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RESUMEN

Los compuestos organofosforados (OP) son compuestos sintéticos con efectos
neurotoxicos agudos ya que inhiben a la enzima acetilcolinesterasa. Sin embargo,
estudios recientes indican que los OP poseen diversos blancos moleculares, lo que
podria explicar su participacion en el desarrollo de distintas enfermedades después
de la exposicion cronica. Entre estos blancos se encuentran proteinas del
citoesqueleto como la actina y la tubulina. Estudios in vitro muestran que los
plaguicidas OP y sus metabolitos inespecificos dialquilfosfatos (DAP) pueden alterar
procesos celulares asociados con el citoesqueleto tales como la movilidad, el trafico
vesicular y la fagocitosis, ademas de alterar vias de sefalizacion que son
importantes en el funcionamiento correcto de las células.

Por lo tanto, este trabajo busca evaluar el efecto del malation (plaguicida OP) y sus
metabolitos DAP, sobre la funcionalidad del citoesqueleto asociada a procesos
como la movilidad (ensayo de cierre de herida) y la fagocitosis (captura de particulas
de zimosan), en macrofagos de la linea celular RAW264.7 expuestos a
concentraciones de 0.01-1 uM. Nuestros resultados mostraron que tanto el malation
como sus metabolitos dimetilditiofosfato (DMDTP), dimetiltiofosfato (DMTP) vy
dimetilfosfato (DMP), in vitro redujeron la polimerizacion de actina y retrasaron el
inicio de la polimerizacion de tubulina a concentraciones entre 0.01 y 1 pM. En los
macrofagos, el malation y sus metabolitos (0.01 pM) indujeron morfologias
alargadas, pseudopodos, filopodios y estructuras ramificadas de actina por todo el
cuerpo celular. Cuando evaluamos el efecto sobre la migracion celular, observamos
que el DMTP y el DMP indujeron significativamente la migracion celular, con efectos
mayores a concentraciones bajas (0.01-0.1 uM) . Por otro lado, no se observaron
efectos relevantes sobre la capacidad fagocitica.

Estos cambios en el citoesqueleto de actina y el incremento en la migraciéon celular
sugirieron la participacion de los DAP en la activacion de las GTPasas pequefias,
proteinas reguladoras del re-arreglo del citoesqueleto de actina y tubulina.
Observamos que el malatién y el DMP 0.01 uM inhibieron la actividad de la GTPasa
RhoA, mientras que el DMTP y el DMP (0.01 pM) indujeron la actividad de Racl y
Cdc42 desde los 5 min y hasta las 2 h. La inhibicidbn quimica de la activacion de
Racl y Cdc42 previno los efectos del DMP sobre el citoesqueleto, mostrando que
los efectos de los DAP son dependientes de la via de Racl y Cdc42. Estos
resultados sugieren que los OP metilados, especialmente el DMP, pueden interferir
en funciones celulares asociadas al citoesqueleto a través de la activacion de Racl
y Cdc42. Estas GTPasas podrian representar blancos moleculares no-colinérgicos
implicados en los efectos toxicos producidos por la exposicion a los compuestos
OP.



ABSTRACT

Organophosphate compounds (OP) are synthetic substances with acute neurotoxic
effects because of their inhibition of acetylcholinesterase. However, recent reports
showed that OP has diverse molecular targets, which may explain its role in the
development of diseases related to OP chronic exposure. Among these molecular
targets, we can identify cytoskeletal proteins such as actin and tubulin. In vitro
reports in different cell lines revealed that OP and its metabolites dialkylphosphates
(DAP) affect cellular activities related to the cytoskeleton, such as cell motility,
vesicular transport, and phagocytosis, in addition to the alteration of cell signal
pathways, which are essential for the correct performance of cells.

For that reason, this work evaluated the effect of malathion (an OP pesticide) and its
DAP metabolites, on cytoskeleton functionality related to cellular process as motility
(wound healing assay) and phagocytosis (zymosan particles capture), using the
macrophage murine cell line RAW264.7 exposed to concentrations of 0.01-1 puM.
Our results showed that malathion and its metabolites dimethyldithiophosphate
(DMDTP), dimethylthiophosphate (DMTP), and dimethylphosphate (DMP), in vitro,
reduced the actin polymerization and delayed tubulin polymerization at 0.01 yM and
1 pM. On murine macrophages, malathion, and its DAP (0.01 uM) produced
widespread morphologies pseudopods, filopodia formation, and branched actin
structures. When we evaluated the effect on cell migration, we observed that DMTP
and DMP significantly induced cell migration, showing the greatest induction at the
lowest concentrations (0.01-0.1 uM). Also, no similar effects were observable in the
phagocytosis assay.

The changes in actin cytoskeleton and the enhanced cell migration suggested a role
of DAP in the activation of the cytoskeleton regulation proteins, such as small
GTPases, regulatory proteins related to the re-arrangement of actin and tubulin
cytoskeleton. We observed that malathion and DMP at 0.01 pM inhibited the RhoA
GTPase activity, while DMTP and DMP (0.01 uM) increased Racl and Cdc42 activity
from 5 min up to 2 h. The chemical inhibition of Racl and Cdc42 prevented the
effects of DMP in the cytoskeleton, showing that cytoskeleton alterations caused by
DAP depend on the Racl and Cdc42 pathways. Our results suggest that methyl OP
and its DAP, specially DMP, interfered in cellular functions related to the
cytoskeleton through the activation of Racl and Cdc42 GTPases, that may represent
non-cholinergic molecular targets that can be related to toxic effects produced by
the OP compound exposure.
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1. INTRODUCCION

1.1Compuestos Organofosforados

Los compuestos organofosforados (OP) abarcan una gran variedad de ésteres y/o
tiolésteres del acido fosférico. La estructura quimica general de estos compuestos
consiste en un atomo central de fésforo con enlaces fosforicos (P=0) o tiofosforicos
(P=S) (Elersek y Filipi, 2011) representados de manera general con la formula
mostrada en la Figura 1. Dos sustituyentes alquilicos (R1 y R2) estan directamente
unidos al &tomo de fosforo o mediante enlaces con &tomos de oxigeno o de azufre.
El grupo saliente (X) puede referirse a distintos sustituyentes como grupos
halogenados, alifaticos, aromaticos o heterociclicos. Estos sustituyentes se liberan
cuando la molécula se hidroliza por enzimas como las fosfotriesterasas o bien al

interaccionar con proteinas blanco (Sogorb y Vilanova, 2002).

(S)0 R: metilo, etilo
P—O(S)-X X alquilo, arilo, halégenos
—~
R2-0 \ heterociclos

O—R1

Figura 1. Formula general de los compuestos OP.

Los primeros OP se sintetizaron en Francia en el siglo XIX con la intencion de
desarrollar insecticidas y nuevos agentes bélicos. En la actualidad, se sintetizan
gran variedad de compuestos OP entre los que se encuentran plaguicidas (malation,
paration, diazinén, clorpirifos, etc.), agentes bélicos (soman, sarin, tabun, entre
otros), agentes oftalmicos (ectotiofato, isoflurofato), antihelminticos (triclorfén),
herbicidas (tribufos, merfos), asi como solventes, plastificantes, aditivos de alta

presion para lubricantes, retardantes de flama, entre otrasotros. (Terry, 2012).
1.1.1 Dialquilfosfatos (DAP)

Los Dialquilfosfatos (DAP) son compuestos OP altamente polares, acidos y solubles
en agua, conocidos por ser productos del metabolismo de los plaguicidas OP tras

reacciones de hidrolisis, desalquilaciones o desulfuraciones oxidativas mediadas
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por enzimas del citocromo P450 y algunas esterasas (Figura 2) (Kavvalakis y
Tsatsakis, 2012).

Compuesto padre Oxén
i ||
||
NADPH, O2
— ——p P—o—x —25T
s O/ v 97X Tcypaso R0~ N ° Conjugado GSH
O—R: O R4
NADPH, O CYP450\J
||
P—OH -
& & RO~ + X—OH
P— - —g—%— e
R-0" '\ OH " +Xx—o0H R-07 '\ Dialquilfosfato
O—R: O—R:
Dialquilfosfato Producto hidroxilado

Figura 2. Metabolismo general de los plaguicidas organofosforados (Buratti et al., 2007).

De este grupo de compuestos se han identificado al menos seis compuestos DAP:
el dimetilditiofosfato (DMDTP), el dimetiltiofosfato (DMTP), el dimetilfosfato (DMP),
el dietilditiofosfato (DEDTP), el dietiltiofosfato (DETP) y el dietilfosfato (DEP) (Figura
3). Algunos reportes refieren que el tiempo de vida media de estos metabolitos
pueden llegar a ser igual o mayores a 100 h en el organismo, siendo mayor que el
tiempo de vida media de los compuestos padres que los originan. Esto, aunado a
su estabilidad, son los motivos por los cuales los DAP se emplean como
biomarcadores de exposicion a los plaguicidas OP, principalmente evaluados en
muestras de orina, aunque algunos estudios reportan su deteccidn en otras matrices
como cabello, sangre, fluido amnidtico, meconio, leche materna, entre otras, tanto
en poblacidon general como en personas ocupacionalmente expuestas (Drevenkar
et al., 1993; Kavvalakis y Tsatsakis, 2012; Vasili¢ et al., 1992).
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(l)CHs
HS—P=S
|

OCHs

Dimetilditiofosfato (DMDTP)
pKa = 1.50

(l)CHzCHa
HS—P=S

|

OCHzCHs-

Dietilditiofosfato (DEDTP)
pKa = 1.62

Cl)CHs
HO—P=S
|

OCHs

Dimetiltiofosfato (DMTP)
pKa = 1.37

|OCH20H3
HO—P=S

|

OCH2CHs

Dietiltiofosfato (DETP)
pKa = 1.49

(I)CHa
HO—P=0
I

OCH

Dimetilfosfato (DMTP)
pKa =1.25

IOCHzCHs
HO—P—=O0O

|

OCHz2CHs

Dietilfosfato (DEP)
pKa =1.37

Figura 3. Estructuras y constantes de ionizacién de los dialquilfosfatos (Duggan et al.,
2003).

1.1.2 Efectos Bioldgicos

Los compuestos OP se unen de manera covalente a los residuos de serina del sitio
activo de las enzimas en la superfamilia de las serina hidrolasas (Lockridge y
Schopfer, 2010) tales como la acetilcolinesterasa (AChE), la butilcolinesterasa
(BChE) y la carboxilesterasa hepatica (ali-esterasa), la paraoxonasa (A-esterasa) y
otras esterasas no especificas (Soltaninejad y Abdollahi, 2009). La inhibicion de la
AChE representa el efecto adverso més significativo tras exposiciones agudas, ya
gue se trata de una enzima critica para controlar adecuadamente la transmision
nerviosa a distintos 6rganos, asi como dentro del sistema nervioso central. La
acumulacion de la acetilcolina provoca efectos neurotoxicos llevando a un aumento
de la actividad secretora de algunos Organos, alteraciones en el sistema
cardiovascular y respiratorio y conduciendo a fallas respiratorias y muerte (Bates y
Campbell, 2008).

Sin embargo, la exposicién crénica a bajas de compuestos OP que no inhiben la
actividad de la AChE, se asocian al desarrollo de algunas patologias como el déficit
cognitivo, la enfermedad de Parkinson, la disfuncién neuroldgica, la enfermedad de
la guerra del Golfo y depresién entre otras (Lockridge y Schopfer, 2010). También
se asocian con el incremento en la frecuencia de aparicién de algunos tipos de

cancer como de prostata, leucemia, linfoma de no-Hodgkin, de tiroides, entre otros
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(Band et al., 2011; Eriksson, et al.,, 2008; Lerro et al., 2015; Mahajan, et al.,
2006)(Band, et al., 2011; Eriksson, et al., 2008; Lerro et al., 2015; Mahajan, et al.,
2006), alteraciones embrionarias, infertilidad, asma y bronquitis (Harley et al., 2011;
Sanchez-Pefia et al., 2004; Ye et al.,, 2013), por mencionar algunas. La gran
variedad de efectos a largo plazo, que se asocian con la exposicion cronica a bajas
de compuestos OP, ha llevado a sugerir que estos compuestos poseen otros
blancos moleculares ademés de la AChE y otras hidrolasas que puedan contribuir
a explicar los efectos retardados y persistentes tras la exposicion crénica a OP
(Terry, 2012).

El grupo de Lockridge y colaboradores encontraron que algunos compuestos OP,
entre los que se encuentran plaguicidas (clorpirifos, diclorvos, dimetoato, diazinén),
y algunos agentes de guerra (soman, sarin) son capaces de formar aductos con
distintas proteinas (Tabla 1). Estos estudios sefialan que los OP pueden interactuar
de manera covalente con residuos de tirosina y de lisina, ademas de los ya descritos
residuos de serina, lo que altera la funcionalidad de las proteinas al bloquear o
alterar los estados de fosforilacion o acetilacion (Terry, 2012). Esto afectaria a
distintos procesos celulares entre los que se incluyen la regulacion del ciclo celular,
la remodelacion de la cromatina, la replicacion del ADN, la transcripcion, la funcion
de las proteinas chaperonas y la remodelacién del citoesqueleto (Lockridge y
Schopfer, 2010). Estudios recientes encontraron ademas que la formacion de
aductos en los residuos de lisinas, especificamente en los plaguicidas OP como el
clorpirifos, diazinbn y diclorvos, son capaces de generar entrecruzamientos
isopeptidicos con residuos de acido glutamico o aspartico dentro de la misma
proteina. (Lockridge y Schopfer, 2023) La formacion de este enlace covalente
resulta en agregados de mayor peso molecular, principalmente identificados en la
tubulina durante ensayos in vitro (Schopfer y Lockridge, 2018). Aungue aun no se
ha evaluado la relevancia toxicol6gica de la formacion de estos agregados, los
autores sugieren que dichos agregados isopeptidicos podrian estar relacionados

con los efectos no colinérgicos de los compuestos OP.
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Entre las proteinas identificadas como potenciales blancos no colinérgicos de los

compuestos OP, encontramos a la actina, la tubulina, algunas proteinas de

filamentos intermedios (Tabla 1) y otros componentes principales del citoesqueleto.

Tabla 1. Proteinas identificadas con aductos de OP en residuos de tirosina y/o lisina.

Proteina

Péptido

Referencia

AlbGmina humana

AlbUmina bovina
AlbUmina de ratén

Alfa tubulina bovina

Beta tubulina bovina
Beta tubulina de ratén
Transferrina humana
Kinesina Humana
Transferrina de ratén
ATP sintasa de raton

Queratina 1 humana

Actina bovina

Cofilinaly 2

NALLVRY41: TKKVPQ
AFK212AWAVAR
Ks14aVPQVSTPTLVEVSR

Y111 TKK414aVPQVSTPTLVEVSR
LK199CASLQK

LAK3s5: TYETTLEK
NALIVRY 410 TRKVPQ
NAILVRY 41: TQKAPQ
YEKLGEY 401 GFQNAI
EVRTGTYgRQLFHP
DVNAAIATIK33 TK

LSVDY 16:GK1e3K
LDHK394FDLMYAK
EATGGKSssY50VPRAVL
SRGSQQY2s1RALTVP
SKIREEY15ePDRIMN
LERINVYs50YsiNEATGN
RKPVDEY257KDCHLA
RKPVEEYs9sANCHLA
YLVRASY157LEIYQE
RKPVDQY257EDCY 2:LARIPS
QKILQDY43:KSLQDI
LEQONQVLQTK211WELLQQVD
TSTR
VAPEEHPTLLTEAPLNPK;113AN
DLTDYLMK01ILTER
EITALAPSTMK326IK
YALYgsDATYETK

(Li, et al., 2007)

(Schopfer, et al., 2005)
(Lockridge y Schopfer, 2010)

(Grigoryan et al., 2008)

(Grigoryan et al., 2008)
(Schopfer et al., 2010)
(Li et al., 2009)
(Grigoryan, et al., 2009)
(Li et al., 2009)
(Grigoryan, et al., 2009)
(Grigoryan, et al., 2009)

(Grigoryan, et al., 2009)

(Bui-Nguyen, et al., 2014)

1.1.3 OPy el Citoesqueleto

Estudios in vitro demuestran que la exposicién a plaguicidas OP puede alterar la

morfologia y la organizacion del citoesqueleto, asi como modificar algunas
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funciones que requieren de una re-organizacion de sus componentes. En 2001,
Carlson y Ehrich observaron que la exposicion a paration y paraoxén en células de
neuroblastoma SH-SY5Y, produce una disminucion en el contenido de
microfilamentos de actina y una reorganizacion de la proteina, cambiando de
filamentos a sefiales punteadas (Carlson y Ehrich, 2001). En 2003, Cabello y
colaboradores encontraron que la exposicion a malation (16 a 128 pg/ml)
ocasionaba cambios morfoldgicos, aparicion de vacuolas perinucleares, asi como
pérdida de adhesion de las células de cancer de mama MCF-7. Estos cambios se
explicaron por la disminucion de la expresion de moléculas de adhesion como la E-
cadherina y la [p-catenina, asi como cambios en la distribucion de los
microfilamentos, pérdida de la sefial de la faloidina conjugada con isocianato de
tetrametil rodamina B (marcador de actina) y deformacion de estructuras tipo
lamelipodios, ademas de un aumento en la expresion de las GTPasas RhoA y Racl
(Cabello et al., 2003).

Por su parte, Schafer y colaboradores en 2013 observaron alteraciones en la
morfologia de células dendriticas derivadas de la linea celular THP-1 tras la
exposicion a plaguicidas OP tales como dimetoato y clorpirifos, pues registraron un
acortamiento y dafio de las dendritas de estas células. Ademas se observo la
reduccion de la fosforilacion y la actividad de proteinas implicadas en vias de
sefalizacion como Akt y ERK (Schéafer et al.,, 2013). En 2014, Bui-Nguyen y
colaboradores encontraron que la exposicion a diclorvos en células hepaticas
humanas HepaRG gener6 aductos con distintas proteinas, entre las que
encontraron actina, tubulina y cofilina. Ademas, encontraron que la exposicién por
4 h era suficiente para incrementar la cantidad de proteinas como actina y tubulina,
y de manera contraria, una exposicion por 24 h causaba una reduccion en la
concentracion relativa de proteinas estructurales, asi como de proteinas
reguladoras del citoesqueleto. Un analisis in silico de sus resultados revelé que la
formacion de aductos de diclorvos podria afectar maltiples funciones celulares como
la adhesion y la remodelacion, la diferenciacion y el transporte celular (Bui-Nguyen
et al., 2014). El grupo de Terry y colaboradores ha reportado que la exposicion a

concentraciones nanomolares de clorpirifos, clorpirifos oxon y
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diisopropilfluorofosfato (DFP) puede alterar el transporte vesicular en axones de
células nerviosas de ratas. Dado que el efecto fue similar entre estos plaguicidas
OP, los autores sugieren que a pesar de las diferencias quimicas, los compuestos
OP afectan de manera similar el transporte vesicular anterégrado (Gao et al., 2017;
2016).

Por otro lado, en un estudio previo describe que el metabolito dialquilfosfato
metilado DMTP indujo la formacion de micronlicleos a partir de efectos
aneuploidogénicos (Herndndez-Toledano et al., 2020), es decir, por la alteracion de
los elementos de la maquinaria de segregacién cromosOmica, entre los que
destacan el citoesqueleto de tubulina y sus proteinas motoras, lo que sugiere que
al igual que otros compuestos OP, los metabolitos DAP podrian afectar elementos

del citoesqueleto.
1.2Citoesqueleto

El citoesqueleto es una estructura dinamica que se extiende desde la membrana
plasmatica y la envoltura nuclear y tiene como funcion dar forma y mantener la
organizacion interna de la célula, ademas de proveer soporte mecanico que permite
alas células llevar a cabo funciones esenciales como la replicacion, la diferenciacion
y el movimiento. El citoesqueleto se compone de distintos elementos entre los
cuales destacan los microfilamentos de actina, los microtibulos (MT) de tubulina y
otras proteinas que conforman los filamentos intermedios (Ramaekers y Bosman,
2004).

1.2.1 Actina

Los microfilamentos (F-actina) de aproximadamente 7 nm de diametro, son uno de
los tres componentes filamentosos del citoesqueleto, los filamentos consisten
principalmente de actina monomérica, la cual forma un polimero helicoidal de
moléculas de actina globular (G) y algunas proteinas de union a actina, que en
conjunto contribuyen a formar varios tipos de estructuras de (Ohashi et al., 2017).
La red de microfilamentos de actina es importante para formar las estructuras

subcelulares que participan en distintas funciones celulares tales como la forma de
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la célula, el movimiento y el trafico de membranas como la fagocitosis y la autofagia
(Mostowy y Shenoy, 2015).

1.2.2 Tubulina

Los MT son polimeros largos formados por 13 protofilamentos asociados
covalentemente y conformados por heterodimeros de alfa/beta tubulina que forman
tubos huecos de aproximadamente 25 nm de diametro (Vicente-Manzanares y
Sanchez-Madrid, 2004). En conjunto los MT con las proteinas asociadas a
microtubulos (MAPS) y proteinas motoras como las dineinas y las kinesinas,
participan en varias actividades celulares como el transporte vesicular, la formacion
del huso mitético, la formacién de cilios y la polarizacién de células (Ohashi et al.,
2017).

1.2.3 Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son estructuras de aproximadamente 10 nm de
didmetro. Las proteinas de estos filamentos las codifican poco mas de 65 genes.
Las proteinas estan repartidas en una clasificacion de 5 tipos, de acuerdo con sus
dominios, secuencia y la estirpe celular. La queratina, la vimentina, la desmina, la
periferina y la proteina acida fibrilar glial, y los neurofilamentos son ejemplos de
estas proteinas, las cuales tienen diversas funciones especificas dependiendo del
tipo celular (Oshima, 2007). Estos filamentos no polares poseen un comportamiento
menos dinamico que los MT, sin embargo, son estructuras méviles y flexibles que
proveen, entre otras cosas, mecano-proteccion, ademas de regular una variedad de

sefiales de crecimiento y estrés celular (Mostowy y Shenoy, 2015).
1.2.4 GTPasas

En el funcionamiento del citoesqueleto, ademas de los elementos filamentosos,
participan proteinas reguladoras del citoesqueleto, tales como las proteinas de la
familia de las Rho GTPasas, principalmente RhoA, Racl y Cdc42. Se requiere la
activacion de estas proteinas para dirigir distintos procesos celulares como la
citocinesis, la adhesion y la motilidad, asi como el trafico vesicular, la pinocitosis y

la fagocitosis (Collard, 1996) (Figuras 4 y 5). Las Rho GTPasas pueden encontrarse
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en dos estados interconvertibles; un estado activo unido a GTP y un estado inactivo
unido a GDP, funcionando como interruptores. Los cambios entre los estados unido
GTP o GDP se regulan por inhibidores de la disociacion de nucleétidos de guanina
(GDI), proteinas activadoras de GTPasas (GAP) y factores intercambiadores de
nucledtidos de guanina (GEF), encargados de catalizar el intercambio entre GTP y
GDP (Biro et al., 2014).

Una vez que se activan, las proteinas de la familia Rho pueden cumplir diversos
papeles en la remodelacién del citoesqueleto. RhoA influye directamente en la
generacion de la fuerza contrctil, via miosina, a través de las cinasas asociadas a
Rho (ROCK), asi como en la cinética de la polimerizacion de actina a través de las
forminas como mDia, necesaria para formar fibras de estrés y puntos de adhesiones
focales. Durante la migracion, favorece la maduracion de sitios de adhesion
definiendo la parte posterior de la célula, también conocida como urépodo
(Mammoto et al., 2004). Las GTPasas Rac son moduladoras pleiotropicas de una
variedad de procesos celulares, incluyendo la dinamica de polimerizacion de la
actina y la formacion de protrusiones de tipo laminar tales como lamelipodios o
prolongaciones temporales con filamentos de actina ramificados conocidos como
pseudopodos, que definen el frente de la célula. La formacion de estas estructuras
ocurre via proteinas de la familia WAVE para activar al complejo Arp2/3, implicado

en la nucleacién de actina (Biro et al., 2014) (Figura 4).

Por su parte, Cdc42 es uno de los principales moduladores del citoesqueleto, ya
gue participa en procesos como la migracion, la polarizacion de las células y el
trafico vesicular (Figura 5). Se requiere Cdc42 activa para formar lamelipodios y
filopodios via proteinas de la familia WASp y Arp2/3, que son necesarios para dar
direccién durante la migracion celular (Biro et al., 2014). Cdc42 también participa en
la polaridad de la célula al contribuir en la localizacion del centro organizador de
microtubulos (MTOC) y el aparato de Golgi durante procesos como la migracion y

la fagocitosis (Ridley et al., 2003).

Para cumplir de manera eficiente con distintas funciones celulares, se requiere de

una regulacién fina del citoesqueleto que permita la reorganizacion de las
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membranas, la localizacién de receptores, el reclutamiento de intermediarios de
vias de sefalizacion, cambios en la morfologia de las células, asi como la induccion
y/o inhibicion de actividades celulares que lleven a la activacion, la proliferacion y la

supervivencia (Vicente-Manzanares y Sanchez-Madrid, 2004).
1.2.5 Cinasas

Ademés de las GTPasas pequefias, las cinasas de la familia Src (SFK) tienen un
papel importante en el funcionamiento del citoesqueleto. Estas cinasas regulan vias
de sefalizacién rio abajo de varios receptores de membrana implicados en el
desarrollo, la adhesiéon y la migracion celular, asi como en la funcién de células
inmunes. Por ejemplo, cinasas como Src, Hck, Fgr y Lyn participan en la motilidad,
asi como en la formacion de la copa fagocitica y polimerizacion de actina en
macrofagos (Abram, 2008; Berton et al., 2005).

Aungue el citoesqueleto es importante en todos los tipos celulares, en algunas de
las células como las del sistema inmune cumple mayor cantidad de funciones, ya
gue participa en mas funciones esenciales como: activacion, migracion, la
fagocitosis, la presentacion de antigenos, secrecion de citocinas, reciclamiento de
receptores, el trafico vesicular y las interacciones célula-célula.

Retraction Contraction Adhesion Protrusion

RhoA-GTP P> 7
R e RacﬂCchZ Racﬂ(:doat
¢ GTP /{

e -GDP
ORI e —

Rear Front

Direction of migration

Figura 4. Representacion esquematica de la migracion celular divida en 4 fases: la
generacion de protrusiones delanteras, adhesion celular, contraccion para la generacion de
la fuerza requerida para la movilidad y la retraccion del extremo posterior. MTC, centro
organizador de MT; FA, adhesiones focales; GAP, proteinas activadoras de GTPasas; GEF,
factor intercambiador de guanina; (Modificado de Simon y Hilbi, 2015).
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Figura 5. Esquema representativo del papel del citoesqueleto durante la fagocitosis
mediada por receptores de la fraccion cristalizable gamma (FcyR) y presentacién de
antigenos. Una vez reconocido el antigeno, las cinasas de la familia Src (SFK) se encargan
de activar las GTPasas pequefas para la formacién de la copa fagocitica, la reubicacion
del centro organizador de microtubulos (MTOC), asi como de atraer MT que faciliten el
transporte del fagosoma y la presentacion de antigenos (Modificado de Wen-et al., 2016).

Por ejemplo, la activacion de la respuesta inmune adquirida estd mediada por la
presentacion de antigenos por parte de células presentadoras (APC), tales como
los macréfagos y las células dendriticas, sirviendo como una interfaz entre ambos
tipos de respuesta (innata y adquirida). Durante este proceso, las células requieren
de una reorganizacion de sus componentes, dando una orientacion y generando
una polaridad en la célula, el aumento de la expresion de receptores para facilitar el
reconocimiento de antigenos y células efectoras, cambios de morfologia como la
generacion de estructuras celulares como lamelipodios y filopodios que permita el
movimiento y la fagocitosis, asi como del transporte vesicular durante el
procesamiento de antigenos y secrecion de citocinas. En éstos procesos los
componentes del citoesqueleto se vuelven esenciales para mantener las funciones

de las células inmunes (Lin y Wang, 2017).
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1.3Respuesta Inmune

El sistema inmune se compone de un conjunto de células, tejidos y sus productos
solubles que reconocen, atacan y destruyen entidades internas o externas que
amenazan con poner en riesgo la salud de un individuo (Cruse et al., 2004). Para
ello, el sistema inmune puede montar dos tipos de respuestas, una respuesta innata

y la respuesta adaptativa.

La respuesta innata no depende de una exposicidn previa a un antigeno. Esta
incluye barreras fisicas, moléculas del complemento, citocinas y células fagociticas.
Mientras que la respuesta adquirida es un mecanismo de proteccion contra un
agente particular, infeccioso, patégeno, exégeno o interno alterado (antigeno). Esta
respuesta es mediada por linfocitos T y B, después de la exposicion al antigeno y
se caracteriza por ser especifica, tener memoria y capacidad de identificar entre lo

propio y lo extrafio (Mak et al., 2014).

La renovacion, la activacion y la diferenciaciéon de las células inmunes es necesaria
para mantener un estado fisiolégico inmunocompetente, ya que una alteracion en
cualquiera de sus funciones podria incrementar el riesgo del desarrollo de
enfermedades, tales como el cancer, la hipersensibilidad y la autoinmunidad.
Cuando un compuesto puede alterar una o mas funciones inmunes se conoce como

un compuesto inmunotoxico (Corsini et al., 2013).
1.3.1 Inmunotoxicidad de los Compuestos OP

En los dltimos 30 afios han surgido reportes que indican que algunos compuestos
OP pueden afectar la respuesta del sistema inmune, provocando cambios
histopatoldgicos en tejidos y 6rganos inmunes y alteraciones en la maduracion y

funcion de poblaciones de leucocitos (Galloway y Handy, 2003).

Hermanowicz y Kossman reportaron que la exposicion ocupacional a mezclas de
plaguicidas OP estaba asociada con un aumento en la incidencia de enfermedades
infecciosas en vias respiratorias. Asi mismo, reportaron alteraciones en la
adherencia de las células polimorfonucleares extraidas de los individuos de estas

poblaciones (Hermanowicz y Kossman, 1984). Otro estudio sefiala que una pre-
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exposicidon a plaguicidas OP puede afectar la resolucion de infecciones. En este
caso, personas con leishmaniasis cutaneas expuestas cronicamente a clorpirifos
tuvieron infecciones con sintomas mas graves y un retraso en la curacién de
lesiones/infecciones a pesar de ser tratados con medicamentos en comparacién con
personas con la infeccion pero sin exposicion a los plaguicidas (Al-Dawood, et al.,
2009). Asi mismo, estudios in vivo e in vitro reportan los efectos de los compuestos
OP sobre células inmunes y su actividad. En la Tabla 2 se muestran algunos de

estos estudios.

Tabla 2. Efectos de compuestos OP sobre células inmunes.

Organismo OP Efecto en sistema inmune Referencia
Codorniz Malation T morbilidad, | poblacion de (Nain et al,
Japonesa linfocitos 2011)
Humanos Diclorvos, Alteracion en la via de exocitosis, (Li y Kawada,
DIMP, lperforinas y granzimas, 2006)
DEMP lactividad citotoxica de NK'y CTL
Ratas Malation lactividad fagocitica de NK (Zabrodskii,
albinas Metil citotoxicidad dependiente 2018)
paration anticuerpos
Chilina Azinfos | de actividad fagocitica de (Herbert et al.,
gibbosa metil hialinocitos 2018)
Ratones Sarin | de actividad fagocitica de (Kassa et al.,
Balb/c macrofagos peritoneales y 2004)
pulmonares
Células Diazinon | de actividad fagocitica y aumento (Ogasawara
RAW264.7 de expresion de MHCIl y proteinas et al., 2017)

asociadas a presentacion de
antigenos (CD40, CD80 y CD86).

1.31.1 Inmunotoxicidad de los DAP

Existen evidencia de que los DAP pueden tener un efecto sobre las células de la
respuesta inmune a varios niveles. Por ejemplo, Esquivel Senties y colaboradores

mostraron que la exposicion a DEDTP (1-50 uM), uno de los DAP etilados,
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disminuyd la proliferacién, la secrecién de citocinas como la interleucina (IL)-2, la
IL-10 y el interferon (IFN)-y en linfocitos T CD4+ aislados de muestras de sangre
humana. También reportaron alteracion en los estados de fosforilacién de proteinas
intracelulares como ERK, JNK, p38 y SOCS3, llegando a la conclusion que la
exposicion a DEDTP puede alterar vias de sefializacion ocasionando que las células

T no puedan responder a futuros retos antigénicos (Esquivel-Senties et al., 2010).

En 2016, un estudio preliminar encontré que la exposicion a dos metabolitos
etilados, DETP y DEP a concentraciones de 1 a 5 pM, disminuyé la actividad
citolitica de células NK aisladas de ratones Balb/c hembras co-cultivadas con
células linfoides humanas K562 (Cibrian et al., 2016). Este hallazgo concuerda con
lo reportado por Li y colaboradores quienes reportaron la disminucion, dependiente
de la concentracién (0-4 mM), de la actividad citolitica de células NK humanas y
murinas in vitro tras la exposicion a plaguicidas OP como el diclorvos y el dimetoato,
asi como a subproductos de la sintesis del sarin como el DIMP y el DEMP por 4 h
(Li et al., 2000; Li et al., 2002; Li y Kawada, 2006).

En 2019, Medina Buelvas y colaboradores reportaron que la administracion Unica
del metabolito etilado DEDTP (0.01 g/kg i.p.) incrementd la concentracion de IL-10
y IL-6 en ratones C57BL/6J después de una semana de la exposicion, e incremento
la cantidad de macrofagos antiinflamatorios M2 en ratones Balb/c tras 20 dias
después de la exposicion. Ademas, la exposicion a DEDTP también causd un
incremento en el area y volumen de tumores inducidos en ratones C57BL/6J y
Balb/c (Medina-Buelvas et al., 2019), sugiriendo la modificacion de la respuesta

inmune ante un reto antigénico.

Asi mismo, en el trabajo doctoral de Medina-Buelvas, se reportdé que la
administracion de DEDTP (0.01 g/kg i.p.) 24 h previas a la infeccion parasitaria por
Tripanosoma cruzi en un modelo murino, incremento la carga parasitaria y el dafio
cardiaco causado por un incremento del infiltrado de células inflamatorias y la
fibrosis. El analisis de los macrofagos peritoneales de estos ratones Balb/c mostro
un incremento en la proporcibn de macrofagos M2, especialmente las
subpoblaciones M2a, M2b y M2d (Medina-Buelvas et al., 2019b). Ademas, estos
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macrofagos presentaron una disminucibn en la actividad fagocitica
aproximadamente en un 50% de macréfagos M1, M2a y M2c. Mientras que el
tratamiento con DEDTP 0.1 uM increment6 la migracion celular de macréfagos

peritoneales en un ensayo de cierre de herida tras 96 h (Medina-Buelvas, 2019).

La presencia de efectos inmunotdxicos relacionados con las exposiciones a
plaguicidas OP y/o sus DAP podrian indicar la presencia de blancos moleculares
implicados en las diferentes actividades celulares que comprenden la vigilancia
inmunolégica. Para cumplir adecuadamente estas funciones, es necesario un
citoesqueleto finamente regulado y con la capacidad de reorganizarse durante los
procesos de activacion, proliferaciéon, diferenciacién, secrecion, interacciones
celulares y fagocitosis. Dado que los elementos del citoesqueleto pueden verse
modificados por los plaguicidas OP, resulta de interés evaluar la capacidad de los
OP y los DAP de afectar actividades celulares, como la migracion y la fagocitosis, a

través de la evaluacién de la organizacion del citoesqueleto.

1.2 Justificacion

Ademas de los efectos asociados a la inhibicion de la AChE, los compuestos OP,
como plaguicidas, agentes de guerra y sus metabolitos, pueden afectar los
componentes del citoesqueleto. Este es un sistema complejo de fibras y proteinas
asociadas, importantes para mantener la morfologia celular, y para realizar diversas
funciones como la migracion, la fagocitosis, la division celular y el transporte

vesicular.

Estudios previos muestran que la exposicion a diversos compuestos OP, incluyendo
al DMTP, un metabolito dialquilfosfato, induce microndcleos como consecuencia de
afectaciones en la maquinaria de segregacion de cromosomas. Los DAP son
capaces de inducir efectos inmunotoxicos al disminuir la actividad citolitica, la
secrecion de citocinas, la fagocitosis y un incremento en la migracion en células
como linfocitos, células NK y macréfagos, las cuales cuentan con un citoesqueleto
altamente dindmico. Por lo tanto, es posible que los compuestos OP como el
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malatibn y sus metabolitos DAP afecten las funciones de estas células de la
respuesta inmune como resultado de la alteracion de los elementos del

citoesqueleto y/o sus proteinas asociadas.
1.3 Hipotesis

Si los compuestos OP, como el malation y sus metabolitos DAP, impiden la
polimerizacion, la organizacion y/o la funcién de microfilamentos y MT de actina y
tubulina, entonces se disminuiran procesos celulares como la migracion y la

fagocitosis en macrofagos.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del malatién y sus DAP sobre los componentes del citoesqueleto

de actina y tubulina de macréfagos y su asociacion con la movilidad y la fagocitosis.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto del malation y sus DAP sobre la dinAmica de la actina y la
tubulina por medio de ensayos de polimerizacién acelular.

e Determinar el efecto del malation y sus DAP sobre la morfologia y la
organizacion del citoesqueleto de macrofagos mediante microscopia
confocal.

e Estudiar el efecto del malation y sus DAP sobre las GTPasas de la familia
Rho (RhoA, Racl y Cdc42) mediante ensayos de actividad (G-LISAS).

e Cuantificar el efecto del malation y sus DAP sobre la migracion de
macréfagos mediante el ensayo de cierre de herida.

e Evaluar el efecto del malation y sus DAP sobre el proceso de fagocitosis

mediante el ensayo de captura de particulas de zimosan.
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2. METODOS

2.1Estrategia Experimental

| Cultivo Celular RAW264.7 |
I

\ Malatién, DMDTP, DMTP, DMP \
[

Control DMSO
0.01,0.1,1,10 uM |
\

Citotoxicidad Dinamica de Organizacion/ Actividad Movilidad Fagocitosis
GTPasas

tubulina/actina Morfologia celular celular
| : ‘ ‘ ‘ Captura de
Rofo Ensayos de Actina RhoA Cierre de Particulas
Neutro Polimerizacion Tubulina Rac1 Herida De Zimosén
In vitro ‘ Cdc42 ‘ [
Microscopia * Microscopio Citometria
fluorescencia Contraste de flujo
/confocal de f?ses
|

‘ Analisis de resultados ‘

2.2Linea Celular RAW264.7

2.2.1 Caracteristicas

La linea celular RAW264.7 se compone de células murinas de tipo
monocito/macréfago semi-adherentes establecidas a partir de liquido ascitico de un
tumor inducido con el virus de leucemia de Abelson en ratones Balb/c machos
(Taciak et al., 2018). Estas células mantienen la capacidad de realizar procesos
como pinocitosis, fagocitosis, produccion de o6xido nitrico (NO), sensibilidad a
agonistas de receptores Toll-like (TLR) y motilidad (Bowdish, 2016). En su
membrana expresan marcadores de macréfagos maduros como Mac-1, Mac-2 y
F4/80 (Leenen, Jansen y van Ewijk et al., 1986) y expresan proteinas reguladoras
del citoesqueleto como RhoA, Racly Cdc42 (Ueta et al., 2019). Se describen como
un cultivo genéticamente heterogéneo. Los macrofagos llevan a cabo diferentes
funciones celulares como parte de su capacidad de vigilancia inmunologica, muchas
de ellas asociadas con la modificacion constante de membranas y elementos del
citoesqueleto, lo que permite ser un modelo para la evaluacién de efectos sobre el

citoesqueleto.

30



2.2.2 Cultivo

Las células RAW264.7 se incubaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina
(200 mM) y 1% de antibidtico-antimicético 100X (penicilina 10,000 U/ml,
estreptomicina 10,000 pg/ml, 9 anfotericina B 25 pg/ml) a 37 °C en cdmara humeda
con 5% de CO: hasta alcanzar una confluencia del 80%, posteriormente se
subcultivaron. Se removié el medio de cultivo de las células y se lavaron con
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10.1 mM
Na:HPO4; y 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4). A la caja de cultivo se le agreg6 una solucion
de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) en PBS a una concentracion de 5 mM,
pH 8, temperada a 37 °C en cantidad suficiente para cubrir la superficie de la caja.
El cultivo se incubd por 5 min, y con ayuda de una micropipeta se desprendieron las
células. Cuando mas del 90% de las células estaban desprendidas se les agrego 2
ml de medio de cultivo y la suspension celular se recuperé en un tubo falcon de 15
ml, el cual se centrifug6 a 420 x g por 5 min, se descartd el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo a 37 °C. El nimero de células
se determin6 empleando un hemocitdbmetro y la tincion con azul de tripano (1:1)
para realizar el ajuste de la densidad celular requerida en cada ensayo. Las células
se sembraron y se mantuvieron a 37 °C en condiciones humedas con 5% de CO..

Las células se utilizaron durante los primeros 8 pases.

2.3Cultivo Celular GM03440

2.3.1 Caracteristicas

Las células GM03440 provienen de un cultivo primario de fibroblastos humanos no
transformados obtenidos de la biopsia de piel de la pierna de un donante masculino
aparentemente sano. Estas células mantienen la morfologia tipica de los
fibroblastos, ademas de mantener la formacidén de estructuras especializadas de

actina como las fibras de estrés.
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2.3.2 Cultivo

Las células GM03440 se incubaron en medio MEM (Minimum Essential Medium)
suplementado con 15% de SFB y 1% de aminoacidos no esenciales (10 mM) a 37
°C en condiciones humedas con 5% de CO: hasta alcanzar una confluencia de}
90%, posteriormente se subcultivaron. Se removi6 el medio de cultivo de las células
y se lavaron con PBS. A la caja de cultivo se le agregd una solucién de tripsina-
EDTA a una concentracion de 0.25 mg/ml, temperada a 37 °C en cantidad suficiente
para cubrir la superficie de la caja. El cultivo se incub6 por 2 min para despegar las
células. Cuando mas det 90% de las células estaban desprendidas se les agrego6 2
ml de medio de cultivo fresco y la suspensién celular se recuperd en un tubo de 15
ml, el cual se centrifugé a 420 x g por 5 min, se descartd el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo a 37 °C. El nimero de células
se determin6 empleando un hemocitémetro y la tinciébn con azul de tripano (1:1)
para realizar el ajuste de la densidad celular requerida en cada ensayo. Las células
se sembraron y se mantuvieron a 37 °C en condiciones himedas con 5% de CO:..

Las células se utilizaron durante los primeros 5 pases.
2.4Tratamientos

Los tratamientos se prepararon a partir de soluciones stock (0.2 M) de los
compuestos OP: malation, DMDTP, DMTP y DMP en dimetilsulféxido (DMSO) y se
conservaron a -20 °C. Para las soluciones de trabajo, las soluciones stock se
diluyeron en medio de cultivo segun fue necesario para alcanzar las
concentraciones deseadas. Las células se trataron con malation, o los metabolitos
DMDTP, DMTP y DMP o DMSO al 0.05% como control del vehiculo. Las
concentraciones de los OP (0.01-10 pM) fueron elegidas a partir de las
concentraciones encontradas en poblaciones expuestas a OP (Michalakis et al.,
2014; Tsatsakis et al., 2009). Para la inhibicién de las GTPasas Racl y Cdc42, se
prepararon soluciones stock de NSC23766 (94 mM) y ML-141 (122 mM) en DMSO.
Las soluciones stock se diluyeron en DMEM para obtener soluciones de trabajo de
NSC23766 (25 uM) y de ML-141 (10 uM).
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2.5Viabilidad por Incorporacion de Rojo Neutro
2.5.1 Principio

El ensayo de citotoxicidad de rojo neutro (RN) es un procedimiento basado en la
habilidad de las células viables de incorporar y unir al colorante supravital RN. El
RN es un colorante cationico débil que se difunde a través de la membrana
plasmética y se concentra en los lisosomas donde se une electrostaticamente a la
matriz lisosomal aniénica. Cuando las células presentan alteraciones en la
superficie celular o en la membrana de los lisosomas, disminuye la cantidad de RN
retenido en el cultivo. La concentracién del colorante RN desorbido del cultivo
celular es directamente proporcional al nimero de células vivas. La citotoxicidad se
expresa como la reduccién de la incorporacion del RN después de la exposicion al
xenobiodtico de interés en comparacion con el control negativo (sin exposicion al

compuesto de interés) (Borenfreund y Puerner, 1985).
2.5.2 Procedimiento

Las células RAW?264.7 fueron cultivadas en placas de 96 pozos a una densidad de
2x10% células/pozo. Después de 45 h de incubaciéon con los tratamientos de
malation, DAP (0.01-10 uM) o NaAsO: (20 uM) como control positivo de muerte
celular, se retiré el medio de cultivo y los pozos se lavaron con 250 ul de PBS estéril,
posteriormente se adicionaron 250 pl por pozo de una solucion de RN (25 pg/ml
disuelto en PBS estéril, pH 6.8) y se incubaron por 2 h mas a 37 °C y 5% COa. Al
término de la incubacion se retirdé el medio de cultivo y los pozos se lavaron con
PBS estéril. Posteriormente, se agreg6 100 ul de una solucién recién preparada de
agua destilada/etanol absoluto/acido acético glacial (49:50:1) y la microplaca se
agitd por 10 min para disolver el RN. La absorbancia se determiné en un
espectrofotdmetro de microplaca a una longitud de onda de 540 nm. Los resultados
se ajustaron con respecto al vehiculo (DMSO 0.05%). Se realizaron tres

experimentos independientes por triplicado para cada tratamiento.
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2.6Ensayo in vitro de Polimerizacion de Actina

2.6.1 Principio

Este ensayo emplea monémeros de G-actina marcados con pireno, que al
polimerizarse y formar F-actina aumenta la cantidad de fluorescencia generada por
el pireno. Dicha fluorescencia se registra en el tiempo utilizando un fluorometro. La
cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de actina

polimerizada.
2.6.2 Procedimiento

Se preparod una solucién amortiguadora de actina (0.15 mg/ml) (5 mM Tris HCI, pH
8.0 y 0.2 mM CaClz). La solucion se mantuvo en hielo durante una hora para
favorecer el desacoplamiento de los polimeros de F-actina. Posteriormente, la
solucién se centrifug6b a 20854 x g a 4 °C durante 30 min. Se recupero el
sobrenadante y se coloco en hielo. De esta solucion se agreg6 100 pl por pozo en
una placa de 96 pozos de fondo oscuro que se colocé dentro del fluorometro TECAN
Infinite 200 y se determino la fluorescencia basal por 3 min a una longitud de onda
de excitacién de 365 nm y 407 nm de emision. Transcurrido este tiempo se
agregaron los tratamientos con los compuestos OP o DMSO al 0.05% como control
negativo, y un control positivo de polimerizacién que consistié Unicamente en la
solucion inductora de polimerizacion, el volumen final de los tratamientos fue de 10
pl. El registro de los datos continué por 20 min con el fin de evaluar si los
compuestos pudieran inducir la polimerizacion de la actina. Posteriormente, a cada
pozo se agregd la solucion amortiguadora de polimerizacion (50 mM KCI, 2 mM
MgClz, 0.005 M carbonato de guanodinay 1 mM ATP) y el registro continué por 100
min mas. Los resultados que se obtuvieron se graficaron y, a partir de las curvas
gque se obtuvieron, se estimaron los valores de la intensidad méxima de
fluorescencia, la velocidad de polimerizacién y el tiempo medio de polimerizacién
en la porcion linear de las curvas, tal como esta descrito en la literatura (Doolittle et
al., 2013). Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado para cada

condicion.
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2.7Ensayo in vitro de Polimerizacion de Tubulina

2.7.1 Principio

Este ensayo acelular se basa en que la formacion de MT (promovida por la
presencia de iones de magnesio y guanosina trifosfato (GTP); la polimerizacion de
la tubulina genera turbidez en el medio que se puede detectar por cambio en la

absorbancia de la solucién a 350 nm.
2.7.2 Procedimiento

Se prepard una solucion de tubulina porcina en una soluciéon amortiguadora GPEM
(80 mM PIPES, 1 mM MgCl2y 1 mM GTP, en 10% de glicerol) hasta alcanzar una
concentracion de 2 mg/ml. La solucién se mezclé de dos a tres veces con una
micropipeta y se conservé en hielo. En una placa de 96 pozos precalentada a 37
°C, se colocé 5 pl de las soluciones con los tratamientos a una concentraciéon 10X,
asi como DMSO al 0.05% como control del vehiculo y 3 uM de paclitaxel como
control positivo de polimerizacion de la tubulina. La placa se incubé por 1 min a 37
°C y posteriormente se agregé 50 pl de solucion de tubulina por pozo. Las
absorbancias de las muestras se registraron inmediatamente usando un lector de
placa de fluorescencia TECAN infinite 200 a una longitud de onda de excitacion de
350 nm y 407 nm de emisién durante 90 min, manteniendo la placa a una
temperatura de 37 °C. Los datos se graficaron para determinar los valores de la
intensidad maxima de fluorescencia, la velocidad de polimerizacion y el tiempo
medio de polimerizacion en la porcion linear de las curvas. Se realizaron tres

experimentos independientes por duplicado para cada condicion.

2.8 Evaluacién de la Morfolégica de las Células por Microscopia de
Fluorescencia
2.8.1 Principio

La microscopia de fluorescencia se basa en la iluminacion fluorescente de proteinas
u otras moléculas intracelulares con una longitud de onda definida, cercana al punto
méaximo del espectro de excitacion del fluoréforo empleado y la deteccion de la luz
emitida a una longitud de onda mayor (Ettinger y Wittmann, 2014). Esta técnica
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permite la identificacién de estructuras tales como los filamentos del citoesqueleto
al marcar proteinas asociadas a este, haciendo visible su estructura, mientras que,
otras estructuras celulares se mantienen invisibles permitiendo su evaluacion
(Herberich et al., 2010).

2.8.2 Procedimiento

Las células RAW?264.7 se cultivaron sobre cubreobjetos redondos de 18 mm en una
caja de 12 pozos a una densidad de 100,000 células/pozo con medio DMEM con
0.5% de SFB suero fetal bovino durante 12 h. Las células se trataron con los
compuestos OP a una concentracion de 0.01 y 1 uM, como control negativo se
emple6é DMSO al 0.05% y como control positivo de la modificacion del citoesqueleto
se utilizé forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) a una concentracion de 50 nM.
Después de 2 h de tratamiento, las células se lavaron con PBS 1X a 37 °C en tres
ocasiones durante 5 min y se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 4% a
37 °C por 10 min. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X en tres
ocasiones y se permeabilizaron con Triton X100 al 1% durante 20 min a temperatura
ambiente. Para tefiir la tubulina, las células se incubaron con una solucién
bloqueadora de BSA al 5% y Tritbn X100 al 0.1% en PBS, por una hora a
temperatura ambiente. Las células se trataron con una solucion de anticuerpo anti-
alfa tubulina (B-7, sc-5286, Santa Cruz Biotechnology) en una dilucién 1:50 por 2 h
en una camara humeda. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron con una
solucion de Triton X100 al 1% por 5 min en tres ocasiones para retirar el exceso de
anticuerpo primario. Posteriormente, las muestras se incubaron con una solucién
del anticuerpo secundario anti-raton IgG conjugado con Alexa 488 (1:500)
(ab150105, Abcam) y con faloidina conjugada con isocianato de tetrametilrodamina
(TRITC) para marcar los microfilamentos de actina en una dilucién 1:250. Las
muestras se incubaron por 2 h a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Las
células se lavaron en 3 ocasiones con Triton X100 al 0.1%, y posteriormente con
agua desionizada. A continuacion, las muestras se montaron en portaobjetos con el
medio Vectashield con DAPI (H-1200, Vector Laboratories). Los bordes de los

cubreobjetos se sellaron con barniz de ufias transparente y las muestras se dejaron
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secar durante al menos una hora. Se realizaron tres experimentos independientes
por duplicado para cada condicion. Las muestras se analizaron en un microscopio
de fluorescencia Olympus BX51 para evaluar la morfologia celular y se clasificaron
las células de 10 campos aleatorios por muestra con ayuda de las herramientas
“count/size” y “sorting tool” del software Image Pro-Plus version 5.0. La organizacion
del citoesqueleto de actina y tubulina se evalu6 mediante el microscopio confocal
TCS SP8 (Leica Microsystems), mientras que la identificacion y cuantificacion de
los filopodios se realiz6 con ayuda del plugin FiloQuant (versién 1.0) (Jacquemet et
al., 2017) del software ImageJ.

2.9 Ensayo de Cierre de Herida
2.9.1 Principio

El ensayo de cierre de herida (“wound healing”) es un método desarrollado para
evaluar la migracién celular in vitro. Esta basado en la observacion de la migracion
celular hacia una herida creada en una monocapa de células. En respuesta a la
disponibilidad de espacio libre, las células en las orillas de la herida, las cuales ya
no se encuentran inhibidas por contacto, proliferaran y se moveran hacia el centro

de la regién libre hasta cubrir la herida (Ascione et al., 2017).
2.9.2 Procedimiento

Las células RAW264.7 se cultivaron en una caja de 24 pozos a una densidad de
200,000 células/pozo en medio DMEM suplementado con 0.5% de SFB, 1% de L-
glutamina (200 mM) y 1% de antibiotico-antimicotico 100X a 37 °C en condiciones
humedas con 5% de CO:z por 24 h. Transcurrido este tiempo, las células fueron
tratadas con mitomicina C (4 pug/ml) e incubadas por 2 h mas. Al término de la
incubacion, se realizé la herida de manera vertical en la monocapa utilizando una
punta de micropipeta de 200 ul, el medio se descartd y se realizaron dos lavados
con PBS estéril. Se colocé el medio DMEM suplementado con los respectivos
tratamientos a probar, empleando 50 nM de PMA como control positivo. Se
identificaron y se fotografiaron dos campos de la herida por cada pozo alas Oy 48

h. Las fotografias se analizaron con el software ImageJ para determinar el area del
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cierre de la herida. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado

para cada condicion.

2.10 Ensayos de Actividad de GTPasas (G-LISAS)
2.10.1 Principio

El ensayo desarrollado por la compariia Cytoskeleton Inc., consiste en una técnica
de ELISA que utiliza placas de 96 pozos que se encuentran recubiertos con una
proteina efectora capaz de unirse a las GTPasas activas (unidas a GTP). Las
proteinas activas presentes en los lisados celulares podran unirse a los pozos,
mientras que, las proteinas inactivas seran removidas durante los lavados. El grado
de actividad de las GTPasas se calcula al comparar las lecturas entre lisados con
proteinas activas contra aquellos que no cuenten con GTPasas activas.

2.10.2 Procedimiento

La evaluacion de la actividad de las GTPasas RhoA, Cdc42 y Racl se realiz6
empleando los kits de activacién G-LISA (BK124, BK127 y BK128, respectivamente)
de la marca Cytoskeleton Inc. (Denver, CO, EE. UU.). Para ello, se sembraron
1.5x108 células RAW264.7 en cajas p60 y se incubaron con medio DMEM
suplementado con 0.5% de SFB por 24 h. Posteriormente, los cultivos se trataron
con DMSO al 0.05% (vehiculo), los DAP o el malatiéon a 0.01 uM por al menos 5
min. Inmediatamente después, los cultivos se lavaron con PBS frio y se lisaron con
solucion de lisis fria (Tris pH7.5, MgCl2, NaCl, IGEPAL y SDS) suplementado con
inhibidores de proteasas (pepstatina A 1 uM, leupeptina 1.5 pM, benzamidina 1 mM
y Na-p-tosil-L-arginin metill ester (TAME) 0.4 mM). Los lisados se recuperaron en
tubos eppendorf y se centrifugaron a 12,000 rpm (15,322 x g) por 1 min a 4 °C. Los
sobrenadantes se recolectaron y se almacenaron a -70 °C. Las muestras se
ajustaron con solucion de lisis para alcanzar una concentracién de proteina de 0.5
mg/ml. A cada muestra se le agregd un volumen igual de solucién amortiguadora
de union y se colocaron en la placa tratada con las proteinas de efectoras de las
GTPasas. La placa se incubd en agitacion constante en un agitador orbital a 300
rpm por 30 min a 4 °C. Después de ese tiempo, el sobrenadante se descarté y los

pozos se lavaron en dos ocasiones con solucion de lavado. Se agregé una solucion
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reveladora de antigenos y la placa se incubd por 2 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, los pozos se lavaron y se agregaron 50 pl por pozo de la solucion
de anticuerpo anti-RhoA (1:250), anti-Racl (1:50) o anti-Cdc42 (1:20) segun fue el
caso. Se incub6 por 45 min en agitacion constante a 300 rpm. La placa se lavo
nuevamente y se incub6 con 50 pl por pozo de un anticuerpo secundario conjugado
con HRP por 45 min en agitacion a 300 rpm. Al término de este tiempo el
sobrenadante se descarté y se agregaron 50 ul de la solucion de deteccion de
peroxidasa de rabano (HRP). La reaccién se detuvo a los 15 min y se determind la
absorbancia en cada pozo usando el lector de microplacas Multiskan FC
(ThermoFisher Scientific) usando un filtro de 490 nm. Se realizaron tres

experimentos independientes por duplicado para cada condicion.

2.11 Ensayo de Fagocitosis por Captura de Particulas de Zimosan
2.11.1 Principio

El ensayo de captura de particulas consiste en el uso de particulas de zimosan, un
peptidoglicano antigénico proveniente de la pared celular de levaduras como
Saccharomyces cerevisiae, las cuales se encuentran marcadas con fluorescencia.
Estas particulas pueden visualizarse y cuantificarse con técnicas como citometria
de flujo, que cuantifica la proporcion de células que interactuaron y fagocitaron las
particulas basado en la sefial de fluorescencia positiva, mientras que la intensidad

media de fluorescencia refleja la cantidad de particulas fagocitadas por célula.
2.11.2 Procedimiento

Se sembraron células RAW264.7 (1x10° células/pozo) en cajas de 12 pozos con
medio DMEM suplementado con 0.5% de SFB por 4 h. Posteriormente, los cultivos
se trataron con DMSO (vehiculo), los DAP o el malation a 0.01 uyM por 2 h.
Inmediatamente después, los cultivos se incubaron con particulas de zimosan
previamente opsonizadas con suero de ratones Balb/c en una relacion 1:10
(células:particulas) a 37 °C por 60 min. Los cultivos se lavaron en dos ocasiones
con PBS 1x y las células se recolectaron con una solucién de tripsina/EDTA diluida
1:2 en PBS. Las muestras se centrifugaron a 1,500 rpm (420 x g) por 5 min y se

lavaron con PBS en dos ocasiones. Las células se fijaron con una solucion de
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paraformaldehido al 1% y azida de sodio al 0.02% y se mantuvieron en refrigeracion
hasta el momento de su analisis en un citometro de flujo. Se cuantificaron 10,000
eventos usando el citbmetro de flujo LSRFortessa (BD Biosciences) y los datos se
analizaron con el software FlowJo V10.0.7, en el que se identificaron el porcentaje
de células positivas a la marca de FITC y la intensidad media de fluorescencia de
dicha poblacién. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado para

cada condicion.
2.12 Anélisis Estadistico de Resultados

Se realiz6 una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk de los resultados y analisis
descriptivos de los resultados expresando los valores con una distribucion normal
como medias + desviacion estandar (DE). Se realizaron pruebas de ANOVA de una
via para determinar la significancia estadistica de los datos. Posterior a esta prueba,
se realizaron pruebas post-hoc de Bonferroni. Ademas, se realiz6 la prueba t de
Student para comparar los tratamientos contra el control positivo o negativo, segun

el caso. Se utilizaron valores de p<0.05 para establecer la significancia estadistica.
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3. RESULTADOS

3.1Viabilidad por Incorporacion de Rojo Neutro (RN)

Para establecer las concentraciones de los compuestos con las cuales trabajar y
garantizar que los efectos observados no se debieran a que los compuestos eran
citotoxicos realizamos la evaluacién de la viabilidad celular por el ensayo de
incorporacion de RN en cultivos de células RAW?264.7 tratadas con el malation y
sus metabolitos (DMDTP, DMTP y DMP) por 48 h. En estos ensayos observamos
gue ninguno de los tratamientos present6 efectos significativos sobre la viabilidad

celular a ninguna de las concentraciones empleadas (0.01-10 pM) (Figura 6).
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Figura 6. Evaluacién de la citotoxicidad de los compuestos OP en macréfagos murinos
RAW264.7. Las células fueron tratadas con malation (A), DMDTP (B), DMTP (C) y DMP (D)
por 48 h y evaluadas por el ensayo de incorporacion de RN. Los datos representan el
promedio del % respecto al control negativo (DMSOQO) + D.E. (promedio de tres experimentos
independientes). No se encontraron diferencias significativas tomando una *p < 0.05,
ANOVA de una via post hoc Bonferroni, vehiculo vs. tratamiento ; #*p<0.05 t-Student
vehiculo vs. As (NaSO; 20 uM).
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3.2 Polimerizacion de Actina

Con el fin de evaluar la capacidad de los compuestos OP de interferir con el proceso
de polimerizacion de la actina, se utilizé un ensayo in vitro de polimerizacion de
actina marcada con un fluoréforo (Figura 7). Durante la primera fase del ensayo (3-
20 min), los mondmeros de G-actina estuvieron en contacto con los compuestos OP
a concentraciones de 0.01 y 1 uM y no se observo un efecto. En el minuto 20 se
incorporo el estimulo de polimerizacion al agregar una solucién amortiguadora que
contenia. En esta segunda etapa, los resultados mostraron una curva sigmoidal
representando la fase de alargamiento hasta alcanzar un estado de equilibrio
aproximadamente a los 70 min. Con los datos de estas curvas se calcularon los
valores de la velocidad de polimerizacion, la cantidad maxima de polimerizacién y
el tiempo medio de polimerizacion que se obtuvo en cada tratamiento (Figura 8), de
acuerdo con lo previamente reportado por Doolittle y colaboradores (2013). En estos
parametros se observé que, tanto el malation como sus metabolitos disminuyeron
la tasa de polimerizacién de la actina a la concentracién de 0.1 uM (Figura 8A),
mientras que, a la concentracion de 1 uM, unicamente el DMTP y DMP tuvieron este
efecto. Los DAP también disminuyeron la cantidad maxima de actina polimerizada,
gue se determind como la intensidad maxima de fluorescencia (Figura 8B), a la
concentracion de 0.01 pM. Al incrementar la concentracion a 1 uM, Unicamente el
malation y sus metabolitos DMDTP y DMP mantuvieron esta disminucion. La
disminucion de la tasa de polimerizacion y la cantidad de actina polimerizada por
parte de los DAP sugieren una posible interferencia de los compuestos OP con los
mondmeros de actina disponibles, sin afectar los procesos de nucleacion e inicio de
la polimerizacion, mientras que, el malation fue el Unico compuesto que ademas de
afectar la velocidad de polimerizacién y la intensidad maxima de polimerizacion,
retraso el inicio de la polimerizacion de la actina (Figura 8C), lo que indica un nivel

méas complejo de interaccion con la actina por parte del malation respecto a los DAP.
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Figura 7. Curva representativa del efecto de los compuestos OP sobre la polimerizacién de
actina in vitro utilizando un ensayo basado en fluorescencia. Las curvas representan el
alargamiento de los filamentos de actina (para formar actina F), por la adiciéon de los
monomeros de G-actina (0.15 mg/ml) en presencia de los compuestos OP a una
concentracion de 0.01 uM y estimulados con una soluciéon amortiguadora de polimerizacion
de actina (50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 5 mM carbonato de guanidinay 1 mM ATP). El control
positivo solo incluye la solucion polimerizadora.
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Figura 8. Efecto de los DAP y el malation (0.01 y 1 uM) sobre la tasa de polimerizacion (A),
la cantidad maxima de polimerizacion (B) y el tiempo medio de polimerizacion (C) de los
filamentos de actina en ensayos de polimerizacion in vitro. Los datos fueron calculados a
partir de la porcion lineal de las curvas obtenidas y los datos fueron normalizados respecto
al vehiculo (0.05% DMSO) + D.E. (promedio de tres experimentos independientes), *p <
0.05 ANOVA de una via post hoc Bonferroni, vehiculo (0) vs. tratamiento; *p < 0.05
tratamiento 0.01 uM vs. tratamiento 1 uM; ¢p < 0.05 t-Student vehiculo (0) vs. Control +
(solucién de polimerizacién).
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3.3 Polimerizacion de tubulina

De manera similar, evaluamos el efecto del malatién y los DAP (0.01 y 1 uM) sobre
la polimerizacion de la tubulina mediante reporteros fluorescentes, permitiéndonos
identificar los procesos de nucleacion, elongacion y equilibrio (Figura 9). En este
caso, ninguno de los compuestos fue capaz de inducir la polimerizacién por si
mismos, y mostraron un comportamiento similar al tratamiento con el DMSO durante
la fase de nucleacion (0 a 12 min). Sin embargo, el malatiéon y sus metabolitos
DMDTP y DMTP fueron capaces de retrasar el inicio de la polimerizacion a
concentraciones de 1 puM (Figura 10C), sugiriendo que dichos compuestos
posiblemente interfieren con el proceso de nucleacion de la tubulina. El malatién, el
DMDTP y el DMTP indujeron una disminucion en la velocidad de polimerizacién de
la tubulina, tanto a 0.01 como a 1 yM (Figura 10A). A pesar de retrasar y disminuir
la velocidad de polimerizacion de los MT de tubulina, ninguno de los tratamientos
afectd la cantidad maxima de tubulina en el polimero de MT polimerizado (Figura
10B). Por su parte el DMP no presenté algun efecto significativo sobre la

polimerizacion de tubulina en MT.
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Figura 9. Curva representativa del efecto de los compuestos OP sobre la polimerizacion de
tubulina in vitro utilizando un ensayo basado en fluorescencia. Las curvas representan la
polimerizacion de los heterodimeros de tubulina (2 mg/ml) tratados con los compuestos OP
a una concentracién de 1 uM o paclitaxel (3 yM) como control positivo de polimerizacion.
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Figura 10. Efecto de los DAP y el malatiéon (0.01 y 1 uM) sobre la tasa de polimerizacion
(A), la cantidad maxima de polimerizacion (B) y el tiempo medio de polimerizacién (C) MT
de tubulina durante el ensayo de polimerizacion in vitro. Los datos fueron calculados a partir
de la porcién lineal de las curvas obtenidas y los datos fueron normalizados respecto al
vehiculo (0.05% DMSO) £ D.E. (promedio de tres experimentos independientes), *p < 0.05
ANOVA de una via post hoc Bonferroni, vehiculo (0) vs. tratamiento; *p < 0.05 tratamiento
0.01 uM vs. tratamiento 1 uM; #p < 0.05 t-Student vehiculo (0) vs. paclitaxel (3 uM).

3.40rganizacion del Citoesqueleto

Debido a que los ensayos acelulares indicaron que los compuestos OP que

utilizamos son capaces de interferir con la polimerizacion microfilamentos de actina
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y MT de tubulina, decidimos evaluar el efecto de la exposicidén a los compuestos OP

en la organizacion del citoesqueleto en un cultivo celular.

Las células murinas RAW?264.7 se caracterizan por tener una morfologia redonda,
ligeramente ahusada en cultivo. Cuando estas células se expusieron por 2 h a los
compuestos de interés, se pudo observar que la exposicion causé cambios en la
morfologia de las células, induciendo filopodios alrededor del cuerpo de la célula,
principalmente en los polos, mientras que los MT se encontraban organizados
desde el MTOC, que se encontraba cercano al nucleo, y se dirigieron hacia los
extremos de las células ahusadas (Figura 11). Las células tratadas con el vehiculo
mantuvieron su morfologia redondeada (62.6%), y algunas ligeramente ahusadas
(30.9%) (Tabla 3), con el citoesqueleto de tubulina organizado desde el MTOC hacia

la periferia y la presencia de escasos filopodios o estructuras de actina.

Con el tratamiento con PMA 50 nM, un inductor de la proteina cinasa C (PKC) y
activador de las GTPasas, observamos diversas morfologias caracterizadas por la
formacion de protrusiones digitiformes de gran tamafio, conformadas por el
citoesqueleto de actina y sin modificar la distribucion del citoesqueleto de tubulina
(Figura 12 y 13); se observé una disminucion en la proporcion de células redondas
(31.1%) e incrementando la proporcion de células ahusadas (58%) o con formas
tetragonales, triangulares o irregulares con prolongaciones (11%) (Tabla 3).

El tratamiento con malation o sus metabolitos a la concentracion de 0.01 uM por 2
h produjo un incremento en la cantidad de células con morfologia ahusada, pasando
de 30.9% observada en el control negativo hasta un 56.2% y una disminucién de la
proporcion de células redondeadas hasta un 33.5% (Tabla 3). Sin embargo, cuando
las células se trataron con la concentracion de 1 UM de los compuestos, observamos
una menor induccion de células con morfologias ahusadas, pasando de 30.9%
(control negativo) a un 37% en el caso del malation y a 41% con el DMTP y el DMP.
Ademas, observamos una disminucién ligera en la proporcion de células con otras
morfologias (triangulares, tetragonales, etc.), predominando las células
redondeadas (Tabla 3). La concentracion de 0.01 uM de todos los compuestos

evaluados fue la que indujo mayores cambios en la morfologia de las células.
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En cuanto a la organizacién del citoesqueleto, después del tratamiento por 2 h con
malation 0.01 uM, se pudieron observar células redondeadas con la presencia de
filopodios, asi como células ahusadas de mayor tamafio, con la formacion de
pseudbépodos extensos y angostos con la presencia de filopodios, y en algunos
casos con la presencia de urépodos de corta extension. Ademas, se pudo observar
un cambio en la organizacion del MTOC, localizandose frente al nucleo en direccion
al pseuddpodo hacia donde se observaron una mayor cantidad de MT, sugiriendo

que el malatién indujo la polarizacién de la célula (Figura 12).

En el caso del tratamiento con DMDTP 0.01 uM se observaron células redondeadas,
algunas de ellas generando prolongaciones angostas hacia ambos lados de las
células. También se observaron estructuras de actina con la presencia de filopodios

(Figura 12). EI MTOC, en todos los casos, se mantuvo en la periferia del nucleo.

Tras la exposicion a DMTP 0.01 uM, las células con morfologias redondas, y en
algunos casos ovaladas, presentaron la formacion de prolongaciones de actina en

uno de sus polos. Asi mismo, algunas células ahusadas presentaron filopodios de
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DMSO Malation DMTP

DMDTP

Figura 11. Efectos sobre la morfologia celular tras la exposicion a OP. Micrografias de la organizacion del citoesqueleto de F-actina
en las células RAW264.7 tratadas con malation, DMDTP, DMTP o DMP 0.01 yM, DMSO (0.05%) como control negativo y PMA (50
nM) como control positivo, por 2 h. Rojo: F-actina; azul: nucleos Escala 50 uym.
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Tabla 3. Clasificacion de la morfologia celular después de la exposicion a OP.

Morfologia (%)

Tratamiento [UM] Redonda Ahusadas Tetragonal Triangular Otro

Vehiculo 0.05% 63.9+3.9 29.1+4.9 25+17 1.7+£1.2 27+1.3
Malatién 0.01 39.3+3.82 54.9 + 3.82 27+1.2 1.9+0.6 1.1+£0.9
DMDTP 0.01 44.8 +9.32 45.3 +8.92 42+1.2 44+1.8 13+£1.2
DMTP 0.01 329+3.3?2 58.9+4.12 26+04 3.2+1.38 24+0.9
DMP 0.01 31.9+5.5? 59.4 +6.22 28+0.9 28+1.3 3.0+£1.0
Malation 1 59.0 £ 2.4° 375+1.3° 1.5+0.8 09+0.7 1.0+1.2
DMDTP 1 55.1+4.4 41.8+4.2 1.1+0.3 1.1+£05 09+0.3
DMTP 1 59.5+ 2.5 36.5+1.7° 21+0.7 1.1+0.6 0.8+0.5
DMP 1 56.7 + 4.5° 41.1+3.9° 1.0+£05 09+£05 0.3+£0.1
PMA 0.05 31.1+6.92 57.9+1.8? 6.2+3.1 1.9+04 2925

ap<0.05, ANOVA de dos vias post-hoc Bonferroni vehiculo vs. tratamiento.

bp<0.05, ANOVA de dos vias post-hoc Bonferroni 0.01 uM vs. 1 pM.
* Se clasificaron las células presentes en al menos 10 campos por muestra (promedio de tres experimentos independientes). Los resultados se muestran

como el porcentaje = D.E.
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Figura 12. Efecto de la reorganizacion del citoesqueleto de actina y tubulina de las
células RAW264.7 tratadas con los compuestos OP malation, DMDTP, DMTP y DMP
(0.01 uM) durante 2 h. Rojo: F-actina; verde: a-tubulina; azul: nicleos. Escala 10 ym.
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mayor tamafio y desarreglos del citoesqueleto de actina por todo el cuerpo
celular. Al igual que en el caso del malation, se observaron células ahusadas
con un pseuddpodo definido pero angosto, y al igual que con el malation, el
MTOC se encontraba dirigido hacia el psued6podo (Figura 12).

El tratamiento con DMP 0.01 uM indujo células con morfologias variadas, por
una parte, se observaron células ovaladas con la presencia de prolongaciones
de actina. En el caso de las células ahusadas se observaron pseudépodos de
mayor tamafio rodeados de una gran cantidad de filopodios, y al igual que en
el caso del DMTP, el MTOC se identifico orientado hacia uno de los

pseudopodos (Figura 12).

Aunque en todas las condiciones se observo la presencia de filopodios, fueron
los tratamientos con DMDTP, DMP y PMA los que presentaron un incremento
significativo en el nimero de estas estructuras de actina (Figura 13A). A pesar
de esto, no se observo un incremento en el largo de estas proyecciones (Figura
13B).

A 250- B 04-
0
s * o
3 200 T
@ . * T 8_0.3-
x o
S 150 = T
" v 0.2 T
2 100 3
2 T E -
o = 4
S sol g,0.1
E 8
o'j T T T 00' T
IR IR
O & P P g O & & P S
PN D D A g RN M S M\
&\o Qo & 3 Q é\b 0& & Oé Q
RS < e N 9

Figura 13. Efecto de los compuestos OP sobre el nimero de filopodios por célula (A)
y longitud de filopodios (B) formados en células RAW264.7 tratadas con malation y
sus metabolitos (0.01 uM) por 2 h. Los resultados se muestran como el porcentaje +
D.E. (promedio de tres experimentos independientes). *p<0.05 prueba t-Student
vehiculo vs. tratamiento. No existen diferencias significativas en la longitud de los
filopodios.
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Entre las estructuras que normalmente se describen en el citoesqueleto de
actina, encontramos las fibras de estrés. Estas estructuras son relevantes en
la formacion de sitios de adhesion, el mantenimiento de la morfologia y la
generacion de fuerzas contractiles, principalmente, en células epiteliales
(Tojkander et al., 2012). Sin embargo, en células con alta motilidad como los
macrofagos RAW264.7, las fibras de estrés no se observan como las
estructuras largas y bien organizadas ensambladas a adhesiones focales tal y
como ocurre en células epiteliales como los fibroblastos (Pixley et al., 2023;
Pixley et al., 2005). Por lo que para evaluar el afecto del malatién y los DAP
sobre las fibras de estrés, se realizo la tincién del esqueleto de fibroblastos
humanos GM03440. En estas células fue posible identificar principalmente
fibras de estrés en células tratadas con el vehiculo. Cuando estas células se
trataron con PMA 50 nM, las células tuvieron un re-ordenamiento del
citoesqueleto de actina, mostrando desarreglos y disminucién en el numero de
fibras de estrés. Cuando las células se trataron con malation a 0.01 uM por 2
h no se observaron cambios importantes en la morfologia o arreglo de actina
en ellas. De manera similar, el tratamiento con DMP no modificé la morfologia
o la presencia de fibras de estrés de manera importante, pero se pudo
identificar la induccion de filopodios a lo largo del cuerpo celular de manera

similar a lo observado en los macréfagos RAW264.7 (Figura 14).

DMSO PMA 50 nM Malatién 0.01 pM DMP 0.01 uM

Figura 14. Organizacion del citoesqueleto de actina (rojo) de fibroblastos humanos
GM03440 tratados con DMSO (0.05%; vehiculo), PMA (50 nM; control positivo),
malatiéon 0.01 uM, o DMP 0.01 uM, por 2 h. Barra de escala 50 ym.

3.5Ensayo de Cierre de Herida

Con la finalidad de determinar si estos cambios en la organizacion del

citoesqueleto tenian una implicacion fisiolégica en el funcionamiento de este,
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evaluamos la migracion de los macrofagos como parametro funcional. La
exposicion de las células RAW 264.7 a los DAP por 48 h indujo un aumento
en la migracion celular durante el ensayo de cierre de herida; el DMDTP indujo
un aumento significativo Unicamente a la concentracién de 1 uM (Figura 15B),
mientras que el DMTP y el DMP indujeron aumentos significativos respecto al
vehiculo a concentraciones desde 0.01 uM, observandose la mayor induccion
de la migracion celular con la concentracibn méas baja utilizada de los
compuestos OP (0.01 uM) (Figura 15C y 15D).
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Figura 15. Efecto de la exposicion a los compuestos organofosforados malation (A),
DMDTP (B) DMTP (C) y DMP (D) por 48 h sobre la migracién celular de macréfagos
RAW264.7 evaluada por el ensayo de cierre de herida. Los datos representan el
porcentaje de cierre de la herida respecto al tiempo 0 de cada tratamiento + D.E.
(promedio de tres experimentos independientes), *p < 0.05 ANOVA de una via post
hoc Bonferroni, vehiculo (0) vs. tratamiento; *p < 0.05 t-Student vehiculo (0) vs.
Control positivo (PMA 50 nM).
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Por su parte, el malation no mostro efecto sobre la migracion celular a ninguna
de las concentraciones que se utilizaron (Figura 15A). Estos resultados
sugieren que el cambio que inducen los compuestos OP sobre la organizacion
del citoesqueleto tiene consecuencias sobre la funcion de este, al menos en

cuanto a la motilidad de las células.
3.6Efecto de los OP sobre la Actividad de las GTPasas de la Familia Rho

Entre las proteinas que participan en la regulacion del citoesqueleto se
encuentran las GTPasas de la familia Rho, las cuales tienen un papel
importante en la formacion de estructuras de actina. Para conocer si los
efectos sobre el citoesqueleto de actina y la migracion podrian deberse a
cambios en la actividad de estas GTPasas, evaluamos su actividad en células
RAW?264.7 tratadas con malation y sus DAP a concentraciones de 0.01 uM por
5 min. Unicamente los tratamientos con malation y DMP disminuyeron la
actividad de esta GTPasa en un 25y 28%, respectivamente (Figura 16A). En
el caso de la actividad de la GTPasa Racl, los tratamientos con DMDTP,
DMTP y DMP incrementaron su actividad respecto al vehiculo en 31, 44 y 40%,
respectivamente (Figura 16B). Por otro lado, cuando evaluamos el efecto de
los compuestos OP sobre Cdc42, unicamente se observo un incremento en su
actividad con los tratamientos de DMTP y DMP en 20 y 10%, respectivamente
(Figura 16C).

Al observar que los efectos del DMP 0.01 puM sobre la morfologia celular, la
organizacion del citoesqueleto de actina y la migracién celular fueron los mas
drasticos (Figuras 12, 15; Tabla 3) en comparacién a los efectos de los otros
metabolitos y al compuesto padre, decidimos evaluar el efecto del DMP sobre
la actividad de las GTPasas a través del tiempo. El DMP mostré ser capaz de
inhibir la actividad de RhoA aproximadamente 25% desde los 5 min de
exposicién, manteniendo dicho efecto por al menos 2 h (Figura 16D). Por su
parte, la induccidén de Racl se mantiene entre 30 y 40% desde los 5 min hasta
las 2 h (Figura 16E). Por ultimo, cuando evaluamos el efecto del DMP sobre

Cdc42 se observé una pequefia induccion det 10% en su actividad a los 5 min,
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gue incrementd hasta aproximadamente 60% a los 60 min, siendo mayor la
induccién en la actividad de Cdc42 en comparacion con la actividad que se
indujo en Racl. A pesar de estos cambios, la induccion de la actividad de estas
proteinas disminuyé con el paso del tiempo (Figura 16F), alcanzando niveles
similares al control después de 2 h de exposicion. Estos datos nos sugieren
que el efecto de los OP sobre las GTPasas es transitorio y, después de iniciar

un estimulo en las células, este podria revertirse.
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Figura 16. Efecto de los DAP sobre la actividad de las GTPasas de la familia Rho (A-C). La actividad de RhoA (A), Racl (B) y Cdc42
(C) fue determinada a partir de células tratadas con el vehiculo (DMSO 0.05%), malatién o los DAP (0.01 uM) por 5 min. Se utilizé una
proteina modificada constitutivamente activa como control positivo. Los datos fueron normalizados respecto al vehiculo (DMSO) y se
presentan como el promedio + D.E. (promedio de tres experimentos independientes), *p < 0.05 ANOVA de una via post hoc Bonferroni,
vehiculo (0) vs. tratamiento; #p < 0.05 t-Student vehiculo (0) vs. Control Positivo (Proteina constitutivamente activa). Efecto del DMP
(0.01 yM) (D-F) sobre la actividad de RhoA (D), Racl (E) y Cdc42 (F) después de 5, 15, 30, 90 y 120 min. Los datos fueron

normalizados respecto al tiempo (0) y se presentan como el promedio + D.E. (n=3), *p < 0.05 ANOVA de una via post hoc Bonferroni,
(0) vs. tratamiento.
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3.7Inhibicién de las GTPasas Racly Cdc42

Para explorar si los efectos sobre el citoesqueleto y la migracion celular se
debian directamente a la induccion en la actividad de Racl y Cdc42
procedimos a realizar la inhibicion quimica de estas GTPasas con
pretratamientos con NSC23766 (inhibidor de Racl) y ML-141 (inhibidor de
Cdc42), los cuales bloquean la activacion mediada por factores

intercambiadores de guanina (Gao et al., 2004; Hong et al., 2013).
3.7.1 Morfologia

Se evalué la morfologia de las células pre-tratadas por 2 h con los inhibidores
de Racl y Cdc42, los cuales modificaron la distribucion de la morfologia
celular, disminuyendo la proporcion de células redondas, pasando de 62 a 45
y 52%, respectivamente (Tabla 4). Al realizar el pretratamiento con el inhibidor
de Racl (NSC23766) y el tratamiento con DMP por 2 h, se observé una
disminucion de la induccién de las células ahusadas solamente. Por su parte,
la inhibicion de Cdc42 causada por ML-141 tuvo mayor impacto sobre los
cambios morfoldgicos inducidos por el DMP, pues disminuyd la proporcion de
células ahusadas de 62 a 37%. Ademés, observamos que la inhibicion
conjunta de Racl y Cdc42 evitd los cambios en la morfologia celular
provocados por la exposicion a DMP (Tabla 4). Se observé una disminucién
en los desarreglos de actina inducidos por el DMP al inhibir a Racl, mientras
que la inhibicién de Cdc42 redujo la formacion de filopodios o pseuddépodos

largos que se inducian con el tratamiento de DMP (Figura 17).
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NSC23786+DMP ML-141+0MP EA

Figura 17. La inhibicién de Racl y Cdc42 previno los cambios morfoldgicos inducidos
por el DMP. Organizacion del citoesqueleto de actina (rojo) de células RAW264.7
después del pre-tratamiento con los inhibidores de Racl (NSC23766, 25 uM) o Cdc42
(ML-141, 10 uM) y el tratamiento con DMP (0.01 uM) o el vehiculo (DMSO 0.05%) por
2 h. Barra de escala 50 ym.

Tabla 4. Clasificacion de la morfologia celular después de la inhibicion de Racl y/o
Cdc42.

Morfologia (%)

Tratamiento Redonda Ahusadas Tetragonal Triangular Otro
Vehiculo 63.9+3.9 29.1+49 25+1.7 1.7+12 27+£13
DMP 31.9+55* 594+6.22 2.8x0.9 28+13 3.0x10
NSC23766 450+4.7% 383+1.7° 3.8+1.6 46+11 83x3.1
ML-141 52.8+3.4> 322+32° 3.9+0.38 50£0.7 6.0£23
33?376& 32.2+0.9° 505+6.7%° 48+31 42+05 47+3.0
ML-141+DMP 488 +53% 37.7+3.7° 3.3+£0.7 47+£29 5218
NSC23766+

ML-141+DMP 53.2+2.1°> 33.0+35° 40+11 3.2+0.7 6525

2p<0.05, ANOVA de dos vias post-hoc Bonferroni vehiculo vs. tratamiento.

p<0.05, ANOVA de dos vias post-hoc Bonferroni 0.01 uM vs. 1 uM.

* Las células fueron clasificadas a partir de al menos 10 campos por muestra (n=3).
Los resultados se muestran como el porcentaje + D.E.
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3.7.2 Migracion Celular

Al evaluar el efecto de la inhibicién de Racl y Cdc42 sobre la migracion celular
observamos que, por si solos, la inhibicion de Racl o Cdc42 no afect6 la
migracion celular, sin embargo, la inhibicion de ambos de manera simultanea
si generd una disminucion significativa de la migracion celular respecto al
vehiculo. Por su parte, la inhibicion de Racl 2 h previas al tratamiento con
DMP 0.01 pM, también indujo un incremento significativo de la migracion
celular respecto al tratamiento con el vehiculo, pero esta induccion fue menor
a la observada unicamente con el tratamiento de DMP. Por otro lado, la
inhibicion de Cdc42 evité completamente el efecto del DMP sobre la migracion
celular. Asi mismo, la inhibicibn conjunta de Racl y Cdc42 previas al
tratamiento con DMP, disminuy6 la migracién celular respecto al vehiculo
(Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la inhibicion de Racl y Cdc42 en la migracion celular inducida
por DMP. La migracién se determiné durante el ensayo de cierre de herida con células
RAW264.7 pretratadas con el inhibidor de Racl (NSC23766, 25 uyM) y/o el inhibidor
de Cdc42 (ML-141, 10 yM) durante 2 h y tratamientos con el vehiculo o DMP (0.01
MM) por 48 h. Los resultados se muestran como el porcentaje £ D.E. (promedio de
tres experimentos independientes) *p<0.050, prueba t-Student vehiculo vs.
tratamiento; #p<0.05 DMP 0.01 uM vs. tratamiento.
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3.8 Fagocitosis

Debido a que encontramos efectos importantes en la funcionalidad del
citoesqueleto relacionada con la movilidad celular, decidimos evaluar otra
funcion de los macréfagos que también depende del citoesqueleto, la
fagocitosis, que es relevante en el procesamiento y presentacion de antigenos.
Al evaluar el efecto de la exposicion a los compuestos OP sobre la fagocitosis,
observamos que los tratamientos con malation y sus tres metabolitos DAP, a
concentraciones de 0.01 puM por 2 h, disminuyeron el nimero de células
capaces de fagocitar particulas de zimosan en aproximadamente 10% (Figura
19A). Sin embargo, en las células que mantuvieron su capacidad fagocitica,
no se observaron cambios en la cantidad de particulas fagocitadas (Figura
19B), indicando que el efecto de los compuestos OP sobre este parametro es

minimo y probablemente de poca relevancia biolégica.
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Figura 19. Efecto de los DAP en la fagocitosis. (A) Porcentaje de células positivas a
zimosan marcado con FITC y (B) la intensidad media de fluorescencia (IMF) de
células RAW264.7 tratadas con malatién o sus DAP (0.01 uM) por 2 h o citocalasina
B (Cyt-B, 5 pg/ml) por 1 h como control negativo. Los resultados se muestran como
el porcentaje =+ D.E. (promedio de tres experimentos independientes) *p<0.050,
prueba t-Student vehiculo vs. tratamiento.

Por otro lado, al evaluar el efecto del DMP a la concentracion de 1 pM,
observamos un ligero incremento en el nimero de células fagociticas (~10%)
(Figura 20), que probablemente también tenga poca relevancia biolégica en el

proceso de iniciar una respuesta de antigenos en los macréfagos por si solo.
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Sin embargo, el co-tratamiento de DMP y PMA 50 nM, disminuyd de manera
significativa la poblacion de células que fagocitaron en alrededor de 50%, pero
presentd una diferencia estadisticamente significativa respecto al tratamiento
de PMA solo.
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Figura 20. Porcentaje de células positivas a zimosan marcado con FITC de células
RAW264.7 tratadas con DMP (1 uM) y/o PMA (50 nM) por 2 h. Los resultados se
muestran como el porcentaje = D.E. (promedio de tres experimentos independientes)
*p<0.050, prueba t-Student vehiculo vs. Tratamiento; *p<0.050, prueba t-Student PMA
vs. DMP+PMA.

63



Tabla 5. Resumen de efectos del malatién y sus DAP sobre el citoesqueleto

Modelo Parametro

Compuesto OP

Malation

DMDTP

DMTP

DMP

Polimerizacion de
Actina

1 33% Tiempo ¥z de
Polimerizacion
| 44%Tasa de

| 44%Tasa de
Polimerizacion
| 8% F-actina

| 53% Tasa de
Polimerizacion
| 19% F-actina

| 42%Tasa de
Polimerizacion
| 18% F-actina

,C;) Polimerizacion
; | 17% Tasa de | 20% Tasa de | 27 % Tasa de Sin cambio
- Polimerizacion de Polimerizacion Polimerizacion Polimerizacion
Tubulina 1 10% Tiempo % de 1 12% Tiempo % de 1 16% Tiempo % de
Polimerizacion Polimerizacion Polimerizacion
Morfologia 1 25% ahusada 1 16% ahusada 1 30% ahusada 1 30 % ahusada
1Pseudo6podos 1Pseudopodos 1TPseudopodos 1Pseudodpodos
Citoesqueleto actina 1Filopodios TFilopodios
:r' Desarreglo de actina = Desarreglo de actina
§ Migracion Sin cambio 1 82% (1 uM) 1 151% (0.01-0.1 uM) 1 125% (0.01-1 uM)
é Fagocitosis 1 9% (0.01 uM) 1 8% (0.01 uM) 1 11% (0.01 uM) | 6% (0.01 uM)
| 25% RhoA 1 31 %Racl 1 44% Racl | 28% RhoA
GTPasas 1 20% Cdc42 1 40% Racl

1 10% Cdc42

% de cambios respecto al vehiculo
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4. DISCUSION

La exposicidn a compuestos OP se asocia a una gran cantidad de efectos
toxicos, de los cudles, los efectos neurotoxicos son los mas descritos. Sin
embargo, diversos estudios han identificado diferentes blancos moleculares de
estos compuestos que podrian explicar el desarrollo de enfermedades que se
asocian con la exposicion a los compuestos OP que no son de indole
neurotéxica. Reportes previos sugieren la accion de los compuestos OP sobre
los elementos del citoesqueleto, entre los que encontramos a la actina,
tubulina, queratina y proteinas asociadas como la kinesina o la cofilina (Terry,
2012).

En este estudio, encontramos que el plaguicida metilado malation y sus
metabolitos DAP interfieren con la dinamica de polimerizacion de la actina. Sin
embargo, los efectos no son iguales entre los cuatro compuestos. El malation
(0.01 uM) es capaz de retrasar el inicio de la polimerizacion y de disminuir la
velocidad de polimerizacion de actina, lo que sugiere que el malatién es capaz
de alterar el proceso de nucleacién de actina al interaccionar con los
monomeros de actina sin afectar la disponibilidad de mondémeros
polimerizables en el medio de reaccion. Estudios previos han mostrado que el
malation es capaz de formar aductos en proteinas como la albuminay la AChE,
en residuos de lisina y serina, respectivamente (Kalashnikova y Rubin, 2023;
Yamagishi et al., 2021). La formacién de estos aductos parece estar mediada
por la transformacion del malation a su metabolito oxidado, el malaoxon,
permitiendo la unién del grupo fosfato a los residuos de aminoécidos. La falta
de enzimas que pudieran catalizar esta conversion en el estudio in vitro
explicaria que el malatién no interaccione covalentemente con los monémeros

de actina, permitiendo la formacién total de los microfilamentos de actina.

Por otro lado, los DAP, DMDTP, DMTP y DMP podrian tener alguna interaccion
con los monomeros de actina disminuyendo la cantidad de actina libre
polimerizable, lo que explicaria la disminucibn en la velocidad de

polimerizacion y de la cantidad de microfilamentos formados. Reportes previos
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muestran que los compuestos OP pueden generar aductos en distintos
residuos de aminoacidos de la actina, como los residuos de lisina, serina y
tirosina (Bui-Nguyen et al., 2014; Grigoryan et al., 2009; Schopfer et al., 2010).
Estos residuos son de importancia pues son sitios en los que se realizan
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion, la acetilacion, la
sumoilacién y la ubiquitinacién, entre otras, las cuales permiten estabilizar los
microfilamentos de actina, asi como la unién de proteinas especificas que

regulan el citoesqueleto de actina (Varland et al., 2019).

Se ha reportado también que la modificacién quimica en residuos especificos
de los monémeros de actina puede interferir con su proceso de polimerizacién.
Por ejemplo, la modificacion del residuo de tirosina 53 inhibe el proceso de
polimerizacion (Bender et al., 1976), debido a que este residuo se encuentra
en el subdominio 2 en el asa de la DNAsa I, una region que esta implicada en
las interacciones entre mondémeros de actina, por lo tanto, es un aminoacido
gue Unicamente se encuentra expuesto en la forma de G-actina, afectando
unicamente a los monomeros libres en el medio de reaccion. Este residuo en
particular ha sido identificado como un sitio de formacién de aductos en los
estudios con compuestos OP que incluyen al compuesto DFP, a los pesticidas
clorpirifos y diclorvos; el metabolito CPO; y a los agentes de guerra sarin y
soman (Schopfer et al., 2010), lo que podria explicar los efectos observados
con los tratamientos de los DAP. La formacion de estos aductos, también
llamada organofosforilacion, ocurre por reacciones de sustitucion nucleofilica
entre grupos hidroxilos o aminos y el atomo de fosforo central de los OP
(Gearhart et al., 2007; Grigoryan, et al., 2009a; 2009b). Ademas, la presencia
de grupos electronegativos en el grupo saliente de los compuestos OP parece
incrementar su reactividad y la capacidad de generar aductos (Bedford y
Robinson, 1972), por lo que, los DAP, al carecer de grupos electronegativos,
podrian tener una menor afinidad por estos sitios. A pesar de esto, se ha
reportado que la presencia de aminoacidos con cargas positivas, como lisina,
argininas o histidina cerca de aminoécidos hidroxilados como la tirosina, puede

favorecer la deprotonacién del grupo hidroxilo incrementando la reactividad de
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estos sitios (Schopfer et al., 2010), lo que podria favorecer las interacciones
con moléculas menos reactivas como los DAP, explicando los efectos sobre la

polimerizacion de la actina.

Al igual que con la actina, los DAP también son capaces de modificar la
polimerizacion de la tubulina. Tanto el malation como sus metabolitos DMDTP
y DMTP (1 puM) son capaces de retrasar y disminuir la velocidad de
polimerizacion de la tubulina, lo que sugiere una interferencia durante los
procesos de nucleacion. Algunos reportes han identificado que los compuestos
OP son capaces de formar aductos en méas de 20 residuos de los
heterodimeros de tubulina, siendo los residuos Y83y Y281 los mas reportados
(Grigoryan et al., 2009a; Onder et al., 2018). Estos residuos solo se encuentran
disponibles en la forma libre de la tubulina, ya que la mayoria se encuentran
en sitios de interaccion con otros monomeros, por lo que se vuelven
inaccesibles en un microtdbulo ya formado (Grigoryan et al., 2009b). Es
posible que tanto el malation como el DMDTP y el DMTP pudieran interactuar
con estos residuos de los heterodimeros durante su estado libre, alterando la
nucleacion y retardando el proceso de polimerizacion de la tubulina. El
metabolito DMP en cambio, no mostrd tener efectos significativos sobre la
tubulina a diferencia del resto de DAP. La diferencia podria deberse a la
ausencia de atomos de azufre en la molécula que podria ser importante para

la interaccion entre el DMDTP o DMTP y la tubulina.

Aunque la cantidad maxima de tubulina polimerizada no se vio afectada, es
posible que la exposicion a los compuestos OP pudiera resultar en MT
defectuosos o poco estables. Un reporte previo mostré que la exposicion al
metabolito OP clorpirifos oxon (CPO) era capaz de afectar el ancho y el largo
de los MT, estos defectos provocaron que el CPO generara colapsos de los
MT a altas concentraciones (100 puM). Este estudio ademas mostro que incluso
a bajas concentraciones (5 pM) se producian defectos en los MT disminuyendo
su ancho o largo, pero sin colapsar sus estructuras (Grigoryan y Lockridge,

2009). Las diferencias en el ancho de los MT podrian deberse a cambios en el
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namero de protofilamentos presentes en los MT, como resultado de
alteraciones durante la fase de nucleacion (Rai et al., 2021). Se requeriria de
la evaluacién de la estructura de los MT para evaluar esta posibilidad. Ademas,
esta alteraciéon en los MT podria impactar en otras funciones celulares
dependientes de la restructuracion del citoesqueleto de tubulina, como el
proceso de division celular. Un estudio previo mostré que la exposicion a
concentraciones mas altas de DMTP (25 uM) fue capaz de inducir la formacién
de micronucleos en células hepaticas sin incrementar marcadores de dafio
directo al ADN, lo cual sugirié que la induccion de micronucleos pudo deberse
a una mala segregacion cromosomica a consecuencia de alteraciones en la
maquinaria mitdtica (Hernandez-Toledano et al., 2020), de la cual los MT son

parte esencial.

A pesar de observar este efecto sobre la polimerizacion de la actina y la
tubulina, no observamos colapsos en las estructuras del citoesqueleto como
los reportados previamente en la literatura, en donde observé una
reorganizacion completa de la actina, cambios morfolégicos importantes y el
colapso de la estructura celular en células de cancer de mama MCF-7 y células
de neuroblastoma SH-SY5Y expuestas a malation (96-775 UM, 2 dias) o metil
paration (1 mM, 12-24 h), respectivamente (Cabello et al., 2003; Carlson y
Ehrich, 2001). Estas diferencias podrian deberse a las altas concentraciones
y mayores tiempos de exposicion utilizados en estos estudios. Por otro lado,
en nuestro estudio de polimerizacion de actina in vitro, Unicamente se
consideraron los monémeros de actina, dejando de lado proteinas reguladoras
gue pudieran incrementar su estabilidad, o bien, proteger los sitios de unién a
los OP (Hohmann y Dehghani, 2019).

A pesar de la ausencia de colapsos en la morfologia celular causada por los
compuestos OP, la presencia de distintas morfologias y arreglos en el
citoesqueleto de actina tras la exposicion a los OP sugiere un efecto sobre las
proteinas reguladoras del citoesqueleto, como las GTPasas, ya que

observamos la formacion de lamelipodios (regulados por la GTPasa Racl); un
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incremento en la formacion de filopodios, asi como la reorientacién del MTOC
(regulado por Cdc42). La formacion de urépodos en las células alargadas
(regulado por RhoA) caracteristicos de células en proceso de migracion, se
observaron con los tratamientos con DMTP y DMP. Al mismo tiempo, el
incremento en la actividad de las GTPasas puede significar un aumento en
algunas funciones celulares, como la migracion celular, tal como ha sido

reportado con otros compuestos como la doxorrubicina (Liu et al., 2019).

Al evaluar los efectos que tienen los compuestos OP sobre las GTPasas,
observamos que Racl y Cdc42 presentaron un incremento significativo
después de los tratamientos con DMTP y DMP, mientras que RhoA se vio
inhibida con DMP y el malation. En el caso de Racl, el DMP indujo su actividad
rapidamente y de forma sostenida al menos durante 2 h. Mientras que, la
induccion en la actividad de Cdc42 tomo hasta 1 h en alcanzar su nivel maximo
y disminuy6 con el tiempo. Distintos procesos de regulacién negativa podrian
explicar esta caida en la activacion de Cdc42. Por ejemplo, el DMP podria
catalizar la transicion de su forma activa a su forma inactiva unida a GDP
(Bishop y Hall, 2000). Mientras que, en el caso de Racl, esto podria llevar mas
tiempo. A pesar de la caida que se observo en la actividad de Cdc42, los
cambios dependientes de su activacion (la formacién de filopodios y la

polarizacion celular) ain son observables después de las 2 h.

De la misma manera que la induccion de estructuras de actina, el efecto del
DMTP y DMP sobre la migracion celular disminuyé al incrementar la
concentracién de estos DAP. Este efecto puede estar relacionado al rol dual
de Racl. Por un lado, la activacion de Racl induce la formacién protrusiones
de actina, tales como lamelipodios, que favorecen la migracién celular; asi
mismo, Racl también se encarga de reclutar proteinas de andamio tales como
la proteina IQGAP1. Esta proteina activadora de GTPasas esta asociada con
el complejo B-catenina — E-cadherina, bloqueando sus interacciones con el
citoesqueleto de actina. Sin embargo, el reclutamiento de IQGAP1 por Racl,

permite la interaccion de actina con estas proteinas, incrementando las
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interacciones célula-célula y limitando la migracion celular (Marei & Malliri,
2017). De esta forma, el incremento en la concentracion de los DAP podria
ocasionar una activacion mayor de Racl y el reclutamiento de IQGAP1,
favoreciendo las uniones intercelulares. Al mismo tiempo, la interaccién con
IQGAP1, estabiliza la forma activa de Racl, lo que explicaria la activaciéon

sostenida observada con el DMP.

La regulaciéon de la actividad de RhoA también es importante para el arreglo
del citoesqueleto y la migracion celular. Nuestros resultados muestran que el
DMTP no modifica la actividad de RhoA, mientras que el DMP la inhibe
significativamente. Aunque estos datos podrian sugerir que RhoA no es
esencial para mediar los efectos del DMTP y el DMP sobre la migracion celular,
en la literatura se ha descrito que la delecion de RhoA es capaz de incrementar
la migracion celular de macréfagos murinos en ensayos de quimiotaxis
bidimensional, sin afectar la direccionalidad, aunque el tamafio de la célula se
incrementa debido a la incapacidad de retraer la parte trasera del cuerpo
celular durante la migracion (Koénigs et al., 2014). La falta de retraccion del
urépodo podria explicar el alargamiento de las células tratadas con malation y
DMP; al mismo tiempo este fendmeno podria haber contribuido en la induccién
de la migracion celular en conjunto a la induccién de pseud6podos y filopodios
mediados por Racl y Cdc42 por parte de DMP. Mientras que la falta de
induccién de migracion por parte del malation podria deberse a la falta de

activacion de Racl o Cdc42.

Ademas de la migracion celular, la fagocitosis también es un proceso dinamico
gue requiere de la coordinacion de la actividad de las GTPasas, Racly Cdc42
gue se encuentran activas durante el proceso de la formacion de la copa
fagocitica y que después deben disminuir su actividad, favoreciendo la
activacion de RhoA para internalizar el fagosoma (Kim et al., 2017). La
activacion de Racl provocada por los DAP (DMDTP, DMTP y DMP) podria
obstaculizar la formacion y el cierre del fagosoma, causando una

internalizacion deficiente, tal como lo observado en fibroblastos que expresan
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una forma constitutivamente activa de Racl (Nakaya et al., 2008). En el caso
del malation, la inhibicion de RhoA podria alterar el cierre del fagosoma
resultando en una disminucion de la fagocitosis tal como la reportada en
macrofagos doble negativos de RhoA (Kim et al., 2012), y similar a lo reportado

en neutrofilos expuestos a malation (Zabrodskii, 2018).

Con la finalidad de verificar que los efectos debidos a los tratamientos con
DMTP y DMP estuvieran mediados por la activacion de Racl y Cdc42,
inhibimos quimicamente su activacion mediada por los factores
intercambiadores de guanina (GEFs). La inhibicion de Racl y/o Cdc42 resulté
en la disminucion de los efectos sobre la morfologia y la migracion inducidos
por el DMP, siendo la inhibiciéon de Cdc42 la que tuvo una mayor proteccién
contra el DMP. Se ha descrito en la literatura que Racl es indispensable en
los procesos de migracion celular, especialmente por la formacion de las
protrusiones del citoesqueleto de actina que permiten el avance del cuerpo
celular en células epiteliales, como las células HeLa, HEK293, AT2 o Hepa 1-
6 durante ensayos de migracion celular (Desai-et al., 2008; Katoh et al., 2006;
Ridley, 2015; Zhou et al., 2021). Sin embargo, en este caso observamos que,
inclusive en condiciones normales, la inhibicibn de Racl no disminuyé la

capacidad de migracion celular.

Reportes previos han mostrado que la delecién de Racly Rac2 en macréfagos
murinos derivados de médula 6sea puede impactar en la morfologia celular,
especialmente en la formacion de estructuras de F-actina que contribuyen a la
migracion celular, tales como podosomas, sin embargo, estos cambios no
tuvieron un impacto significativo en la migracion celular (Wells et al., 2004,
Wheeler et al.,, 2006). Lo anterior podria deberse en parte a mecanismos
compensatorios activados por Cdc42, la cual es capaz de activar efectores de
Racl, como el complejo Arp2/3 a traveés de la activacion de WASp, implicados
en la polimerizacion de la actina y la consecuente formacién de lamelipodios.
Este mecanismo podria explicar por qué la inhibicién de Rac1 no fue suficiente

para revertir los efectos del DMP y, ademas, por qué la inhibicion de ambas
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GTPasas si causa una disminucion en la capacidad de migracion celular, aun
sin el tratamiento con DMP, mostrando, ademas, que Cdc42 resulta importante
en el control de la morfologia y migracion celular en los macrofagos
RAW264.7, como previamente se ha establecido (Johnson, 1999; O’Neill et
al., 2016). De manera similar se ha reportado que la inhibicion de Cdc42 es
capaz de reducir la velocidad de migracion en células epiteliales (Wojciak-
Stothard y Ridley, 2003), lo que podria deberse a su implicacién en el proceso

de polarizacion celular, y no solo en la polimerizacién de actina.

Debido a que el bloqueo de la interaccién entre las GTPasas y sus GEFs
previno los efectos del DMP, es probable que el blanco molecular se encuentre
rio arriba. Reportes previos sugieren que algunos plaguicidas OP, incluyendo
al malation, tienen la capacidad de activar a PKC, tanto de manera directa
como de manera indirecta, a través de la via de la fosfolipasa C gamma (PLC-
Y) y la acumulacién de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (Esquivel-
Senties et al., 2010; Niijima et al., 1999). La activacion de PKC resulta en la
induccién de la migracion en otros tipos celulares a través de la activacion de
la GTPasa Racl, esto tras la activacion de otras tirosina cinasas como
Src/CrK/Cas (Nomura et al., 2007).

Por lo anterior, cabe la posibilidad de que el incremento en la migracién de los
macrofagos pueda deberse a que el DMTP y el DMP activen a PKC o alguna
de sus vias rio abajo, resultando en la activacion de tirosinas cinasas
responsables de la activacion de los GEFs y consecuentemente de Racl y
Cdc42. La similitud de los DAP con los grupos fosfatos podria ser responsable
de la interaccion con proteinas como las cinasas, mientras que la accion del
malatién podria estar mediada por la presencia de su grupo saliente lipofilico,
permitiéndole actuar con proteinas cercanas a las membranas tales como la

fosfolipasa C.

Nuestros resultados muestran que el malation y cada uno de los DAP poseen
diferentes mecanismos de accion sobre la dinamica, la organizacion y la

funcion del citoesqueleto, mediados por la activacion de las GTPasas Racl y
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Cdc42. En este caso, los metabolitos DMTP y DMP tienen los efectos mas
notorios sobre el citoesqueleto (Tabla 5). Estos metabolitos son los
compuestos mas oxidados (producto de la desulfuraciéon oxidativa) y los DAP
metilados mas abundantes que se encuentran en muestras de seres humanos
(Krieger y Dinoff, 2000; Michalakis et al., 2014; Ock et al., 2020).

El DMTP es el metabolito mas abundante (aprox. 50%) que se encuentra en
seres humanos después de una exposicion a plaguicidas como el malation
(Krieger y Dinoff, 2000). Sin embargo, el metabolismo no es la Unica fuente de
los DAP en el organismo, ya que también pueden encontrarse DAP en
alimentos contaminados, como en algunas frutas, por lo que se pueden ingerir
directamente, representando una fuente importante de exposicién, dado que
pueden absorberse casi en su totalidad. Una vez en el organismo, el DMTP
puede originar DMP, incrementando la presencia de este ultimo metabolito
(Chen et al., 2013; Krieger et al., 2012).

Aunque las concentraciones de los compuestos OP que se utilizaron en este
estudio son bajas en comparacion con las de otros estudios in vitro, estas
concentraciones son mas cercanas a las encontradas en la orina en la
poblacion general (0.02 - 60 uM), mientras que, las concentraciones en
muestras de sangre de poblaciones expuestas ocupacionalmente a los
compuestos OP pueden encontrarse en un rango de 0.53 a 0.73 uM
(Michalakis et al., 2014). Por lo tanto, los efectos que encontramos en este
trabajo podrian estar presentes en las poblaciones humanas con exposicion
cronica a compuestos OP, la cual tiene—asociacién con el desarrollo de
distintas enfermedades. Por ejemplo, se ha reportado que un incremento en la
migracion celular esta relacionada con el desarrollo de cancer y de algunas
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Tsai et al., 2017), que
ademas estan asociadas con la exposicion a compuestos OP (Meyer et al.,
2017).

Ademas de las modificaciones encontradas en la migracién celular, es

importante considerar que la modificacion en la activacion de las proteinas
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como las GTPasas después de la exposicion a los DAP, podria significar la
identificacion de potenciales nuevas rutas de sefializacion blanco de los OP.
Esto a su vez, puede ser de ayuda para entender los efectos no colinérgicos y
la modificacion de funciones celulares reportadas por la exposicion a
plaguicidas OPs y sus DAP, y al mismo tiempo ser de utilidad para la
determinacion de la contribucion de los DAP en la toxicidad de los compuestos
OP.
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5. CONCLUSIONES

El malation y sus DAP interfieren directamente con la polimerizacién de
actina y tubulina, causando una disminucion en la formacion de F-actina

y retrasando la formaciéon de MT en un sistema in vitro.

Los DAP, especialmente el DMTP y DMP, indujeron la formacion de
pseudépodos vy filopodios, ademas de la polarizacién de las células
RAW264.7 a través de la activacion de las GTPasas pequefias Racly
Cdc42.

Los metabolitos DMTP y DMP indujeron un aumento en la migracion
celular a bajas concentraciones (0.01 a 0.1 uyM) y la induccion
provocada por el DMP es dependiente de la activaciéon de Cdc42 y
Racl.

La exposicion a compuestos OP modifica el citoesqueleto a través de
diferentes mecanismos moleculares que implican la via de las
GTPasas, siendo los metabolitos mas oxidados y abundantes los que

poseen mayores efectos sobre el citoesqueleto.
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PERSPECTIVAS

Identificar si los DAP son capaces de formar aductos de manera directa
con las moléculas de actina y tubulina a través de espectrometria de

masas.

Identificar los posibles blancos moleculares de los DAP rio arriba de las
GTPasas a través de la identificacion de la activacion de proteinas como
GEFs, tirosina cinasas, como aquellas de la familia Src o receptores

membranales, como RTK o GPCR.

Evaluar si los efectos sobre el citoesqueleto y la activacion de las
GTPasas pueden modificar otras actividades de los macréfagos, como
el procesamiento de antigenos y la presentacion antigénica, a través de

ensayos de activacion de células T.

Determinar si los efectos sobre microfilamentos y las GTPasas ocurre

en otros tipos celulares y células humanas.

Evaluar el efecto de la exposicion cronica a DAP sobre el estado de las
GTPasas y la actividad de los macroéfagos.

Evaluar el efecto de las mezclas de DAP sobre la regulacion de las
GTPasas y el citoesqueleto y la funcion de los macréfagos en sistemas

in vitro.
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Gaban valverse a corrar cuidadosamente y markenor en pasicion vercal para evitar porcidas.

Temperalura de almecenaje recomencada 2 -8 °C

81

Usos especificos finales
Aparte de los. 12 mose i
% CONTROLES
Parametros da control
tes con valores limite amblentales de exposicién profesion:
[Camponerte CAS  [Vawr

Sema-Aanch 36143

Pardmetros de | Gase
SON0).

W

10 000000 Tim!

Takahion

g2 exposicion
NIOSH E£ UY

mgfm3 e
Observacion | Porercial para 12 3080ra.6n czanea
s
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cartuoho de esprEdOn s 14 Unica proleosIon,
LSS L fesparador SLMntrach qus cbrs mﬁ laom Lsar mlp'mn'm v componenctes testodes
NIOSH (EELU) 0 CEN (UE)

Control de exposicion ambiental
Knpeck nuevcs escapes o demames f pusds hacense o feagos.No dejar ua f prodcto enteencel
sistema de. laon Lz gescarga

. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

(3]

Sema-Aanen . 3674

88

¥ quimicas basicas

Aspecio Forma: fquido
Color-irsolero

Olor Sndatos dsporides

Umoral oflamvo Sndatos disporisies

e Sindatos dispories

Purks de oSV pirko - Sindatos daporiies

de congel

Pages 4 de 10



i Purto incal de
enulcién @ intervalo e
enullcion

166 - 157 *G(313 - 316 “F)a 100 hPa (0.75 mmHg)

g Purtodeinflamasion S distos cisporidies
n) Tasadeevaporacion  Sndatos dsporbes
i} Intamadiidad (salde,  Sindtos disporioes
35
1} Infamanbisc S detos disportes
superiarinerior o
limiics expiosivos.
&) Presion de vapor S detos disporees
1) Densidad de vapor Sndetos disporioies
™) Dereidad reiativa 1230 gomd
n) Soukiicadenagua  Igeramente solucle
9 Codierio dorepario. o Pow: 50
nocanoliag
P) Temperatwadeato  Sindatos disporioes
inflarracién
i Temperaturs de Sin dstos isponibies
desCOMPOSION
) Viscosidad Sin dstos disponibles
) Propedades eqposives S detos dispories
% Propedsdss Sindstos cisporioes
comburertes
82 Otrainformacién de seguridad
S datos disporioi
0. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD
101 Reactividad
Sin detos disponioies
10.2  Estabilidad quimica
Estade bzjo e
103 Posibilidad de reacciones peligrosas
S datos disponeoies
10.4 Condiciones que deben evitarse
Sin datos dispanoles
105 Materiales incompatibles
Agentes oxicaries ueiles, Colroe metais.
10.6 Productos de descomposicion peligiosos.
o datos dhsponidy
£n o850 de incendio: véase seccicn S
. BGICA
114 Informacién sobre los efectos toxicologicos
Toxicidad
LDLO Oral - Humanos - hembra - 245 mghg
Vasculares: TA 2 seccitn sutdnemica Pulmones. torox o
Respiracion Edera projonga plet pelylo
demattis.

Serma-Aieh 36743

Serma-Aieh 36143

Pages s do 10

Humanos
Iinfocta
test de micronicen

Rawn

anaiss Sitogenéticos

Ran

anlisis sitogenéticos
n

angisis citogenéticos

mster

andisis sitogengticos

Carcinogenicidad

WARCH. . A GRi0h 28t Py G fegerio h o s )

TP Enests mayores qu= o
iquales a0 1%, uxmmaumlmow\ommbolnwmmm(u‘P‘Pmm
Naciana! de Toxcolog

CSHA y p

igusl 3 01% ige pum(cs»w

de Saludty Seguided Copesonal

Toxlcidad para la reproduccidn

S datos disporioles

Toricidad par la reproduccién - Rata - Ora
Fedtiican:

{pe.:n°total e Impiartaciones muerias O reabsorbidas por
1*lcial de impantacicnes]

Toxiowlad cere la reproduncién - Rata - Oral
Necnato- indce de.

n* vivas af desieeirt Indivicuns vivos en el 40
dia Hler Neonala Nearalo 0105 elecios posinaaies
Raa
permatoge genético, morfolagta, mofiidad y
recverto de los Efectos scbre &l Aparai Recraductor: Testicuios, esiddimo y espermiducto
S datos disporisios

Toxicided pera ¢l cesarmolc - Rata
Aormaidaces Especificas del Seson: Sitera Urogenial
Toxicided pers el cesarralc - Conglo - Orel

Feto o Embrion Ot
Toxicidad especifica en determinados érganos - exposicion dnica
Sn datos dispanioies

o repetidas

S datos disponioles

Peligro de aspiracion
S0 datos disporees

Informecion Adicional
RTECS WM&400000

. @ Ies propiedades quimicas, fisicas
¥ torioodgicas.

Pages 7 do 10

SemaAin 36142

LDLO Cral - Humancs - mache -
jservaciones Conduats. Coma v.m:.m Desminucon de la TA o carscterizada e la sescion auinomics
Puimones, torax o Respiracén Disnes
DLE0 Oral - Rata - 1,000 - 1,360 mgikg
DLE0 Oral - Pajaro (saivae] - 400 mgfkg
Imalzcon Sin dalos dsponbes
DLE0 Cutdnec - Conejo - 6,760 mg/g
S datos disporivies

Corrosion o irritacion cutineas.
S0 dalos disporeoies

Lesiones o irritacién ocular graves
Ojes - Ca

Resutado. o it los ojos
‘Sensibilizacién respiratoria o cutnea
Sin datos dispanicies

Mutagenicidad en células germinales

andiisis citogeneticos
Humarnos

linfocta.

andisis citogenéticos
Humamos

linfocta

inhioicién de ADN
Humanos

Fhrobiasto

atros sistermas de ensayos de mutacién
Humanos

leucacito

Intercamoio de cromatides

frobesto

Intercamoo de cromatides
Hamster

avario

andiisis citogendticos
Hamster

Pulmonos

andiisis citogendticos
Hamster

Pulmona

Intercamoio de cromatides.
Hamater

avario

Intercamio de cromtides
Humsnos

Iinfocko

sintess no prevists de ADN

Pages 6 de 10
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Toxicidad
Toxickdad ara loa mortalidac LOEC - Lepormis maorocrinus - 0.079 mgfl -7 0d
peces.

mortalidac NOEC - Ptychocheilus lueits - 1 68 mgh - 32 h
CLS0 - Loporis macrochius - 0.046 gl - 960 h

Toxicdedparalas  CES0 - Dahnia magna (Puiga de mar grande) - 0.002 mg! -48 1

algas CEE0-
Persistenci y degradabilidad
Sin datos disporisies
Potencial de bioacumu
Swacurilacion

aubcapitata {alge verde) - 408 mgf - 72h

lacion
Oryzas aipes - 168 h
~12849

Factor e biocarcentrasin (FSC) 12

Movilidad en el suelo
S datos disponoies

Resuitados de Ia valoracion PBT y mPma
5 memE

0 es necesarla f o se
na reaiizaco
Otros efectos adversos

un peligro para.

o profesonal
My téxica para

SemaAich 36142

89

RELATIVAS A LA ELIMINACION
Métodos para e tratamiento de residuos.

Producto
Ofertar el sobrante y Iss salucones no-aprevechadles a Lna compania de vertidos scredizacs

Envases contaminados
Ellminar como procuctn 1o usa

N RELATIVA AL TRANSPOR!

DOT (US)
Nimero ONU 3062 Clase 9 Grupo de embaiae |1l
Lol

a5 i ¥

substance, Iquic nos
{Maation)

Cantidac mwm (RG): 100 Ibras

oomanwwne

Riuov de intoxicacién por inhalacion: No

()

Nimero ONU 3082 Clase 9 Grodeembalae Il EMS-No F-A SF

O ERVIRCNMENTALLY FAZARDOUS SUBSTANCE LIQUID,
NOS (Malathion)

Contaminante mario 1o

Ndmero ONU 3062 Clase 9 Grupo de embalae Il
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De: s Sustancia lquica ¢l mecio ambiente. ne p. ningune garantia de ias propledades del producto. La Corporacién Sigma. Aldrich y sus Compafias Aiiadas, ro

(Malation) S0 por nngd Dirjese 2

fos émnosy I la nota de

(3 REGL ertroga

‘SARA 302 Componentes Informacién suministrada por

i icas sujetos a 1o it SARA Tiuo ll secsion 302 Corporacién Sigma-Alcrich
Product Salety — Amercas R n
SARA 313 Componentes ) Mipao i i o
Lo siguieries componentes estan sujetos a los nveles ce referencia establecidos por SARA Tiuo IIl, Secsion 313
No CAS e visson Versi6n: 53 Fecha de revisiére Fecha de impresién
Valathion 121756 2007.07.01 12292075 0810812017

SARA 311/312 Peligros
Peligra Agudio pera la Salid Peligro para i Seiu Crénca

Massachusetts Right To Know Componentes

No GAS Fecra de revisdn
Walathion 121785 20070701
Pennsylvania Right To Know Componentes

No CAS Fecra de reviedn
Malsthion 121755 2007-07-01
New Jersey Right To Know Componentes

No CAS Fecta de revisin
Volathion 121755 20070701
Prop. 85 de California Componentas

ockia para el pusden causar

cincer, deficlos de racMienta, o uAKuEr DIro N0 EPIOCLEE NG

6. 0TRA
Texto integro de las Declaraciones-H referidas en las secciones 2y 3.
Acute Tox. Taxdcicad aguca

Aquatic Acute  Toxdcicac soutios aguda
AquaticChronc  Toxicicad acudtos céaca

caro Ca

302 Noeivo en c3s0 ce ngestién

17 Puede provocar una rescoin alérgea enfa piel

Haze Puade provacar cancer

+HACO Muy téxico pera Ios organismos acusticos.

Ha10 sy 1o pare 1cos. Gon efeclos

Clasificacion HMISINFPA
Febgra para la salud 2
Peligro Cranico para la
Sakic

Infiarraiicad:

Peligio Fisico
Clasificacion NFPA
Peligra cara la salud 2
Peligr de Incendio 0
Felgia de Reactrdad O
Otros datos

o
o

205 Sigma-Aldrich Co LG Se autoriza a rep: pas p2ra tsa
exciusvamerte nterno.

artion e axhacsliva y debar Lkzarse
La besadaen el

bie 3 25 opiac =l producto.
Sema-Aich 36742 Pages 9 de 10
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8.1.2 DMDTP

5C-438464 - 0.0-Dimethyl Dithiophosphate . Focha de ravisién 174692015

AT

expansion. Recoge opie
7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
Santa Cruz Biotechnology. Inc.

‘echa de revision 17-sap-2015
Versién 1.1

Y DE LA EMPRESA

I i inciwidual
manpulacin sin peligro obligatono. L No rospirar ef
pulvail humeel gt nicbikos viporewel sorsol, No comer, bober ni fur durante su Nombre del producto 0.0-Dmethy| Dehiophosphate.
infizaciin
¥ en un lugar eeco y Cédigo del producto SC408484
s Protegen N
8. CONTROLES DE EXPOSICION/PROTECCION INDIVIDUAL
Teléfono de emergencia
Sena Gree Siolccimdlogy. Inc. ot
10410 Finnell Street 1.800.424.8300 (Within USA)
i0id Callas, 1X 75220 +1.703 527 3887 (Outside USA)
Oommlﬁl:w:wﬂwn 831.457.3800
Ftaciones de lavado de ojos. 800457 3801
Sitemas do ventiocon
Equipo de proteccién personal (PPE por sus siglas en inglés) 2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS
Proleccion oculdr y de 1 cara. 33185 de SegUINS] bien ausiadas.
y po Ulevar
roteccion respirona Asegur Resumen Para prescntan. so
s e — 3 g consderen pebprosas pars a salud
higiene Estaty
9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS OSHA OSHA (29 CFR 1910.1200)
Posibles efectos sobre la salud
Estoto isco Liquado Vias de exporicion prcipales Innasacién
hay infurmacion disponible LC«“:: con :‘pli
oo No het informacaon csgonibie Cantaco con los 008
r Lsd ojos. iritacién.
Propledad Valores_ piel Puede ser nocivo en conlaclo con a piel
formacon dpor Inhalacion ‘ser nOCIvO en ¢as0 de Inhalacion.
B gl e sreed Ingestion Nocvo en caso de ingestion.
i B i amonie Peligros o clasificados de otra manera (HNOC)
u et Pelifros no clasiicados de otra manera (HNOC) No es aphcadle
. : .
apor Peligro para of medio amblente Ver fa Secciin 12: INFORMACION ECOLOGICA.
o NFPA  Poligros para la salud . HMIS Poigros para la salud d
¥ Infamatridad E Inflamabaidad 3
Estabica 4 Pesgros fiscos S
Ce Propledades fsicas y = Protecoitn Indivicust -
: imicas
No hay
10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD
Pagina 318 Pagina 1/6
'5C-498464 - O 0-Oimathyl Dithiophosphate . Focha de revisién 174ep-2016 SC498464 - O 0-Oimathyl Dithiophosphate: . Focha de revision 17-5ep-2015
3.COMPOSICIONANFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
Readtividad No e apicaie
00 Catabibdad
Peso molecular 15818 Materigies moompaibies Inoompatible con agentes oxeantes.
Formula CHOPS: E itn al
égenc Cidos de carbono.
g

4. PRIMEROS AUXILIOS

Bamar  in médico. N respiear el polvorel humoced gasta

s ] Lavar
agua y qutarsa i mpa y el catada

Innatacion [1ansportar a a victima al exterior, Liamar 11 medico. 1 1a FESEIACKN 63 TeguBIr 010
hay i« e iracion arifcial Evi >
Usiizar

Ingestion Narre @ un e,
NO provocer ef vomilo.

de prmors auxios

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Medios de extincién apropiados.

002, tesistente al alonhal
Pelig! ificos que pr
Punlo C oy s
Datos de explosion
o i~
ibidad =

¥
personal de lucha contra incendios.

‘conlea incondios necesa,

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Alcantaiter. N
Para oblenes miss

Asegur 5
Impacle e 59
Infurmacion ecoligca, ver el apartado 12

No

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxickisd aguda

a
surminisliada.

Toxickad crénica

12. INFORMACION ECOLOGICA

Ecotoxicidad
Feotoxicidad Na El

v N by >
Bioacumulasion Na hay informacen disponbi.
13. RELATIVAS A LA EL

u L cionales

elmmnacion fogakes aplcables.
Embalaje contamiado No reuizar ¢l recipente.
Nimem de residua de la EPA 0002
(FF L)

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

por
N IDFONU UN3288
(Clase de pesgr. L]
Grupeo de embalage i
3 o h acido, oo, nep
Descripoibn UN265, | quida comsin, 4o, rgani, n e . 8,1
Nirnoto o b G de (ospucsiasde 153
emergenca
|ATA
N IDFONU UN3265
Clase de | 8
Gripo de embainje h
Designacin ol de Uorsporle LIqukdo Goioseyo, 5180, rgano, 0.6
Destripon UNG263, Liquido conusive, dodo, ergdnico, ne.p, 8, 11
Dsposasiones. pamiculares. A3, ABOS

Pigina 2/8

91

Pégina 416



50438464 - ©.0-Dimethy! Dithiophosphate. . Fochade revisién 175692015 56499464 - 0.0-imethy| Dithiophosphate . Focha de ravision 175692015
IMDG
N IDONU UN2es
Clase de pesgm 8
Grupo de emisalaje [

L , dcido, orgineo, nep
Descrpoion UN265, |iquido comasive, 4ckdo, argarico, n e p, 8,11 16. OTRA INFORMACION
NEMS FASE

Fecha de revision 1740p201S

15. INFORMACION REGLAMENTARIA Nots de revisisn N bty infurmacion dsponibly

La Inormacon sumnstrada

o THCA. Sanads procesads, Iransporte,

X-Jnctuigo
TSCA ierce

spartades 21, viro
OSUNDSL - Liste 2 sustarias dorovstianade creshices de Carcls
ENECSIELINCS -

ENCS - Ssvfenaa guircss sratsals y Fowae 05 Japn
IEGsC-
Kece s

stancee guimose cxniesies e 02
Sioras

Nomatives federeles de EEUU
SARA 313

ks pare 372

Categorias de riesgos SARA 311/312
Peligra aguda para fa salud s
Peligra cronico para (s sakud Na
Bcligro do incondio No
Poligro do focvicion biuscs d presionNo
Rinego de reacoitn Na

GWA (Ley del agua limpia, Clean Water Act)
sustocia regulada 0n 1 Ley de Agua Limp 12221y40

CrR12247)
Nomativas estatales de EEUU
Proposioidn 65 de Calfornia

A

a EEUU
Fate praducta no contiene ninguna tustancia regulaca por e normativas estatales de derecho a l informacian

INFOR ITAR)

CANADA INFORMACION REGLAMENTARIA

onnfiene inda Ia infarmacicn que mauisre al CPR

Clase de peigro VHMIS Na controlado.

Fin de la ficha de datos de seguridad

Pégina 518
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8.1.3 DMTP

Hoja de Datos de Seguridad I
s BIOSYNTH
Revision 24122014
ki 51 haty CHEMISTRY & BIOLOGY

pagina 1 de 4

e —
BIOSYNTH
STRY & BIOLOGY
Hoja de Datos de Seguridad Q-201495 pdgina 2de 4

1 Identificacion de la sustancia
Identificacion de la sustancia

a sustanciag 0. Dimetnyl

adicional 0,0, Dimefhyl hydrogen

N° del catélogo Biosynfh  Q-201485

REACH No. Un nismero de registo no esté disponible para esta sustancia, ya que 1
‘del registro, e tonelaj

registro o dicho registro estd prewisto para una fecha posterior.
Uso de la sustancia / preparacion
Usos identficados

intermedios basicos
uso alimentos. Gnicam

Compatia BIOSYNTH AG

Rietiistrasse 4

CH-9422 STAAD
Telétono +41 (0718582020
Comso weicome@biosynth.ch
Nimero de emergencia
Teiéfono +41 (0)71 858 20 20 horario de oficina

2 Identificacion de peligros
Etiquetado GHS

Primeros auxilios: Ojos

Lavar los ojos inmediatamente con suficiente aguacorriente durante al menos 10 a 15 minutos manteniendo
Ios pérpados separ, Consultar a un

Prim-m- auxilios: Piel

a1 menos 15 minulos. Quitar 1a 10pa y ol calzado
W\llmﬂlﬂ“ Lavar la ropa oom-«mm ‘MG! de volver a utiizara. Llamar a un médico.

Primeros auxilios: Ingestion
Lnarun-xzeonowammquoupusmamoeom,mmrnunnm

auxilios: Inhalacién

Rotar s o victkna aire fresco y manteneriaabrigada y en descanso. Si la respiracion es imegular o se ha
nlormumpido, mdmiitrar respiraciGn atiice. Liamar b

‘Comentarios para el médico: Tratamiento

Tratar en forma satomética.

5 Medidas de lucha contra incendios
Medios de extincion
‘espuma, polvo extintor seco, dicxido de carbono (CO2). focio de agua

Peligros durante la extincion de incendios
vapores t6xicos.

Equipo protector para combati lnuunu
Utiizar

Otros consejos para combatir incendios

No mnaurlosgmumlonywmn Recoger el agua contaminada de Ia extincion de incendios.
Esta no dabe ser dsscaige en dessqes. Retcar os recilerios que o se hayan dafedo del

raa inmeciata e peRYD 9 650 pueds ecersd en loma o0

6 Medidas que deben tomarse en caso de vertido accidental

L o Precauciones personales
Utilizar aparato respirador en caso de exposiciona vapores/polvos/aerosoles. Proporcionar ventilacion
oy T e respirar el polvorel humolel gasia nieblal el a0rosol. o
vitar v ol los vapores/el aer
Precauciones ambientales
a2 Ffine Sl coniacic.oom 108 Q.18 et 18 90 No permili que penelre en el sueloisubsuelo. No permitir que ingrese & aguas superficiales o desagies.
Asegurarse de que toda el agua residual sea recolectada y tratada a través de una planta de tratamiento de.
Informacion adicional S,
iPrecaucién! A nuestro mejor saber y entender laspropiedades toxicoldgicas de este ‘Métodos para la limpieza 0 recoleccion
material no han sido investigadas en fo na disponible
Otras
SConpouddnllnfomudendolochwn Recolectar en recipientes cerrados y apropiados para su eliminacion. Limpiar las 4reas contaminadas en
Informacién relacionada con la sustancia forma exhaustiva. Venliiar el lru afectada.
Nwmn delasustancia  ©,0-Dimethyl thiophosphate
Sinonimos 0.0-Dimethy! hydrogen phosphorothioate 7 Manipulacion y almacenamiento
e CAS (1112385 Manipulacién
Formuta CH:0PS Consejos para la manipula
Evitar el contacto con uuo)m In gl y o rope. Evar s lngeaticn Y  iteciie. Evie e esgosidn
prolongada o repetida. Quitar la ropa contaminada y lavarla antes a uliizarla. Lavarse
cuidadosamente tras la manipulacon
4 Medidas de primeros auxilios
— C—
BIOSYNTH BIOSYNTH
EMISTRY & BIOLOGY Y & BIOLOGY
Hoja de Datos de Seguridad Q201495 pagina 3 de 4 Hoja de Datos de Sequridad Q201485 pagina 4 de 4
Almacenamiento Otra informacién relevante de toxicidad
Temperatura de almacenamiento No tenemos conocimiento de ninguna informacién toxicologica.
almacenar a femperatura ambien
Requisitos de almacenamiento .
Mantoner alejado de matoriales incompatibls, Almacenar en un dro frosca, seca y bien vantilada, lojos. 12 Informacién ecolégica
de producios incompatbics. radacion
no hay informacién disponible
8 Controles de exposicién / proteccién personal Bicacumulacion
Conltrolbs de expoelcion 10 hay informacién disponible
Higiene industrial Distribucion en el medio
Se requiere ventiacin mecanica. Ducha de seguridad y ducha para 0jos. 0 hay informacién disponible
Equipo de proteccion personal . . .
,,:;mﬁ respiratoria 13 Consideraciones para la eliminacién
Utilizar un respirador aprobado por NIOSH/MSHA opor el estandar europeo EN 149. Consejos para ummmen y el empaque
Proteccion de las manos

Utiizar guantes compatibles resistentes a los productos quimicos para evitar exposicion de la piel.
Proteccion ocular

Utiizar lentes protectores o gafas de seguridadpara productos quimicos apropiadas segn lo descrito por
OSHA.

Proteccion corporal

Utiizar guantes y ropa resistente a los evitar la piel.

Consejos para la manipulacion segura

Lavar la ropa cotaminada antes de reutiizara. Utiizar ropa protectora apropiada para evitar
laexposicion

9 Propiedades fisicas y quimicas
Forma

poivo

Transicién de fase liquida a gaseosa
172°C

Masa molar

142,11 gimol

Densidad

1,360 g/em3

Punto de combustion
581°C

10 Estabilidad y reactividad

Productos de descomposicion
6xidos de fostoro, didxdo de carbono (CO2), 6xidos de azufre, mondxido de carbono

11 Informacién toxicolégica

Consejos pora la
Disohee o mazele o el o0 soveile GBI y QU o1 n ke quimico equipado
con un acuerdo con Kreisiaufwintschafis- und Ablallgesetz (KA
ADIG).

Consejos para f empaque
no disponible

14 Informacién de transporte
Transporte por caretera (ADR/GGVS)
no reguiado

Transporte por aire (IATA)
na regulado

15 Otras regulaciones
Lista regulatoria
no disponible

18 Informacién adicional

Etiquetado GHS
Lista rogulatoria
EC1272/08
Consejos de prudencia
P261 Evitar respirar el poivolel humolel gasfa nieblalos vapores/el aerosol.
P262 Evitar el contacto con los ojos, la piel 0 Ia ropa.
e — a0 som e oo o0 e b cn i s
L e e o e o T o o 5 B
e e o v g T £ e s
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8.1.4 DMP

SIGMA-ALDRICH agme e som
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

Version 52
F.l’ll 0822014
s s mpreson 0703209
T IDENTIFIC, BEL PRODUCTO Y DE LA COMP)
11 Identificadores del producto.
Nombre del producto dimethyl phosphate
Referencia COS014665
Marca Asdrich
No.CAS 813785
12 1a mezclay
Usos identificados laboratorio, Fe
13 D
Compatia Sigma-Alich Quimica, $ de R L. de C.V
Parque ndustral Tokca 2000
Cale & Norte No. ¥
50200 TOLUC
MEXICO
Tektoro +52 (0)1-800-007-5300
Fax +52 (0)1-800-712-6920
14 Teléfono de emergencia
Tekfono de Urgencia 01:800.00214.00 (SETIQ)
01(55) 55-56-15-88
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Methylated dialkylphosphate metabolites of the organophosphate pesticide | 'ws=
malathion modify actin cytoskeleton arrangement and cell migration via
activation of Rho GTPases Racl and Cdc42

David Sebastian Hernandez-Toledano, Libia Vega ™

Department of Toxicology, Centro de Investigacion y de Estudios Avenzados del Instituto Politécnico Nacional, Mexico City, Mexico. Av. Instituto Politécnico Nacional
2508, San Pedro Zacaterico, C.P. 07360, Gustavo A. Madero, Ciudad de Méxice, Mexico

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:

Organophosphate pesticides
Dialkylphosphate metabolites
Rho GTPases

Actin

Cytoskeleton

The non-cholinergic molecular targets of organophosphate (OP) compounds have recently been investigated to
explain their role in the generation of non-neurological diseases, such as immunotoxicity and cancer. Here, we
evaluated the effects of malathion and its dialkylphosphate (DAP) metabolites on the eytoskeleton components
and organization of RAW264.7 murine macrophages as non-cholinergic targets of OP and DAPs toxicity. All OP
compounds affected actin and tubulin polymerization. Malathion, dimethyldithiophosphate (DMDTP) dime-
thylthiophosphate (DMTP), and dimethylphosphate (DMP) induced elongated morphologies and the formation
of pseudopods rich in microtubule structures, and increased filopodia formation and general actin disorgani-
zation in RAW264.7 cells and slightly reduced stress fibers in the human fibroblasts GM03440, without signif-
icantly disrupting the tubulin or vimentin cytoskeleton. Exposure to DMTP and DMP increased cell migration in
the wound healing assay but did not affect phagocytosis, indicating a very specific modification in the organi-
zation of the cytoskeleton. The induction of actin cytoskeleton rearrangement and cell migration suggested the
activation of cytoskeletal regulators such as small GTPases. We found that DMP slightly reduced Ras homolog
family member A activity but increased the activities of Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) and
cell division control protein 42 (Cde42) from 5 min to 2 h of exposure. Chemical inhibition of Racl with
NSC23766 reduced cell polarization and treatment with DMP enhanced cell migration, but Cde42 inhibition by
ML-141 completely inhibited the effects of DMP. These results suggest that methylated OP compounds, especially
DMP, can modify macrophage cytoskeleton function and configuration via activation of Cdc42, which may
represent a potential non-cholinergic molecular target for OP compounds.

1. Introduction genotoxicity [11,12], suggesting that these compounds exert toxicity

through a variety of mechanisms on different targets, including

Organophosphate (OP) compounds are synthetic chemical sub-
stances widely distributed worldwide, which are used as pesticides to
control organisms that can negatively impact agriculture, human health,
and the environment. Cutrently, OP pesticides still represent one of the
most used pesticides globally [1] despite their reported toxic effects.
Acute exposure to OP compounds results in neurotoxic effects caused by
the irreversible inhibition of acetylcholinesterase (AChE) [2]. However,
chronic exposure to these compounds is also related to the development
of diseases such as cancer [3-5] and respiratory disorders [6,7], as well
as adverse effects such as infertility [8,9], embryonic defects [10], and

non-cholinergic molecules.

Recent studies have demonstrated that OP compounds interact with
many molecular targets, including cytoskeleton proteins such as actin,
tubulin, and keratin [13-16]. In vitre and in vivo studies have shown that
OP compounds can directly react with these proteins to procuce orga-
nophosphorylated adducts and crosslinks in cytoskeletal proteins such
as tubulin [17-12], which can affect cellular functions related to the
cytoskeleton such as mobility, protein transport, and cell division.

Accordingly, different reports have found that some OP compounds
can affect actin cytoskeleton reorganization [20,21], decrease the

Abbreviations: Dialkylphosphate, (DAP); Dimethyldithiophosphate, (DMDTP); Dimethylthiophosphate, (DMTP); Dimethylphosphate, (DMP).
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microtubule length [17], induce changes in cell morphology, a loss of
specialized structures such as dendrites [22], a reduction of cell adhe-
sion [23], the collapse of mitotic spindles [24], and alterations in ve-
sicular ransport [25,26] and reduce the phagocytic capability [27,28].
These findings suggest the important role of cytoskeleton elements in
toxicity induced by OF compounds, for example, on the neurotoxicity or
immunotoxicity associated with chronic exposure to OP compounds.

Malathion is an OP pesticide considered to have low acute toxicity
compared to other OPs. However, the International Agency for Research
on Cancer reclassified this compound as a probable carcinogen to
humans [29,30], and it was included on the list of highly hazardous
pesticides by the Pesticide Action Network because exposure to mala-
thion is associated with dysfunction in the liver, kidneys, pancreas,
testis, and brain [31].

The toxic mechanisms of malathion include the inhibition of AChE;
generation of oxidative stress; induction of inflammatory responses; and
promotion of apoptosis, genotoxicity, and immunomedulation [32].
Some studies have shown that malathion interferes with arrangement of
the actin cytoskeleton, cell adhesion [21], and phosphorylation of the
microtubule-associated protein tau [33], and induces alterations in cell
phagocytosis [34,35], suggesting that the toxic effects of this OP pesti-
cide may include cytoskeleton disruption. In addition, similar to many
other OP compounds, malathion can modify the phosphorylation status
of several proteins including protein kinase C (PKC), a serine/threonine
kinase related to cytoskeleton modulation, via activation of the small
Ras homolog (Rho) family of GTPases [36-38]. Rho GTFases, such as
RhoA, Racl, and Cde42, are molecular switches involved in actin and
tubulin cytoskeleton remodeling, which are required for the formation
of cellular structures, cell polarization, cell division, and vesicular traf-
ficking [39].

Malathion, similar to many other methylated OP pesticides, is
quickly metabolized by cytochrome P450 (CYP450) enzymes to its oxon
form; to its specific metabolites (mono- and di-acid malathion); and to
dialkyl phosphates (DAPs) such as dimethyl dithiophosphate (DMDTP),
dimethyl thiophosphate (DMTP), and dimethyl phosphate (DMP)
(Fig. 1), where DAPs represent the most abundant metabolites detected
in human samples of exposed individuals or the general population, at
concentrations from 0.02 to 60 M [40-42]. All three methylated DAP
metabolites (DMD TP, DMTP and DMP) have a longer half-life than their
parent compounds [43], suggesting that DAPs can contibute to the
general toxicity of OP compounds, thus inducing immunomeodulatory
effects and genotoxicity in both in vitre and in vive models [44-48].

Because the disruption of cell functions by OP compounds and their
metabolites could be associated with cytoskeleton alterations, we
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evaluated the effects of malathion and its DAP metabolites on the actin,
tubulin, and vimentin cytoskeleton and related proteins including small
Rho GTPases of highly dynamic cells such as macrophages and in human
fibroblasts (less dynamic cells with fewer functions than macrophages),
and their effects on cytoskeleton-dependent activities such as cell
migration and phagocytosis.

2. Materials and methods
2.1. Chemical reagents

We obtained dimethyl sulfoxide (DMSO) (100% purity, 78.13 g/mol;
Cat. D2650), malathion (98.7% purity, 330.63 g/mol; Cat. 36143),
NS8C23766 trihydrochloride (>97% purity, 530.96 g/mol; Cat
SML0952), and ML-141 (=98% purity, 407.49 g/mol; Cat. SMLO407)
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). DMTP (purity 98%,
142,11 g/mol; Cat, 1112-38-5) and DMDTP (98% purity; 158.17 g/mol;
Cat. 756-80-9) were purchased from BOC Sciences (Shirley, NY, USA).
DMP (purity >95%, 126.05 g/mol; Cat. 098585) was obtained from
Mawix Secientific (Columbia, SC, USA). The remaining reagents were
obtained from J.T. Baker (Deventer, Holland) as indicated.

2.2, Cell lines

We used RAW264.7 cells, a murine monocyte/macrophage-like
semi-adherent cell type originating from Abelson leukemia virus trans-
formed cells from a male BALB/c mouse. Cells were cultured in Dul-
becco’s Modified Fagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), 1% r-Glutamine (200 mM), and 1% antibiotic-
antimycotic (penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 pg/mL,
amphotericin B 25 ug/mL) in a humidified chamber at 37 °Cand 5% CO,
and cultured up to 80% confluence. To subculture cells, EDTA solution
(5 mM) was added and incubated for 5 min, We detached the cells by
gently pipetting; the cell suspension was collected in supplemented
medium and centrifuged at 420xg for 5 min. Cells were resuspended in
fresh medium and the cell density was adjusted as required. Addition-
ally, we used GM03440 cells, human non transformed fibroblast cells
obtained from skin biopsy of a healthy male donor. Cells were cultured
in Minimum Essential Medium (MEM) Alpha Medium supplemented
with 15% not inactivated FBS and 1% non-essential amino acids (10
mM) in a humidified chamber at 37 °C and 5% CO and culture up t
90% confluence. To subculture the cells, trypsin-EDTA solution (0.25
mg/mL) was added for 2 min to detach the cells. Trypsin was inactivated
by adding fresh culture medium. Cells were collected and centrifugated

o] Ve o}
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-
OH o7 OH
OH | = G
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Fig. 1. Chemical structures of malathion and its metabolites.
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at 420 xg for 5 min. Cells were resuspended in fresh mediumand the cell
density was adjusted as required.

2.3. Treatments

Treatments were prepared from concentrated stocks (0.2 M) of OP
compounds: malathion, DMDTP, DMTP and DMP, in DMSO and dis-
solved in DMEM as required. We treated the cells with the OP metabo-
lites DMDTP, DMTP, and DMTP; the parental compound malathion
(0.01 0.1, 1, or 10 uM); or DMSO 0.05% as the vehicle control. For Racl
and Cdc42 inhibition, NSC23766 trihydrochloride (94 mM) and ML-141
(122 mM) stock selutions were prepared in DMSO. The stock solutions
were dissolved in DMEM to obtain 25 uM NSC23766 trihydrochloride or
10 uM ML-141 treatment solutions.

2.4, Actin polymerization assays

We assessed the effects of OP compounds on actin polymerization
using an actin polymerization kit (BK003) from Cytoskeleton, Inc.
(Denver, CO, USA) based on the tracking of a fluorescence-based pyrene-
conjugated G-actin polymerization into pyrene F-actin. The in vitro assay
was done as specified by the manufacturer. In brief, we prepared a
pyrene-conjugated G-actin solution (0.15 mg/mL) in a G-Buffer (5 mM
Tris HCl pH 8.0, 0.2 mM CaCl; and 0.02 mM ATP), and incubated the G-
actin solution with malathion, DMDTP, DMTP, DMP (0.01, 1 or 4 uM),
vehicle (DMSO 0.05%), or no treatment (positive control). We registered
the emitted fluorescence every minute with the fluorescence plate
reader TECAN Infinite 200 at an excitation wavelength of 350 nm and an
emission wavelength of 407 nm. After 20 min, we induced actin poly-
merization by adding 3.5 pL per well of actin polymerization buffer
(500 mM KCl, 200 mM MgCl,, 0.05 M guanidine carbonate and 10 mM
ATP) and monitored the fluorescence for the next 90 min. Maximum
fluorescence intensity, polymerization rate, and t1/2 polymerization
were estimated from the linear portion of the obtained curved as pre-
viously described [49]. The calculated parameters were normalized and
compared with respect to the vehicle control (DMSO).

2.5, Tubulin polymerization assays

For the tubulin polymerization assays, we employed a tubulin
polymerization kit (BKO11P) from Cytoskeleton Inc., which uses a pu-
rified poreine brain tubulin conjugated to a fluorescence reporter. The in
vitre assay was performed as specified by the manufacturer's in-
structions for standard conditions. Briefly, we prepared a tubulin solu-
tion (2 mg/mL) in a buffer solution (80 mM Piperazine N,N’-bis[2-
ethanesulfonic acid] sequisodium salt, 2.0 mM magnesium chloride, 0.5
mM ethylene glycol-bis(b-amino-ethyl ether) N,N,N',N-tetra-acetic
acid, 15% v/v glycerol, pH 6.9, 10 uM fluorescent reporter, and 1 mM
GTP). The compound solutions of malathion, DMDTP, DMTP, DMP
(0.01, 1 or 18 uM), vehicle (DMSO 0.05%), paclitaxel (3 ulM, positive
polymerization control) or colchicine (3 uM, negative polymerization
control) were incubated at 37 °C for 1 min, followed by the addition of
tubulin solution. We registered the emitted fluorescence every minute
with the fluorescence plate reader TECAN Infinite 200 at an excitation
wavelength of 350 nm and an emission wavelength of 407 nm for the
next 90 min. Maximum fluorescence intensity, polymerization rate, and
t1/2 polymerization were estimated from the linear portion of the ob-
tained curved as deseribed for the actin polymerization assays. The
calculated parameters were normalized and compared with respect to
the vehicle control (DMSO).

2.6. Cytoskeleton immunofluorescence
To analyze the impact of OP treatments on the cytoskeleton

amrangement, we seeded the RAW264.7 cells (2 x 104 CEHS/CIHZ) or the
GMO03440 cells (2 x 10°% cells/cmz) on round cover glasses and treated
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the cell cultures with the OP compounds (0.01 uM), the vehicle control
(DMSO 0.05%), or phorbel 12-myristate 13-acetate (PMA, 50 nM) as a
nonspecific inducer of actin cytoskeleton rearrangement for 2 h. Then
we fixed the cells in 4% paraformaldehyde (PFA) at 37 °C for 20 min.
Next, we permeabilized the cells with 1% Triton X-100 in phosphate-
buffered saline (PBS; 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 10.1 mM NayHPO,,
and 1.8 mM KHoPOy4, pH 7.4) before blocking in 5% bovine serum al-
bumin. We incubated the samples with mouse anti-o-tubulin (1:100, sc-
5286; Santa Cruz Biotechnology, Ine., Dallas, TX, USA) for 1 h at room
temperature. After incubation with primary antibody, we incubated the
cells with Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-mouse (1:500,
ab150105; Abcam, Cambridge, MA, USA) and phalloidin-conjugated
tetramethylrhodamine (1:250, P1951; Sigma-Aldrich). We mounted
the samples with Vectashield mounting medium with DAPI (4',6-dia-
midino-2-phenylindole) (1.5 ug/mL, Cat. H-1200; Vector Laboratories,
Newark, CA, USA) onto clean microscope slides and examined them
using the TCS SP8 confocal microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). Cell morphology classification was determined with the
Olympus BX51 fluorescence microscope (Tokyo, Japan), using the
count/size and sorting tools of Image Pro Plus Software version 5.0
(Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA). The proportion of cell
morphology distribution was compared to vehicle (DMSO) weatment.

2.7. GTPase activity assays

Evaluation of the activity of Rho GTPases RhoA, Cdc42, and Racl
was performed using the G-LISA Activation Assay (BK124, BK127, and
BK128 kits, respectively, from Cytoskeleton Inec.) according to the
manufacturer’s inswuctions. Briefly, RAW264.7 cells (7 x 10* cells/
em?) were seeded onto p60 plates and starved for 24 h with DMEM
supplemented with 0.5% FBS, 1% 1-Glutamine, and 1% antibiotic-
antimycotic 100X, Cells were treated with DMSO at 0.05% (as vehicle
control), DAPs, or malathion at 0.01 M for 5 min and then immediately
washed and lysed with ice-cold lysis buffer. The samples were snap
frozen and stored at —70 °C. The protein concentration was adjusted to
0.5 mg/mL for RhoA and Racl activity assays and 0.2 mg/mL for the
Cdc42 activity assay and then mixed with binding buffer solution.
Constitutive active G proteins were used as positive controls. The sam-
ples were incubated for 30 min at 4 °C in G-LISA plates containing a Rho
GTP-binding protein linked to the wells. Then plates were washed and
incubated with an antigen presenting buffer for 2 min. Samples were
incubated with primary antibody for 45 min and then washed three
times, followed by incubation with secondary antibody for 45 min. Next,
the samples were incubated with horse radish peroxidase detection re-
agent at 37 °C for 15 min, and the signal was quantified at 490 nm using
the Multiskan™ FC microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA). The data were normalized with respect to the vehicle
control (DMSQ).

2.8. Wound-hedling assay

To evaluate cell migration, we performed the wound healing assay.
Briefly, we seeded the RAW 264.7 cells (4 x 10* ce].ls/cmz) in a 24 well-
plate for 24 h. Then we treated the cells with mitomyein C (4 pg/mL) for
2 h to stop cell division and eliminate its contribution to the wound
closure. Next, we scratched the bottom of each well once with a
micropipette tip to make a wound in the cell monolayer. We discarded
the culture medium and replaced it with supplemented DMEM and the
respective OP treatments (malathion, DMDTP, DMTP, or DMP). We also
tested DMSO 0.05% (as vehicle control) and PMA (50 nM) as a migration
inducer (positive control). We photographed the cell cultures twice for
each well at 0 and 48 h after the scratch using the Olympus CK41
inverted microscope at 10x magnification. We analyzed the pictures
with ImageJ software to determine the area of wound closure consid-
ering the difference between wound areas t48 and t0. The data were
normalized as 100% with respect to the vehicle control.
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2.9. Phagocytosis assay

To evaluate the phagocytosis capability of RAW264.7 cells, we per-
formed the zymosan-FITC phagocytosis assay. Briefly, we seeded the
RAW264.7 cells (5.4 % 10* ce].ls/cmz) on a 12-well plate. After 4 h of
serum starvation with DMEM supplemented with 0.5% FBS, 1% 1-
Glutamine, and 1% antibiotic-antimycotic, we treated the cells for 2 h
with malathion or its DAPs (0.01 uM), DMSO 0.05% (vehicle control) or
for 1 h with cytochalasin-B (5 ug/mL, Cat C6762; Sigma-Aldrich) as the
negative control. Then the cells were incubated with serum opsonized
zymosan-FITC particles (Cat. Z-2841; Molecular Probes Inc., Eugene,
OR, USA) for 1 hat a 1:10 ratio (cell:particles). Cells were washed with
PBS and fixed in 4% PFA and 0.02% sodium azide. We quantified the
FITC-positive cells and mean fluorescence intensity (MFI) (10,000
events) using the LSRFortessa flow cytometer (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). The data were analyzed with FlowJo software (Tree
Star Inc., Ashland, OR, USA). Both FITC-positive cells and MFI data were
normalized with respect to the vehicle control condition.

2.10. Statistical analysis

The data are presented as the mean and standard deviation of atleast
three independent experiments. A p value < 0.05 was considered sta-
tistically significant as determined by one-way analysis of variance post-
hoc Bonferroni or Student’s t-test, as indicated.
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3. Results

Because the cytoskeleton is an important target of OP compound
toxicity, we first determined the effects of DAPs on the polymerization
dynamics of actin and tubulin in acellular polymerization assays to
determine if these compounds can interact directly with the major
cytoskeleton components. We used equimolar concentrations of OF and
actin or tubulin protein (4 and 18 uM, respectively). Also, we used low
OP concentrations (0.01 and 1 uM), close to those reported in biological
samples from chronic and acute OP-exposed populations [42,50]. Dur-
ing the first stage (23 min) with actin monomers and OP compounds,
neither malathion nor its DAP metabolites promoted actin polymeriza-
tion (Fig. 2a), However, when actin polymerization was induced, both
malathion and its metabolites reduced actin polymerization rates at
0.01 M, while DMD TP, DM TP and DMP maintained this decrease when
the concentration was increased to 4 uM (Fig. 2b) during the elongation
phase (25-60 min). The reduction of actin polymerization rate was
accompanied by a decrease in the quantity of polymerized actin only
with DMDTP, DMTP, and DMP (Fig. 2¢) observed at the equilibrium
stage. Any of the compounds showed capability to delay actin poly-
merization (Fig. 2d), indicating that malathion and its DAPs are capable
of interfering with actin monomers, reducing their ability to polymerize.
However, OP compounds only affected the polymerization process and
did not modify actin depolymerization (Supplementary Fig. 1), sug-
gesting that OPs act through available sites of free actin monomers.

In the case of tubulin, malathion and its DAP metabolites did not
enhance tubulin polymerization (Fig. 3a) during the first 20 min.
However, malathion, DMDTP, and DMTP reduced the tubulin
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Fig. 2. Effect of OP compounds in actin polymerization using a fluorescence-based assay. Representative curve of G-actin (0.15 mg/mL) polymerization into F-actin
(fluorescent) treated with equimolar concentrations of OP compounds (4 M) and stimulated by the addition of actin polymerization buffer (50 mM KCl, 2 mM
1MgCl;, 5 mM guanidine carbonate, and 1 mIM ATP) only polyvmerization buffer as positive control (Ctrl+) (a). Actin polymerization rate (b), max polvmerized actin
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polymerization rate (1 and 18 pM), while DMP only reduced tubulin
polymerization at equimolar concentrations (Fig. 3b). Also, malathion
and its metabolites delayed its polymerization at 1 and 18 pM (Fig. 3c)
but did not affect the total amount of polymerized tubulin at any con-
centration (Fig. 3d). The reduction of tubulin polymerization and its
delay suggest that these OPs act during the tubulin nucleation phase,
and similar to actin, tubulin is only susceptible to OPs in an unpoly-
merized state.

Because malathion and its DAPs affected actin and tubulin poly-
merization, we determined whether these compounds could alter the
actin and tubulin cytoskeleton in the RAW264.7 murine macrophages.
To assess whether exposure to OP compounds may affect the cytoskel-
eton, we evaluated the morphology of RAW264.7 exposed to malathion
and its DAPs (Figs. 4 and 5) at non-cytotoxic concentrations as previ-
ously determined by the Neuwal Red Uptake assay (Supplementary
Fig. 2). The DMSO-treated RAW264.7 cells (negative control) predom-
inantdy had a rounded morphology (63.9%) followed by a proportion of
spindle-like cells (29.1%). However, treatment with 50 nM PMA for 2 h
(positive control) increased spindle cell morphologies (57.9%, p =
0.0007) and reduced the proportion of rounded cells. We tested different
concentrations from 0.001 uM up to 10 uM, observing changes in cell
morphology and mainly actin cytoskeletal re-airangements (Supple-
mentary Figs. 3-6). These changes were more evident from the con-
centration of 0.01 uM. However, to evaluate changes induced by
concentrations observed typically in exposed populations, we continue
to evaluate concentrations of 0.01 and 1 pM.

Similar to PMA, malathion, DMTP, and DMTP at 0.01 uM signifi-
cantly increased spindle-like cells up to 54.9%, 59.8%, and 59.4%,
respectively (p = 0.0008, p = 0.0013, and p = 0.0028, respectively).
Interestingly, with the teatment of 1 pM, these changes in morphology

were only significant with malathion and DMP (p = 0.046 and p =
0.029, respectively; Table 1).

The morphological changes of the cells were more evident with 0.01
uM teatment; thus, we evaluated the actin, tubulin, and vimentin
cytoskeleton of RAW264.7 cells treated with this concentration (Fig. 5).
Spindle cells induced by malathion treatment showed thin pseudopods
with a large presence of microtubules; no disruption of the tubulin
cytoskeleton was observed. However, the actin cytoskeleton presented a
small actin disarrangement around the cell body, with the presence of
thin actin projections, which remain present at higher concentrations
(Supplementary Fig. 3). DMDTP treatment induced spindle cells with
small pseudopods with rearrangement of the actin cytoskeleton in the
cell poles with branched actin projections (Fig. 5), however, the increase
in DMDTP concentration resulted in larger pseudopods with similar
branched actin projections (Supplementary Fig. 4). Interestingly, both
DMTP and DMP induced actin disarrangement, principally with DMTP,
and filopodia around the cell body. DMTP- and DMP-treated cells also
possessed pseudopods, but wider than the ones observed with malathion
treatment (Fig. 5). The increase in DMTP concentration resulted in
larger filopodia (Supplementary Fig. 5), also the increase in DMP up to
0.1 uM resulted in larger filopodia with actin disarrangement more
evident at 1 yM (Supplementary Fig. 6). Additionally, no effect on the
tubulin cytoskeleton, but microtubule-organizing center polarization
was observed with DMDTP, DMTP, and DMP treatments, suggesting that
DAPs interfere only with actin cytoskeleton arrangement as we observed
actin rearrangement, pseudopods, and filopodia induction. Also, the
vimentin filaments reorganized in these induced spindle cells,
decreasing their perinuclear localization and increasing in the pseu-
dopod structures (Supplementary Fig. 7). However, thisredistribution of
vimentin may be related to its reported interaction with actin and
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Fig. 4. Cell morphology after OP exposure. Fluorescence micrographs of the F-actin (red) cytoskeleton organization in RAW264.7 cells treated with malathion,

DMDTP, DMTP, or DMP at 0.01 uM, for 2 h. Scale bar 50 um.

tubulin structures to aid cell spreading [51-53], rather than as a
particular target of OP compounds.

In addition to pseudopods and filopodia, stress fibers are other actin-
specialized structures, however, these structures were not evident in the
RAW264.7 cells. To evaluate the effect of OP treatments in these
structures, we used the human fibroblasts GM03440 cells. These cells
normally showed spindle morphelogy with evident stress fibers. The
treatment with PMA resulted in modifications of the morphology with
changes in the disaibution or the reduction of stress fibers. Also, these
cells presented actin disarrangements similar to RAW264.7 cells. Mal-
athion nor DMDTP did not show morphology changes or affectation in
stress fibers of human fibroblasts. However, DMTP- and DMP-treated
cells (0.01-1 yM) showed filopodia or branched actin projections with
slightly reduction in stess fibers at 1 pM (Fig. 6).

Besides morphology, we evaluated cell migration and phagocytosis
as indicators of the possible effects of the cell funetions due to cyto-
skeletal modifications after OP exposure. Despite the clear modification
of the cytoskeleton arrangement in the exposed cells, malathion expo-
sure from 0.01 to 1 uM did not affect cell migration (Fig. 7a). The OP
metabolite DMDTP, however, increased cell migration only at 1 pM
(Fig. 7b). The macrophages exposed to DMTP also showed a significant
increase in cell migration from 0.01 up to 1 uM. This induction seemed
to decrease while the concentration inereased (Fig. 7c). Similarly, DMP
also induced cell migration from 0.1 up to 1 uM, showing a slight
decrease when the concentration increased (Fig. 7d), indicating that the
disarrangement observed in the cytoskeleton could modify the cell
migration of RAW264.7 cells. Interestingly, regardless of the changes in
cell migration activity of the cells, the effects of OP compounds exposure
on a different function of these cells were slightly altered. The propor-
tion of phagocytic cells after 2 h of exposure to malathion or DAPs was

barely reduced by approximately 10%, with all weatments (Fig. 8a).
However, the phagocytic cells showed no effect on the number of
phagocytized particles (Fig. 8b), indicating that the exposure to OP
compounds did not modify this activity in RAW264.7 cells, regardless of
the modifications in their cytoskeleton arrangement.

Because DAPs induced cell morphology changes accompanied by
actin cytoskeleton rearrangement and an enhanced cell migration, we
hypothesized that DAPs may be implicated in the activation of the
cytoskeleton regulator proteins such as the Rho GTPase family. To
determine whether malathion and its DAPs affect the activation status of
Rho GTPases, we evaluated the activities of RhoA, Rac1, and Cde42 from
RAW264.7 cells treated with malathion or its DAPs (0.01 uM) for 5 min.
We observed that malathion and its DMP metabolite decreased RhoA
activity by about 20% (Fig. %a), whereas the metabolites DMDTP,
DMTP, and DMP significantly increased Racl activity by 31%, 44%, and
40%, respectively (Fig. 9b). Additionally, DMTP and DMP also increased
Cde42 activity by 20% and 10%, respectively (Fig. 9¢). The activation of
Racl and Cdc42 pathways may explain the cytoskeleton changes and the
enhanced cell migration observed principally with DMTP and DMP
metabolites. DMP was the only metabolite to modify the activity of the
three GTPases, and thus, we evaluated its effect through time. Inter-
estingly, DMP steadily decreased RhoA activity (Fig. ©d) and increased
Racl activity (Fig. 9e) from 5 to 120 min of exposure. In the case of
Cde42, DMP reached maximum activity after 60 min and decreased up
to 120 min after exposure (Fig. 9f).

To evaluate if the changes in cell morphology, actin rearrangements,
and cell migration observed with DMP were a result of the induction of
Racl and Cdc42 activity, we chemically inhibited these GTPases with
the Racl inhibitor NSC23766 and Cdc42 inhibitor ML-141 before
weatment with DMP. Both inhibitors block the GTPases activation by
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Fig. 5. Fluorescence micrographs of the actin (red) and tubulin (green) cytoskeleton organization in RAW264.7 cells treated with vehicle (DMSO 0.05%), PMA 50
nM, malathion, DMDTP, DMTP or DMP at 0.01 pM, for 2 h. Arrow heads shows actin disorganization. Scale Bar 10 M.
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Table 1
Gell morphology classification of RAW264.7 cells after OP exposure.
Morphol ogy (%)

Treatment [unl Rounded Spindle Tetragonal Triangular Other
Vehicle 0.05% 63.9 +£ 3.9 29.1+4.9 25+£1.7 1.7 £1.2 2.7+£1.3
Malathion 0.01 39.3 4 3.8° 54.9 & 3.8° 27+£1.2 1.9 £0.06 1.1+0.9
DMDTP 0.01 44.8 £ 9.3° 453 £ 8.9° 42+1.2 1.4 £1.8 1.3+£1.2
DMTP 0.01 329+ 33" 589+ 41° 26+04 32+18 24+09
DMP 0.01 31.9 & 55° 59.4 4+ 6.2° 28+£09 28£13 3.0+1.0
Malathion 1 59.0 + 2.4° 37.5+ 1.3° 1.5+ 08 0.9 £07 1.0+1.2
DMDTP 1 55.1+44 41.8 = 4.2 1.1+03 1.1 £05 0.9+ 0.3
DMTP 1 59.5 + 2.5° 36.5 £ 1.7° 21+£07 1.1 £006 0.8+ 0.5
DMP 1 56.7 &£ 4.5° 411 +£3.9° 10+05 09 +05 03+01
PMA 0.05 31.1+6.9° 57.9+18° 62+31 19+04 29+25

*p < 0.05, two-way ANOVA post-hoc Bonferroni vehicle vs. treatment.
®p < 0.05, two-way ANOVA post-hoc Bonferroni 0.01 pM vs, 1 |M.
*The cells were classified from at least 10 fields per sample from immunostaining preparations (n  3). The results are shown as the percentage & S.D.

DMSO 0.05% PMA 50 nM

Malathion DMDTP DMTP
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Fig. 6. Fluorescence micrographs of the actin cytoskeleton organization in GM03440 cells treated with vehicle (DMSO 0.05%), PMA 50 nl, malathion, DMDTP,
DMTP or DMP (0.01-1 pM) for 2 h. Scale Bar 50 pM.

their guanine exchange factors, which catalyze the exchange of GDP to cytoskeleton rearrangement filopodia formation (Fig. 10a). The inhibi-
GTP [54,55]. Racl inhibition did not significantly reduce the spindle tion of Cde42 stopped DMP-induced morphology changes (p = 0.006;
morphology induction (p = 0.17; Table 2), but prevented actin Table 2) and prevent pseudopods and filopodia formation (Fig. 10a).
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Similarly, Racl inhibition just reduced the increase in DMP mediated
cell migration, whereas Cdc42 prevented the increase in cell migration
(Fig. 10Db). These results indicate that DAPs such as DMTP and DMP can
modify cell activities, including cytoskeleton arrangement through the
activation of Racl and Cdc42 pathways.

4. Discussion

OP compound toxicity is usually associated with the neurotoxic ef-
fects resulting from AChE inhibition. However, recent reports suggest
that OPs such as pesticides, warfare agents, and OP-designed probes
possess several molecular targets including cytoskeletal proteins such as
actin, tubulin, and keratin, causing alterations in their polymerization
[16,56]. Although these effects are significantly observed with parental
and oxidized forms, these compounds are rapidly metabolized while
their final metabolites are maintained in circulation for a longer time.

Here, we found that DAPs also affect actin and tubulin polymeriza-
tion as well as its parental compound malathion does. However, the
mechanisms of effect of these compounds are not equal. For example,
malathion does not alter actin polymerization, whereas DAPs block the

3), *p < 0.050, Student’s #test vehicle vs. treatment.

interaction between actin monomers, decreasing the free G-actin con-
centration and reducing the polymerization rate and total F-actin for-
mation. Some reports have found that different OP compounds can form
adducts in amino acid residues of the actin protein such as lysines,
serines, and tyrosines [15,57,58]. These amino acid residues play an
important role in actin polymerization as they participate in post-
translational maodifications such as phosphorylation, acetylation,
SUMOylation, and ubiquitination, which allow the stabilizing of actin
microfilaments and the union of actin-binding proteins inside the cells
[50]. However, modifications on specific tyrosine residues such as
tyrosine 53 can block the capability of G-actin to polymerize [60]. This
residue has been identified as a target for the alkylating properties of OP
compounds [58], which could explain the observed effects on actin
polymerization with the DAP teatments. Interestingly, this residue is
only available when actin is unpolymerized, which explains why OP
compounds did not affect actin depolymerization (Fig. S1).

Similarly, malathion and its DAPs delayed tubulin polymerization.
This delay may be due to an abnormal nucleation phase, resulting from
the OP interaction with tubulin heterodimers. Recent reports showed
that tubulin could be more affected than actin after OP exposure because



D.S. Herndndex-Toledano and L. Vega

Chemico-Biological Interactions 382 (2023) 110593

a s00 * b 5001 i C 350 x
] -, ™ = ] i
B 2160 x X% z 00
= 35120 = C 140 2
T E (S o
Ew 75 :
2 80 5O o
<0 83 80 %
2 60 @ 3 5
£ < 60 s
r 40 40 Q
20 20
0
O A & < 4 x
&) CHEECN AN N
N « KON o
Q
1201 160- 180-
100 T ; T * f
) RSO . SO . ]
R el % D 140{8-4 ¥ * £ 0
29 8¢ * . _"i -y 28 g S, e -- £ 80
R T = w 5 & .
ié 60 <§120-;’ :(_5}
2w R A
o 204 B 010 T T LT T PP PP T PR O 1004
0 —_— 80 —— ———
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Time (min) Time (min) Time (min)

Fig. 9. Effect of OP compounds on Rho GTPases. GTPase activities of RhoA (a), Racl (b) and Cdc42 (c¢) were determined in RAW264.7 cell cultures treated with OP

compounds (0.01 uM) for 5 min (n

3). Effect of DMP (0.01 uM) on RhoA (d), Rac1 (e) and Cdc42 (f) activities at 0, 5, 15, 30, 90, and 120 min (n

3). Data

represent mean =+ standard deviation (5.D.), one-way AMOVA post-hoc Bonferroni *p < 0.05 vehicle vs. treatment; &p < 0.05 Student’s t-test vehicle (0) vs. positive

control (constitutive active protein).

Table 2
Gell morphology classification of RAW264.7 cells after Racl and/or Gdc42
inhibition.

Morphology (%6)

Treatment Rounded Spindle Tetragonal Triangul ar Other

Vehicle 63.9 + 29.1 + 2.5+ 1.7 1.7+12 27+
3.9 4.9 1.3

DIP 31.9 & 59.4 & 28409 28413 30+
5.5° 6.2° 1.0

NSC23766 45.0 £ 383+ 3.8+ 1.6 46+11 83+
4.7% 1.7° 3.1

ML-141 52.8 + 5322+ 3.9+ 0.8 50+07 60+
3.4° 3.2° 2.3

NSC23766+DIMP 32.2 & 50.5 & 48431 42405 47 4%
0.9 6.7 3.0

ML-141+DMP 48.8 £ 37.7 + 33+£07 47+£29 52+
5.3% 3.7° 1.8

NSC23766+ML- 53.2 + 33.0 + 40+ 1.1 32+07 65+
1414-DMP 2.1° 3.5° 2.5

p < 0.05, two-way ANOVA pest-hoc Bonferroni vehicle vs, treatment.

Pp < 0.05, two-way ANOVA post-hoc Bonferroni DMP vs. treatment.

*The cells were classified from at least 10 fields per sample from immuno-
staining preparations (n  3). The results are shown as the percentage &+ S.D.

the tubulin heterodimer possess several target amino acid residues that
participate in both lateral contacts and GTP interactions [57]. Also,
Lockridge and Grygoryan (2009) [61] reported that chlorpyrifos oxon
exposure altered microtubule formation by decreasing the width of
polymerized microtubules in vitro, which was suggested to be a conse-
quence of a reduction in the number of protefilaments of each micro-
tubule. This defect has been reported as a consequence of altered
nucleation phase [62]. Since the greatest effects in both actin or tubulin
polymerization occurred with equimolar concentrations of malathion or
DAPs, its possible that greater concentrations may enhance this poly-
merization disruption by interacting with other sites on actin or tubulin
molecules. However, those concentrations may not be reached in human
exposures.
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Although malathion and its DAPs altered actin and tubulin poly-
merization in vitro, they did not collapse the cell morphology as previ-
ously described with exposure to parental compounds such as methyl-
parathion, chlorpyrifos, and malathion in different cell lines [20-22].
The differences could be due to the higher concentrations and longer
times of exposure to OP compounds used in previous studies. By
contrast, we observed the induction of spindle-like morphologies
accompanied by increased actin structures such as filopodia in mice
macrophage cells with short time exposure to OP compounds. Interest-
ingly, these structures also appeared to be induced in human fibroblast
accompanied with a slightly reduction in actin fiber stress, suggesting
possible same mechanisms independently of the cell type and even cell
specie. Because these compounds did not induce actin or tubulin poly-
merization, these changes could be due to the activation of signaling
pathways that include cytoskeletal remodeling.

Here, we observed that DAPs can induce the GTPase activity of Racl
and Cdc42.This activation can be the result of upstream pathway acti-
vation as the inhibition of its interaction with its respective guanine
nucleotide exchange factors (GEFs) preventing the cytoskeletal changes
induced by DAPs. DAPs change the activation status of diverse proteins
such as suppressor of cytokine signaling 3, extracellular signal regulated
kinase, c-Jun N-terminal kinase, p38, and nuclear factor of activated T-
cells of human lymphoeytes [45], suggesting that DAPs modulate the
response of different signaling pathways that can include the response of
tyrosine kinase receptors, G protein-coupled receptors or integrin re-
ceptors, which are associated with GTPase activation and cytoskeletal
remodeling. Also, some reports have suggested that OP compounds,
such as malathion, interact with cell membranes, activating diverse
signal pathways including the activation of phospholipase C [63], which
in turn can trigger the activation of PKC and therefore the activation of
GEFs.

Particularly, in the case of DMTP and DMP, the induction of actin
rearrangement and cell migration is mainly regulated by Cdc42. Some
reports have found that RhoA, Racl, and Cdc42 participate in cell
migration, but they may not be indispensable. For example, the deletion
of RhoA in macrophages enhances cell migration but alters cell
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Fig. 10. Inhibition of Rac1 or Cdc42 prevents DMP cell morphology changes. Fluorescence micrographs show F-actin (red) cytoskeleton organization of RAW264.7
cells after Rac1 or Cdc42 inhibition with Rac] inhibitor NSC23766 (25 uM) or Cdc42 inhibitor ML-141 (10 uM) for 2 h and DMP treatment (a). Scale Bar 50 pm.
Effect of the inhibition of Rac] and Cdc42 in the cell migration induced by DMP (b). Cell migration was determined by wound closure assay of RAW264.7 cell line
pre-treated with Rac1 inhibitor NSC23766 (25 uM) or Cdc42 inhibitor ML-141 (10 uM) and vehicle or DMP (0.01 pM) for 48 h. Data represent mean + $.D. (n  3),
*p < 0,050, Student’s t-test vehicle vs. treatment; *p < 0.05 DMP 0,01 M vs, treatment,

morphology because the cell rear cannot be retracted [64]. Racl is also
important in cell migration due to its role in the formation of actin
protrusions that lead to migration [65]. However, some studies have
demonstrated that inhibition of Racl does not affect macrophage
migration [66,67]. Racl can be activated due to Cdc42 activation
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because its effector proteins may induce this activation. Additionally,
Racl and Cdc42 can share the same GEF [68] and effector proteins [39,
69] as targets. In this context, is possible that DMTP and DMP can
activate Cde42 pathways that result in Racl activation [/0] promoting
actin protrusions and the spindle morphologies that enhance cell
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migration.

Interestingly, cell migration was reduced when the cells were
exposed to increasing concentations of DAPs. This may be related to the
dual role of Racl in cell migration; Racl activation induces cell pro-
trusions such as lamellipodia that favor cell migration but Racl acti-
vation also can recruit scaffold proteins such as IQ Motif Containing
GTPase Activating Protein 1 (IQGAP1). IQGAP1 is a GTPase-activating
protein usually associated with the beta catenin E-cadherin complex,
blocking its interaction with the actin cytoskeleton. However, its
recruitment to Racl can increase the interaction of these contact com-
plexes with the actin cytoskeleton, making stronger cell-cell interactions
that in turn reduce cell migration [71]. Thus, the increase in DAP con-
centration may also increase Racl activation and cell adherence,
reducing cell migration. Additionally, IQGAP1 can stabilize the
Racl-activated status because it possesses a non-functional GTPa-
se-activating domain. This would explain the maintained activation
status of Racl up to 120 min observed in DMP-treated cells.

In addition to the pseudopods, stess fibers are described to be
essential for the generation of membrane protrusions, since it helps to
provide the mechanical force required to cell migration [72]. However,
RAW264 cells didn’t show evident fiber stress formation even during the
pseudopod induction. Instead, human fibroblast normally possesses
stress fibers for maintain it morphology. Stress fibers are regulated by
several kinases activated by RhoA GTPase [73]. The lack of induction of
RhoA GTPase activity can explain the absence of stress fibers in mac-
rophages, while the increase of Racl activity, which negatively regulate
RhoA [74], may explain the slightly reduction of stress fibers and
morphological changes of the human fibroblast with 1 yM DMTP and
DMP weatments.

Similarly, the induction of Racl and Cdc42 may explain the slight
reduction in the proportion of phagocytic cells, as these two GTPasesare
involved in formation of the phagocytic cup, and its internalization is
regulated by RhoA [75]. The increased activation status of Racl or
inactive RhoA leads to deficient phagosome internalization [76,77],
which results in altered phagocytosis. However, DAPs do not interfere
with phagocytosis as with cell migration, probably because DAPs may
not interfere with upstream molecular targets responsible for wriggering
phagocytosis.

The effect of DAPs on cytoskeleton regulation would also explain
previous reported observations. Recently, we reported that DMTP can
induce micronucleus, probably by aneuploidogenic effects [47]. Cdc42
also participates in the regulation of mitosis, including spindle bipolarity
and chromosome attaching. During chromosome segregation, this
GTPase needs to be negatively regulated to favor the correct segregation
of chromosomes, and the overactivation of Cdc42 and Racl may alter
the mitotic machinery.

Altogether, our results suggest that malathion and each of its DAP
metabolites have different mechanisms of action on the cytoskeleton
dynamics, its organization, and function. However, DMTP and DMP
present the more notorious effects on the cytoskeleton. These metabo-
lites are the most oxidized compounds and the most frequent and
abundant methylated DAPs found in human samples [50,78]. In the case
of DMTP, it is the major produced metabolite (approximately 50%) in
humans [41] after exposure to methylated OP pesticides, such as mal-
athion. However, OP metabolism is not the only source of DAPs as they
are also present in contaminated food, such as fruits, so they can be
orally ingested, which represents an important exposure source. Once
absorbed, DMTP can lead to DMP formation [79,80], increasing the
source of this last metabolite.

The coneentrations of OP compounds used in this study were quite
low compared to previous reports on the in vitro effects of OP pesticides.
However, these concentrations were closer to those found in the urine
samples of occupational exposed and general populations (0.02-60 M),
while in blood samples of chronic OP exposed populations, the DAP
concentrations can range between 0.53 and 0.73 uM [50]. It is important
to consider the OP compound range of concentrations evaluated because

12

Chemico-Biological Interactions 382 (2023) 110593

the effects reported here could be present in chronic OP exposed in-
dividuals and could be related to the development of diverse diseases.
For example, increased cell migration is related to cancer development
and some inumune disorders such as theumatoid arthritis [81], which
are associated with OP exposure [82].

Also considering the reported genotoxic and immunomodulatory
effects, DAP exposure may need to be recognized and regulated.
Particularly since the general population can be constantly exposed to
these metabolites, not only through pesticides but also through diet,
because these metabolites can be formed due to environmental condi-
tions in diverse types of crops on which pesticides were applied [79,83,
84] and because some of these compounds are used in other industries as
additives, Further studies are needed to determine safe exposure levels
as even lower concentrations of these DAPs may exert adverse outcomes.
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