

la faringe (WormBase: https://wormbase.org/search/
gene/gst-4p).

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron entre 50-80 gusanos en el estadio larval
L4 obtenidos por sincronizacion de la cepa CL2166,
que fueron expuestos en medio liquido a PQ 5 mM o
concomitantemente a PQ 5 mM + NAC 0,5 mM por 24
h en agitacién a 20 °C. Las concentraciones empleadas
se basan en resultados previos de curvas concentra-
cién-efecto tanto de PQ como de NAC (Gonzales-Mo-
reno et al. 2023). Al finalizar la exposicion, los gusanos
fueron anestesiados con levamisol 5 mM sobre pads de
agarosa a fin de estimar la distribucién y expresién pro-
teica de GST-4 mediante la observacion de la intensidad
de fluorescencia en un microscopio marca Leica - DMI
8 y posterior anélisis de las imagenes por el programa
Image J (NIH, EE.UU.).

RESULTADOS

Del analisis de los datos (ver Figura 1) se desprende
que el ambiente prooxidante inducido por PQ produ-
cirfa un aumento de la expresién de la enzima GST-4
probablemente como mecanismo compensatorio ante
el estrés quimico inducido por el herbicida, reforzando
asi el rol de esta enzima en el proceso de detoxificacién
de PQ asociado a la disponibilidad de GSH. Estos re-
sultados son coincidentes con los reportados por Sin-
ghal et al. (2011) en los que ratones tratados con una
dosis de 10 mg/kg de PQ muestran niveles cerebrales
de GST incrementados. En este sentido, en otro estu-
dio se evidencié un aumento en la actividad de GST
en varios tejidos de rata expuestos a una dosis de 7,5
mg/kg de PQ (Ray et al. 2007). Por el contrario, en
presencia de NAC se observé una menor intensidad de
fluorescencia, lo que indicarfa una reduccién de la ex-
presién de la enzima probablemente como consecuen-
cia de la accién concomitante de PQ como un agente
pro-oxidante y NAC como antioxidante en un intento
del organismo de restablecer el balance redox celular
resultante de la presencia de PQ. A este respecto, en re-
sultados previos hemos demostrado que NAC 0,5 mM
reduce la mortalidad de C. elegans luego de ser admi-
nistrada en concomitancia con PQ 10-100 mM (Gon-
zales-Moreno et al. 2023). Este efecto podria deberse
ala capacidad de NAC de actuar como un antioxidante
celular en respuesta a estresores ambientales (Oh et al.
2015). Asi, dado el rol preponderante de las defensas
antioxidantes del organismo, los resultados mostrados
en este articulo estin siendo complementados con la
determinacién de la actividad y expresién proteica de
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enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa, defensas enzimaticas y no enzimaéticas para el man-
catalasa y glutatién peroxidasa, asf como de los niveles tenimiento de la homeostasis celular en el organismo
de GSH, a fin de presentar un perfil completo de las modelo C. elegans.
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Figura 1. A) Expresién proteica de GST-4 indicada como unidades de fluorescencia arbitrarias en animales control, expuestos a
PQ y co-expuestos a PQ + NAC. El ANOVA de una via demostré diferencias significativas (p< 0,05) en la semicuantificacién de
la expresién proteica entre los tres grupos estudiados (n=3-4 por grupo). *Denota diferencias significativas con respecto al grupo
control a p< 0,001; *denota diferencias significativas respecto al grupo PQ a p< 0,05 (test de Tukey).

B) Imagenes representativas de cada grupo experimental. Escala: 50 um; magnificacién: 60x.
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