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RESUMEN

Se estima que cada afio se aplican millones de litros de plaguicidas en todo el mundo.
En México se ha incrementado cada vez mas la produccién y empleo de nuevas clases
de agroquimicos, provocando muchos de ellos efectos asociados con problemas
reproductores y de desarrollo, con alteraciones neuroldgicas, metabdlicas y del
sistema inmune, asi como, con la incidencia de diversos tipos de cdncer. Los riesgos
genotodxicos de la nueva clase de insecticidas cetoenoles aun no se han comprobado.
En este trabajo se utilizé el ensayo de micronucleos para evaluar la citotoxicidad y la
genotoxicidad en linfocitos de sangre periférica humana expuestos in vitro a 2x10°®,
4x10°, 8x10°, 12x10° y 16x10° mM de Movento vy 5.2x10°, 7.8x107, 10.4x10”,
12.9x107, 25.9x10™ de Oberon. Se obtuvieron los indices de divison nuclear (IDN), los
indices de proliferacion con bloqueo de la citocinesis (IPBC) y la frecuencia de células
binucleadas con micronucleos (BNMN). A la par se realizé la deteccion de la expresion
de las citocinas TNF-a y TGF-f3 asi como del factor de transcipcion NF-kB por RT-qPCR
para evaluar la induccion de citocinas inflamatorias por estos plaguicidas.

Los cultivos de linfocitos expuestos a Movento presentaron, en todas Ila
concentraciones empleadas, un aumento significativo en la frecuencia de BNMN, las
concentraciones mas altas (12x10° y 16x10° mM) ademas disminuyeron de forma
significativa el IDN y el IPBC al compararlos con el testigo. Asi mismo la expresion de
las citocinas se ve modificada tras la exposicion a Movento, la concentracién mayor
(16x10° mM) eleva la expresién relativa de TNF-a (hasta 80 veces) y NF-kB (casi 20
veces).

En el caso de los cultivos de linfocitos expuestos a Oberon se observa un incremento
significativo en la frecuencia de BNMN en todas las concentraciones utilizadas, sin
embargo a ninguna de ellas existe un aumento o disminucion significativo de los
indices calculados. Finalmente se observa un cambio en la expresion de las citocinas,
intensifica la expresién de NF-kB (hasta 40 veces), se aprecia una sobreexpresién de
TGF-f en todas las concentraciones evaluadas y una expresién potenciada (>300) de

TNF-a a la concentracién mas baja (7.8x107).



ABSTRACT

It is estimated that each year millions of litres of pesticides are used all around the
world. In Mexico the production and use of new kinds of agroquimics has increased,
most of them provoke effects associated with reproductive, neurologic, metabolic and
immune alterations and also with the development of different types of cancer. The
genotoxic risk of the new type of ketoenol pesticides has not yet been proved. In this
work the micronucleus assay was used in order to evaluate the cytotoxicity and
genotoxicity in human peripherial blood lymphocytes exposed in vitro to 2x10°, 4x10
® 8x10°, 12x10°y 16x10° mM of Movento and 5.2x10°, 7.8x10, 10.4x107, 12.9x10’
>, 25.9x10” of Oberon. The nuclear division index (NDI), the cytokinesis block
proliferation index (CBPI) and the frequency of binucleated cells with mucronucleus
(BNMN) were determined and also the expression of the citokines TNF-a and TGF-f
and the transcription factor NF-xB by RT-qPCR in order to evaluate the inflammatory
cytokines induction.

The lymphocyte cultures exposed to Movento showed a significative increase in the
frequency of BNMN at all concentrations tested, the higher concentrations (12x10°® %
16x10° mM) also showed a significative decrease in the NDI and the CPBI in
comparison to the control. The expression of the cytokines is affected after exposure
to Movento, the higher concentration (16x10° mM) increases the relative expression
of TNF-a (80 times) and NF-kB (almost 20 times).

On the other hand the lypmhocyte cultures exposed to Oberon showed a significative
increase in the frequency of BNMN at all concentrations used, nonetheless there is no
evidence of any increase or decrease in the NDI or the CPBI in any of the
concentrations used. Finally a change in the expression of the cytokines was observed,
an increase of the NF-kB expression (40 times), a TGF- overexpression (>500) at all
concentrations, and an increase of TNF-a expression (>300) at the lowest

concentration (7.8x107).



I. INTRODUCCION

Durante la ultima década el uso de plaguicidas ha incrementado constantemente,
especialmente en ciudades en desarrollo, en un esfuerzo para elvar la produccién
agricola, obtener una mayor calidad y controlar las enfermedades en los cultivos
(Macdad et al. 2011). Se calcula que el 85 % de los plaguicidas que se emplean en el
mundo se dedica al sector agrario (Albert 2005). Su aplicacién es altamente efectiva
para asegurar estos fines, por esta razon, diariamente grandes cantidades de estos
productos son liberados al ambiente, muchos de éstos afectan a organismos no
blanco, esto ha resultado en efectos negativos a la salud humana y a los ecosistemas,
debido a su persistencia en el ambiente, al aumento en la mortalidad de flora y fauna,
a que crean resistencia en los organismos plaga y contaminan suelos, rios, mantos
acuiferos y la atmodsfera (Al-Saleh 1994, Hamilton et al. 2004, Macdad et al. 2011).

En 1998 la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos mantenia
registrados 620 ingredientes activos, la mayoria sustancias organicas con las que se
formulan aproximadamente 20 000 productos diferentes (Goldman 1998). Para el
2011 Macdad y colaboradores mencionan que existen 65 000 sustancias clasificadas
como plaguicidas. En México se ha incrementado cada vez mas la produccién y empleo
de nuevas clases de agroquimicos. Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI) recopilados en la Encuesta Mensual de la Industria
Manufacturera (EMIM), durante el primer semestre de 2010 en México se elaboraron
25 546 toneladas de insecticidas, 25 862 de fungicidas y 18 980 de herbicidas,
sumando un total de 58 451 toneladas de plaguicidas de uso agricola (INEGI 2011),
mientras que para 2012, en el Boletin de informacion oportuna del sector alimentario
se reportaron 37 501 toneladas de insecticidas de aplicacion agricola y 37 684
toneladas de herbicidas y defoliantes (INEGI 2013). Datos de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura muestran que para el 2013 el
uso de plaguicidas en México fue de 110 873 toneladas, de las cuales 37 455
toneladas (33.78 %) corresponden a insecticidas, 42 223 toneladas (38.08 %) a
fungicidas y bactericidas y 31 195 toneladas (28.14 %) a herbicidas (FAO 2013). Las
regiones con mayor consumo de plaguicidas son: Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco,

Nayarit, Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Michoacdn, Tabasco, Estado de



México y Puebla-Oaxaca. En ellas se aplica aproximadamente el 80% del total de
plaguicidas empleados en el pais (Albert 2005). En nuestro pais los cultivos a los que se
les dedica la mayor cantidad de plaguicidas son: maiz, algoddn, hortalizas, papa, chile,
jitomate, frijol, aguacate, café y tabaco (AMIPFAC 2001).

La exposicion de seres humanos a los plaguicidas ocurre principalmente en el caso de
los trabajadores agricolas y exterminadores de plagas caseras, estos individuos estan
en constante riesgo, ademas la poblacién en general esta en contacto a través del
consumo de alimentos contaminados con estos productos (Bolognesi 2003, Martinez-
Valenzuela et al. 2009). Resulta de vital importancia ya que en México no estdn
implementados los programas adecuados para el control y monitoreo de los residuos
de plaguicidas en alimentos y sus efectos toxicos (Albert 2007, Mohammad y Varela
2008). Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cada afio
entre 500 mil y 1 millédn de personas se intoxican con plaguicidas, de estos caso entre 5
000 y 20 000 son mortales. Al menos el 50 % de los intoxicados y el 75% de los que
fallecen son trabajadores agricolas, el resto se debe a envenenamientos por consumo
de alimentos contaminados (OMS 1990, Eddleston et al. 2002). En México en 1993 se
inicié el registro de intoxicacidénes agudas con plaguicidas, para 2001 se habian
cuantificado 4 606 casos anuales en promedio (COFEPRIS 2002). Ademas de las
intoxicaciones, entre el amplio espectro de efectos que tienen en la salud humana se
encuentran el dano al sistema nervioso, respiratorio, endocrino e inmune y dano a los

organos reproductores (Martinez-Valenzuela et al. 2009).



II. ANTECEDENTES

2.1 PLAGUICIDAS

El Cadigo Internacional de Conducta para la Distribucidn y Utilizacion de Plaguicidas
define a un plaguicida como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o
animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccidn, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacién de alimentos
y productos agricolas, o que pueden administrarse a los animales para combatir
insectos, ardcnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos” (FAO 2006). El término
incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes
para evitar la caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes
o después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el

almacenamiento y transporte (FAO 2006).

2.1.2 PERSPECTIVA HISTORICA

El uso de los plaguicidas es tan antiguo como la agricultura misma, desde épocas
remotas el hombre los ha empleado para combatir a cierto grupo de animales,
especialmente insectos y roedores que han sido plagas para los productos agricolas,
tanto en el campo como en su almacenamiento (Restrepo 1992, Albert 2004).

Se puede dividir la historia de los plaguicidas en tres grandes etapas. La primera abarcé
desde antes de cristo hasta mediados del siglo XIX y se le conoce como la “Era de los
productos naturales”, ésta marca el descubrimiento de la accidn plaguicida de algunos
compuestos naturales (Albert 2004). Los primeros plaguicidas reportados fueron
compuestos a base de sulfuro, empleados por los sumerios, los chinos comenzaron a
usar en el siglo XV el mercurio y el arsénico para controlar a los insectos y algunos
compuestos de fosforo para el control de roedores, ya hacia el siglo XVII el uso del
tabaco gand popularidad (Albert 2004). La segunda etapa, de mediados del siglo XIX
hasta principios del siglo XX, ligada con los adelantos de la industria quimica, es

conocida como la “Era de los fumigantes y derivados del petréleo”. Comienza con la



introduccidon de aceites insecticidas en Holanda, progresa a la par del inicio de la
Revolucidn Industrial y al desarrollo de la quimica como ciencia, con lo cual Ila
agricultura mejora y adquiere un caracter mas industrial, aumentando la necesidad de
proteccion de los cultivos y la subsecuente entrada al mercado de una serie de
sustancias toxicas, no especificas y baratas (Albert 2004). Esta etapa ve su fin a
principios del siglo XX y da paso a La “Era de los productos sintéticos”, que
corresponde a la tercera y ultima etapa. Inicia en Estados Unidos con la sintesis y el
uso de los dinitroderivados (Restrepo 1992, Albert 2004). El empleo de estos
productos se popularizé después de la Segunda Guerra Mundial, el ejemplo cldsico es
el del DDT, destinado a combatir los piojos que afectaban a los soldados en el campo
de batalla. Al finalizar la guerra, el DDT se empez6 a utilizar ampliamente en la
agricultura. Debido a su éxito se sintetizaron varios plaguicidas andlogos, es en esta
etapa en la que se desarrollan la mayoria de los plaguicidas sintéticos empleados en la
actualidad. La pujante industrializacién, los intereses econdmicos de los grandes
productores de plaguicidas, asi como la necesidad de controlar quimicamente las
plagas, favorecid su fabricacidon y consumo a escala mundial. Sin embargo, en esta
etapa ocurrieron gran numero de intoxicaciones agudas y de problemas ambientales
derivados del uso de estos xenobidticos (OMS 1993, Albert 2004).

En México el empleo de plaguicidas se inicio a finales del siglo XIX. En 1898 ya se
utilizaban 38 compuestos quimicos, entre ellos, arseniato de plomo, arsénico blanco,
acido cianhidrico, aceto-arsenito de cobre (verde de Paris), acido carbdlico, acido
fénico y sulfato de cobre con cal viva (mezcla de Burdeos) (Restrepo 1992, Albert
2007). La aplicacién intensa de plaguicidas sintéticos se inicié en el pais hacia 1948,
con la introduccién del DDT y posteriormente de otros plaguicidas organoclorados.
Después se agregaron diversos organofosforados, carbamatos y una gran variedad de
herbicidas y fungicidas, derivado de la llegada de la Revolucion Verde, de la cual
México fue de los primeros paises en adoptar. Se origind, a su vez, una carrera
incesante en la busqueda de compuestos analogos menos tdxicos al ser humano y mas

efectivos y selectivos con las plagas (OMS 1993, Albert 2005).



2.1.3 CLASIFICACION

Los plaguicidas se clasifican de acuerdo a una gran variedad de criterios, segun la
CICOPLAFEST (2004) los principales son: su concentracion, por los organismos que
controlan, su modo de accidn, su composicién quimica, su persistencia, de acuerdo a la

formulacion comercial en la que se presentan y el uso al que se destinan (Tabla 1).

Tabla 1. Principales clasificaciones de los plaguicidas. Catdlogo de Plaguicidas

(CICOPLAFEST 2004).

Concentracién . Plaguicida Técnico
- Plaguicida Formulado
Organismos que . Insecticida
controlan « Acaricida
- Fungicida
. Bactericida
- Herbicida

. Rodenticida
« Molusquicida

Modo de accién . De contacto
- Deingestion
. Sistémico
«  Fumigante
- Repelente
. Defoliante

Composicién quimica . Compuestos inorganicos
. Compuestos organicos
- Plaguicidas bioldgicos

Formulacion - Solida
. Liquida
. Gaseosa
Uso al que se destina . Agricola
. Forestal
«  Urbano
. Jardineria
. Pecuario

. Domeéstico
« Industrial




La OMS establecié una clasificacién basada en su peligrosidad o grado de toxicidad
aguda, definida ésta como la capacidad del plaguicida de producir un dafo agudo a la
salud a través de una o multiples exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente
corto (Tabla 2). La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLso) o de la
concentracion letal media (Clsp), varia conforme a multiples factores como la
presentacion del producto, la via de entrada, la temperatura, la edad, el sexo, entre

otras (OMS 1993, Ramirez y Lacasana 2001, Corra 2009).

Tabla 2. Clasificacion Toxicoldgica de los plaguicidas y banda de color de las etiquetas

segln su categoria (Corra 2009).

Clasificacion Toxicoldgica de los Plaguicidas

Clasificacién de la OMS segun Formulacion Liquida DLsg Formulacion Sélida DLsg
los riesgos Aguda Aguda

Oral Dérmica Oral Dérmica
Clase la Producto Sumamente <20 <40 <5 <10
Peligroso
Clase Ib Producto Muy 20a 200 40 a 400 5a50 10a 100
Peligroso
Clase Il Producto 200 a 2000 400 a 4000 50a 500 10 a 1000
Moderadamente Peligroso
Clase Il Producto Poco 2000 a 3000 > 4000 500 a 200 > 1000
Peligroso
Clase IV Producto que > 3000 > 2000
Normalmente No Ofrece
Peligro

Banda de color de las etiquetas segun la categoria toxicolégica
Color de la Banda Clasificacién de la OMS segun los Clasificacién del
riesgos Peligro

Rojo (PMS 199 C) ‘

Rojo (PMS 199 C) ‘

Amarillo (PMS Amarillo C) Il Producto Moderadamente Peligroso NOCIVO

Azul (PMS 293 C) ‘

Verde (PMS 347 C)




2.1.4 EFECTOS TOXICOS DEL USO DE PLAGUICIDAS

Los plaguicidas difieren con otros agentes quimicos en que son esparcidos
deliberadamente al ambiente y como estan disefiados para interferir con ciertos
organismos, inevitablemente los caracteriza un nivel de toxicidad variable (Corsini et
al. 2013). Pueden ser toxicos para organismos no blanco como plantas, animales y
seres humanos. Esto aunado al mal uso, causa secuelas negativas en las personas y en
el ambiente (Garcia 1997).

Antes de que un plaguicida pueda ocasionar algun efecto negativo sobre los
individuos, es necesario que entre en contacto con el organismo. La exposicion se
puede dar por varias vias: oral (aparato digestivo), dérmica (piel) o por inhalacion
(pulmones). En el dmbito laboral la via dérmica es de gran importancia, a través de
ella y en funcidn a la superficie expuesta se absorben cantidades significativas de
diversos plaguicidas, en segundo lugar se encuentra la inhalacién, por la aplicacién de
fumigantes en forma de gases (Al-Saleh 1994). Por otra parte, la principal via de
exposicién de la poblacién en general es la oral, a partir de la ingesta de alimentos
contaminados, la inhalacién también es otra ruta importante de absorcién, ya que el
producto puede encontrarse presente en el ambiente de forma continua en pequenas
cantidades (Al-Saleh 1994). De acuerdo con el Sistema de Informacién Toxicoldgica
(SINTOX) mantenido por la Asociaciéon Mexicana de la Industria Fitosanitaria (AMIFAC)
con la finalidad de aportar asesoria especializada en los casos de intoxicaciéon por
plaguicidas, las frecuencias de intoxicaciones en relacién con la via de ingreso son del
30 % por inhalacién, 29 % cutanea, 40 % oral y 1 % ocular (AMIFAC 2012). En la
mayoria de los casos las personas afectadas son trabajadores agricolas y se debe a
accidentes laborales o al uso inadecuado del producto (Falck et al. 1999).

Las formulaciones de plaguicidas son mezclas complejas que contienen, ademas del
ingrediente activo, otros compuestos como disolventes, agentes emulsificantes,
aditivos, esto hace que la exposicidn a éstos sea compleja (Falck et al. 1999; Cortés-

Genchi et al. 2008).



La toxicidad de un plaguicida se refiere a la capacidad de producir un efecto adverso y
se divide usualmente en dos tipos, aguda y croénica. La aguda se refiere a una
exposicion a corto plazo y sucede en un periodo de tiempo relativamente corto,
mientras que la crdnica es debida a una exposicion repetida y sucede en un periodo de
tiempo largo. Los efectos a corto plazo o agudos varian dependiendo del compuesto
quimico, la dosis y la susceptibilidad individual (Cortés-Genchi et al. 2008). La
Organizacion Internacional de las Uniones de Consumidores refiere que cada cuatro
horas muere un trabajador agricola por intoxicaciéon aguda (aproximadamente 10 000
defunciones por afo), y que 375 000 individuos se intoxican anualmente (Garcia 1998).
De igual manera la OMS (1992) sefiala que durante la primera mitad de la década del
ochenta ocurrieron alrededor de 1,000,000 casos de intoxicacion no intencionada con
plaguicidas, de los cuales el 70 % fueron originados en el ambiente laboral; durante el
mismo periodo se estima que ocurrieron cerca de 2,000,000 de intoxicaciones con
fines suicidas, y de todas las intoxicaciones el 7,3 % fueron casos letales. Segun Levine
y Doull (1992), entre 1951 y 1990 se habian registrado 148 brotes epidémicos por
causa de los plaguicidas en todo el mundo, ocasionando 24,731 intoxicaciones y 1,065
muertes.

Los plaguicidas ademas de las intoxicaciones agudas son responsables de diversos
efectos adversos en la salud humana (Al Saeh 1994, Remor et al. 2009). Se sabe que la
exposicién a bajos niveles de estos compuestos produce gran variedad de cambios
bioquimicos, algunos de los cuales pueden ser responsables de los efectos adversos
reportados en estudios experimentales (Gupta et al. 1988, Hernandez et al. 2005;
Macdad 2011). Muchos trabajos derallan la asociacién entre la exposicion a plaguicidas
y varios efectos desfavorables para la salud, entre los que se incluye el cédncer y
enfermedades degenerativas (Khuder y Mutgi 1997; Zahm y Ward, 1998). También se
han descrito efectos en efectos sobre el sistema inmune, hematolégico, nervioso,
enddcrino y reproductor (Ritz y Yu 2000, Mourad 2005, Van Maele-Fabry et al. 2006,
Bassil et al. 2007). Los plaguicidas también pueden inducir estrés oxidante ya sea por
una sobreproduccién de radicales libres o por la alteracion de los mecanismos de
defensa antioxidantes (Abdollahi et al. 2004).

En general, los plaguicidas como los organofosforados, organoclorados, entre otros, se

acumulan en el tejido adiposo y la leche materna, y provocan efectos adversos en el
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cuerpo y se ha asociado con el desarrollo de malformaciones congénitas y cancer
(Mansour 2004, Jaga y Dharmani 2006). Los mecanismos asociados a alteraciones
congénitas pueden atribuirse a dafos en la estructura del ADN, fragmentacidn del
genoma, micronucleos, aberraciones cromosémicas y mutaciones. Diversos estudios
han mostrado que la exposicidén in vitro a plaguicidas piretroides en células de ovario
de hamster dorado (Mesocricetus auratus), producen aberraciones cromosdmicas (AC)
e intercambio de cromatidas hermanas (ICH) asi como alteraciones en el ciclo celular
(Mansour 2004, Karabay y Oguz 2005). Asi mismo los plaguicidas carbamicos como
propoxur, molinate y butilate (Gémez-Arroyo et al. 1995; Calderdn Segura et al. 1999),
0 neonicotinoides como el imidacloprid y acetamidaprid incrementan
significativamente la frecuencia de ICH y de micronucleos (Feng et al. 2004, 2005,
Calderdn-Segura et al. 2012). Diversos insecticidas piretroides inducen aberraciones
cromosémicas e ICH en diferentes lineas celulares humanas in vivo e in vitro (Amer et
al. 1993, Navarareniy Jamil 2005, Undeger y Basaran 2005).

Se ha publicado que la exposicion al herbicida acido fendxiacético y otros plaguicidas
inducen sarcomas, cdncer en diversos érganos, leucemias, multiples, mielomas vy
tumores (Mansour 2004). Algunos son perturbadores enddcrinos, los cuales estdn
relacionados con desdrdenes reproductores e inmunosupresion (Engel et al. 2001). La
alteracion de la respuesta inmune se demostré en un estudio descrito por Corsini y
colaboradores (2013), en el cual observaron incremento en la respuesta proliferativa
celular y liberacidon de lipopolisacaridos (LPS) inducida por el TNF-a, en pacientes

expuestos a Mancozeb (Corsini et al. 2013).

2.2 INSECTICIDAS CETOENOLES

Los insecticidas cetoenoles ciclicos son una nueva clase de plaguicidas que pertenecen
a la familia quimica de los derivados de acidos tetrdnico o tetramico. Desarrollados por
Bayer, a este grupo pertenecen tres formulaciones quimicas (Fig. 1). En el 2002 se
lanzé al mercado la primera el spiridiclofen (3-(2,4-Diclorofenil)-2-oxo-1-
oxaspirol[4,5]dec-3-en-il 2,2-dimetilbutanoato), poco después, en el 2005, se introdujo
el spiromesifen (2-Mesitil-2-oxo-1-oxaspirol[4,4]non-3-en-4-il-3,3-dimetilbutirato) vy

recientemente (2009) el tercer miembro del grupo, el spirotetramat (cis-4-
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(etoxicarboniloxi)-8-metoxi-3-(2,5-xilil)-1-azaspiro[4.5]dec-3-en-2-ona) (Bayer 2013).
Los tres insecticidas son derivados de la tiolactomicina natural, inicialmente aislada de
la bacteria Nocardia sp. (Sakyas et al. 2001). Por su nuevo modo de accién y como no
presentan resistencia cruzada con otros productos, estdn sustituyendo a los
insecticidas organofosforados, organoclorados y a los piretroides sintéticos (Bayer

2013).

a) b) c)

Figura 1. Estructura de los insecticidas cetoenoles derivados de los acidos
tetrdnicos/tetramicos. a) Spirodiclofen b) Spiromesifen c) Spirotetramat (Cheng et

al. 2012).

2.2.1 MoDOo DE ACCION.

El modo de accidon de los insecticidas cetoenoles ha sido caracterizado por la inhibicion
de la sintesis de lipidos precisamente andlisis enzimdaticos muestran que tienen una
potente y selectiva inhibicion de la enzima acetil coenzima A carboxilasa
(Bretschneider et al. 2003, Pottelberge et al. 2009), su actividad biolégica se
correlaciona con la inhibicién de la lipogénesis especialmente de triglicéridos y acidos
grasos libres (Bayer 2013).

La biosintesis de acidos grasos se efectua en el citoplasma a partir de acetil-CoA, ATP y

NADPH, una vez que los requerimientos energéticos de la célula han sido satisfechos,
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los acidos grasos son almacenados en forma de triacilglicéridos, que son la reserva
energética a largo plazo mas importante de las células y los organismos en general
(Vazquez-Contreras 2003).

Como inhibidores de la sintesis de lipidos, actuan por ingestion especialmente en los
estadios juveniles de las plagas. Se reporta ademds un efecto importante sobre la
fecundidad de hembras adultas y sobre la fertilidad de machos de acaro (Tetranychus
urticae). Disminuye significativamente la ovipostura y paricion debido a que huevos y
ninfas se acumulan dentro de la hembra gravida y disminuye en forma importante la

eclosién de los huevos (Marcic et al. 2012, Bayer 2013).

2.2.2 EFecTOS TOXICOS

En experimentos realizados con ratas tratadas con spirodiclofen se vio que tiene poca
o nula toxicidad a nivel oral, dérmico o inhalacién, no es irritante para los ojos, pero si
para la piel. No es considerado un agente mutagénico ni genotdxico, es negativo para
las pruebas de aberraciones cromosdmicas y de micronucleos (VKM 2011). En estudios
realizados en perros, ratas y ratones se inducen alteraciones en glandulas adrenales y
en 6rganos reproductores con reduccion en los niveles de colesterol y triglicéridos. El
spirodiclofen se clasifica como un agente carcinogénico ya que induce tumores de
células de Leydig y adenocarcinomas en el Utero de ratas, asi como tumores en el
higado de ratones (VKM 2011).

El spiromesifen tiene una toxicidad aguda, oral, dérmica e inhalatoria en ratas. No es
irritante para piel ni ojos. Es un sensibilizador de la piel. Los hallazgos histoldgicos
muestran niveles bajos de colesterol en glandulas adrenales en estudios a corto y largo
plazo en roedores, asi como la induccion de enzimas hepaticas microsdmicas, también
presentes en perros. No es considerado un agente mutagénico, ni carcindgeno (Bayer
2013).

El spirotetramat tiene una toxicidad aguda baja, la LDsp oral y dérmica en ratas es
>2000 mg/kg. No es un irritante de piel en conejos pero si de ojos. El spirotetramat
exhibe potencial de sensibilizaciéon en conejillos de indias y ratones. No hay 6rganos

blanco o efectos que sean comunes para todas las especies, sin embargo, existen
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efectos relacionados con el sistema inmune en muchas especies. Se considera que no

es genotodxico ni carcindgeno para ratas y ratones (Bayer 2013).

2.2.3 OBERON

Es un insecticida-acaricida de contacto cuyo ingrediente activo, el spiromesifen (Fig.
1b), tiene accidn contra mosquita blanca Bemisia tabaci, Trialeurodes spp. También es
altamente eficaz contra acaros, incluyendo acaro blanco (Tetranychus spp.), arafia roja
(Panonychus spp.) y pulgdn saltador (Paratrioza cockerelli) (Kodandaram 2010 et al.,
Bayer 2013). Es capaz de combatir ninfas y todos los estadios juveniles, y tiene efecto
significativo en las pupas. Se utiliza en cultivos de jitomate, chile, cucurbitaceas

(pepino, meldn, calabacita), papa, algoddn y fresa. (Kodandaram 2010, Bayer 2013).

2.2.4 MOVENTO

Es un insecticida sistémico de dos vias que quimicamente pertenece a la clase de los
derivados de acido tetramico, cuenta con tolerancias EPA en los cultivos de solanaceas
(chile, tomate, papa, tomate de cascara y berenjena), cucurbitdceas (calabaza,
calabacita, melén, pepino y sandia), cruciferas (brdcoli, col, coliflor y col de Bruselas)
cebolla, ornamentales y vid. Su efectividad varia de buena a excelente en un amplio
espectro de plagas, incluyendo los insectos chupadores de hortalizas y vid, como son el
pulgdn (Aphis gossypii), pulgdn saltador (Paratrioza cockerelli), mosquita blanca y trips
(Thrips palmi y Thrips tabaci). Los estadios juveniles son especialmente susceptibles

(Kodandaram 2010, Bayer 2013).

2.3 BIOMARCADORES

La presencia de xenobidticos en el ambiente siempre representa un riesgo para los
seres vivos, por lo tanto, es necesario contar con métodos para evaluar y cuantificar la
exposicidén a los xenobidticos, asi como el impacto potencial que puedan tener sobre
los organismos. Uno de estos métodos es el uso de biomarcadores (Gil y Hernandez
2011). Un biomarcador se define como la sustancia empleada como indicadora de un

estado bioldgicos y/o como una alteracién en los componentes o procesos bioquimicos
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celulares, estructura o funcién inducidos por un xenobidtico que va a reflejar la
exposicion a éstos y que puede medirse en una muestra o sistema bioldgico. Estos
suelen utilizarse como indicadores del estado de salud o del riesgo a enfermedades, se
emplean en estudios tanto in vitro como in vivo que pueden incluir a seres humanos
(Martinez-Valenzuela et al. 2009). Los biomarcadores se clasifican generalmente en

tres grupos: de exposicion, efecto y suceptibilidad (Gil y Pla 2001).

2.3.1 BIOMARCADORES DE EXPOSICION

Son utilizados para evaluar y confirmar la exposicidon de los organismos a una sustancia
en particular. Permiten medir la dosis interna por un analisis quimico del compuesto
téxico o sus metabolitos en los fluidos corporales o excreciones como son sangre,
orina, aire exhalado, saliva y heces (Van Cauteren et al. 1996, Repetto 1997).

Bernard y Lauwerys (1986) los dividen en dos subgrupos basados en las pruebas de
deteccion:

a) Los marcadores de dosis interna (selectivos), indican que el agente téxico ha
entrado al organismo, miden directamente la concentracion del xenobidtico o sus
metabolitos en fluidos biolégicos mediante analisis quimicos (Van Cauteren et al. 1996,
Sorensen et al. 2003).

b) Los biomarcadores de dosis biolégicamente efectiva (no selectivos) indican que el
agente téxico ya ha producido dafio en el organismo. Son moléculas sencillas o
complejas que forma el agente tdéxico o sus metabolitos con los acidos nucléicos,
proteinas o lipidos, reflejan acciones mutagénicas y/o carcinogénicas (Rodriguez-

Romero et al. 2012).

2.3.2 BIOMARCADORES DE EFECTO

También conocidos como de respuesta, estos biomarcadores son indicadores de
cambios bioquimicos dentro de un organismo como resultado de la exposicién a un
xenobiotico. No identifican al xenobiotico, solo miden la respuesta tdxica en el
organismo (Gil y Pla 2001). Son los mas estudiados e incluyen modificaciones en algin
parametro de la sangre, las alteraciones de actividades enzimaticas, apariciéon de

aductos de ADN vy proteinas, incremento de proteinas y aparicién de anticuerpos
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especificos contra el xenobidtico (Repetto y Baliga 1996). Se pueden considerar dos
tipos: a) Los marcadores de efecto temprano, que representan alteraciones genéticas
como mutaciones, intercambios de cromatidas hermanas, micronucleos, entre otros y
b) Los marcadores de enfermedades que son manifestaciones preclinicas o de un
estado inicial de la enfermedad (Rodriguez-Romero et al. 2012).

No siempre es facil distinguir entre un biomarcador de exposicién y uno de efecto.
Moller (2006) y Gyorffy y colaboradores (2008), clasificaron como biomarcadores de
exposicion a los aductos de proteinas y de ADN e incluyen lesiones del ADN detectadas
por medio del ensayo cometa, mientras que clasifican a las aberraciones
cromosomicas y micronucleos como biomarcadores de efecto bioldgico temprano,
debido a que detectan un estado posterior al mostrado por los biomarcadores de
exposicion. Tice y colaboradores (2000) también consideran las aberraciones

cromosomicas y micronucleos como biomarcadores de efecto.

2.3.3 BIOMARCADORES DE SUCEPTIBILIDAD
Estos son utiles como indicadores de la sensibilidad particular de los individuos a un
xenobidtico en especifico o a un grupo de éstos. Pueden ser marcadores genéticos
gue incluyen alteraciones en la estructura cromosémica como polimorfismos de la
longuitud de fragmentos de restricciéon, o polimorfismos de actividad enzimatica (Sanz
1995).
Después de la exposicion de un organismo a un xenobiotico, este sufre un proceso de
biotransformacién en dos fases: la de activacién por la accion especifica del complejo
enzimatico citocromo P450 (CYP450) y la de transformacién (Gil y Pla 2001). De esta
forma se pueden distinguir dos tipos de biomarcadores de suceptibilidad (Van
Cauteren 1996):

a) Polimorfismos del sistema de activacién. Miden la actividad del CYP450.

b) Polimorfismos de los sistemas de desintoxicacion. Miden la actividad de

enzimas de conjugacion, implicadas en la segunda fase del metabolismo de

xenobiodticos.
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2.3.4 ALTERACIONES CITOGENETICAS COMO BIOMARCADORES DE EFECTO

Muchas de las alteraciones espontaneas o inducidas que se producen en el ADN se
traducen en rompimientos y pérdidas cromosdmicas. El dafio genotdxico en los seres
humanos por exposicidn a agentes toxicos consiste en modificaciones en la estructura
del ADN que ocurren durante la division celular (Fenech 2000). La célula puede
reparar algunos de los dafios de manera natural al activar los mecanismos de necrosis
o apoptosis, pero si el dafio al ADN no es reparado ocurren modificaciones en las
células que puede derivar en consecuencias como alteraciones en las funciones
metabdlicas o fisioldgicas, o puede darse un crecimiento celular desordenado y
desmesurado. Si el dafio se presenta en células germinales estos cambios pueden
generar problemas reproductores o ser heredados a la siguiente generacion y son
causa de padecimientos genéticos (Countryman y Heddle 1976, Bagci et al. 2006,
Sisman y Turkez 2010). Algunas de estas anomalias son detectables mediante
diferentes técnica citogenéticas y/o moleculares. La evidencia toxicoldgica de la accién
mutagénica y carcinogénica de varios plaguicidas ha merecido la atencién de muchos
estudios citogenéticos. En la actualidad se utilizan diferentes biomarcadores in vivo e
in vitro en sistemas celulares procariodticos y eucaridticos, para medir diversos tipos de
dafios del ADN (Hagmar et al. 2001). Las técnicas mas utilizadas para detectar cambios
cromosomicos estructurales y numéricos son el analisis de aberraciones cromosdémicas
y el ensayo de micronucleos (Pastor et al. 2001, Pastor-Benito 2002, Garaj-Vrhovac y

Zeljezic 2002, Bolognesi 2003).

2.4 ENSAYO DE MICRONUCLEOS

El ensayo de micronucleos es una prueba que se emplea para la deteccidon de las
propiedades tdxicas potenciales de un compuesto, se ha convertido en uno de los
métodos mas utilizados para medir los cambios cromosdmicos y estructurales en las
células humanas in vitro e in vivo (Pastor-Benito 2002, Arencibia y Rosario 2003). Como
su nombre lo indica los micronucleos (MN) son estructuras con las mismas
caracteristicas morfoldgicas que el nucleo celular pero de menor tamafo, consisten en
pequeios fragmentos de ADN rodeados de membrana nuclear, originados de

fragmentos de cromosomas acéntricos 6 cromosomas enteros de manera espontdnea
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0 como respuesta a la accidon de determinados agentes (Fenech 2000, Zalacain et al.
2005). Estos fragmentos acéntricos se originan por rompimientos de cadena de ADN
gue son mal reparados o no son reparados y al no disponer de centromero quedan
rezagados y no migran de forma adecuada durante la transicion metafase/anafase. Los
MN también se pueden formar cuando los cromosomas dicéntricos se rompen en mas
de un sitio durante la anafase (Kirsch-Volders et al. 2003; Fenech 2007). Si el dafio
genotodxico ha afectado a proteinas del cinetocoro, al centrémero o si alteran el huso
mitdtico o los centrosomas se puede inducir una mala segregacién de cromosomas
completos, estos quedan rezagados y son rodeados por membrana como ocurre con
los fragmentos acéntricos y necesitan de la division celular para ser expresados como

MN (OECD 2004, Kirsch-Volders et al. 2003, Fenech 2007).

Este ensayo tiene la capacidad de identificar efectos producidos por agentes
clastogénicos y aneugénicos, por lo cual, permite detectar diferentes tipos de lesiones,
entre las que se encuentran:

a) Rompimientos de doble cadena de ADN.

b) Rompimientos de cadena simple de ADN, mal reparadas o sin reparar (la
mayoria de los micronucleos derivan de la mala reparacion de diferentes
lesiones). Por lo que el ensayo también se puede usar para evaluar la eficacia
de la reparacion.

c) Alteraciones en las proteinas involucradas en la segregacion cromosémica.

d) Diferentes aberraciones cromosémicas que pueden dar origen a los
micronucleos.

e) Apoptosis, mediante la frecuencia de nucleos condensados (Kirsch-Volders et

al. 1997, Bonassi et al. 2007).

El ensayo es practico, universalmente validado y accesible tecnolégicamente, util para
evaluar la inestabilidad genética inducida por los agentes genotdxicos facil, rapido y de
bajo costo (Zalacain et al. 2005). Se puede usar para estudios in vitro e in vivo, en
diversas especies (animales y vegetales) y tejidos (sanguineo, epiteliales, germinales,
entre otros) obteniendo las muestras por métodos no invasivos (Fenech 2000).

Ademads, por su confiabilidad y reproducibilidad es uno de los ensayos estandar para
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evaluar el riesgo genotodxico de alglin agente quimico, lo que llevd al desarrollo de una
guia de la OECD (Organizacién para la Cooperacion Econémica y el Desarrollo) para

este proposito (Fenech 2000; Minozzo et al. 2010).

2.4.1 ORIGEN Y DESARROLLO.

Heddle (1973) y Schmid (1975) fueron los primeros investigadores que de manera
independiente propusieron el conteo de micronucleos (MN) en poblaciones celulares
en divisibn como un ensayo alternativo y simple para determinar el dafio
cromosémico. Uno de los requisitos de este ensayo consiste en la necesidad de que
ocurra la divisién celular, por esta razén se requeria contar con un método que pudiera
distinguir dentro de una poblacién celular, las células que no se dividen de las que
estan en mitosis, y dentro de estas ultimas las que hayan completado una divisién
nuclear (Pastor-Benito 2002, Arencibia y Rosario 2003). En respuesta a esta
problematica numerosos métodos fueron propuestos, el que ha encontrado mayor
aceptacion debido a su simplicidad y confiabilidad respecto a sus efectos sobre el dafio
genético en la linea germinal es el ensayo de micronucleos con bloqueo de la
citocinesis (MNBC) propuesto por Fenech y Morley (1989).

El MNBC consiste en utilizar la citocalasina B, substancia que proviene del hongo
Helminthosporium dematoideum que impide la polimerizacion de las fibras de actina, y
por lo tanto, el anillo microfilamentoso requerido para la division del citoplasma, esto
le dard a las células una apariencia binucleada (los dos nucleos hijos quedan
englobados dentro de una misma membrana citoplasmatica) permitiendo asi su

reconocimiento (Fig. 2) (Fenech 1993, Kirsch-Volders et al. 2003).
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Mitosis Anafase

mitética

Con citocalasina -B Sin citocalasina -B

AN

Célula Binucleada Células Mononucleadas

Figura 2. Formacion de micronucleos (MN) en células en division (anafase mitética)
debido a la pérdida de un cromosoma entero y/o fragmentos cromosémicos
acéntricos que se quedan rezagados durante la divisién. El esquema muestra el
bloqueo con citocalasina-B y la consecuente obtencion de células binucleadas, sin

el cual se observarian células mononucleadas (Zalacain et al. 2005).

Con el transcurso del tiempo se han ido introduciendo una serie de modificaciones
para mejorar el ensayo y detectar dafio mas especifico, En el MNBC ademas de evaluar
la tasa de dafio genético mediante los micronucleos se puede estimar paralelamente el
retraso mitdtico, que se traduce en informacién citotdxica, calculando el indice de
divisdn nuclear (IDN) y el indice de proliferacién con bloqueo de la citocinesis (IPBC),
éstos cuantifican el nimero de células que no se han dividido (mononucleadas), las
gue se han dividido una vez (binucleadas) y mas de una vez (polinucleadas) (Surrallés

et al. 1995).
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En 1999 la técnica fue validada a nivel mundial como biomarcador efectivo de dafio en
el ADN, para lo cual se cred el programa internacional de micronucleos humanos
(HUMN: HUman MicroNucleus Project) disefiado por Michael Fenech y Stefano
Bonassi. EIl HUMN es un proyecto de colaboracion internacional que actualmente
involucra mas de 35 laboratorios de todo el mundo cuya meta es mejorar la aplicacién
y el entendimiento del ensayo MNBC (Bonassi et al. 2001). Estd validado
internacionalmente como bioensayo para evaluar la genotoxicidad de contaminantes
ambientales, en exposiciones agudas y crénicas y es uno de los mas usados para
identificar agentes cancerigenos (Murli 2003, Zalacain et al. 2005, Abrevaya et al.

2007).

2.4.2 MNBCEN LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

La utilizacidon de linfocitos de sangre periférica en estudios para evaluar el dafo
genotoxico provocado por mutagenos/carcindgenos estd ampliamente extendido
(Pastor-Benito 2002). Desde 1976 en que Countryman y Heddle utilizaron el ensayo de
micronucleos in vitro en cultivos de linfocitos de sangre periférica, se han realizado
multitud de estudios con esta técnica. Su gran popularidad reside sobre todo en que
son un tipo celular facil de estimular, para su obtencion se requiere un método poco
invasivo y reflejan una exposicion global del organismo a los agentes genotoxicos, ya
que la sangre esta en contacto directo con los distintos tejidos corporales (Pastor-
Benito 2002). Sélo una pequeia proporcion de los linfocitos circula por el torrente
sanguineo, estando el resto almacenado en los drganos linfoides. Se diferencian dos
subpoblaciones de linfocitos en funcién de su vida media. Los de vida corta, que duran
solo unos dias, y los de vida larga o de memoria, que pueden alcanzar varios afos
(Celada 1994). El hecho de que entre el 10 y el 25% de los linfocitos de sangre
periférica se consideren de vida larga y que generalmente estén en fase GO, los hace
un blanco ideal de estudio para que las alteraciones producidas no se pierdan y se
puedan detectar. Al encontrarse generalmente en estado no proliferativo, los
linfocitos necesitan de una estimulacién durante el cultivo. Esta hace que éstos
empiecen su ciclo de division, pasando de la fase G1, y generalmente se realiza

mediante la adicion del mitégeno fitohemaglutinina. La frecuencia basal de
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micronucleos en linfocitos de sangre periférica oscila entre 0% y 2.5% (Surrallés y
Natarajan 1997).

El dafio genético inducido por los plaguicidas ha sido ampliamente evaluado mediante
esta técnica en estudios in vitro, y también en estudios de biomonitorizacién de
poblaciones expuestas y en estudios con animales como indicadores de exposicion

(Backer et al. 2001).

2.4.3 PRINCIPIO DEL METODO

El protocolo basico para el recuento de MN en sangre periférica consiste en exponer
los cultivos celulares a las sustancias a probar, someterlas a la accién de la citocalasina
B para el bloqueo de la citocinesis, los cultivos celulares se dejan crecer el tiempo
suficiente para permitir que el dafio dafo a los cromosomas lleve a la formacion de
micronucleos en células binucleadas en interfase. Aproximadamente 72 horas tras la
siembra se lleva a cabo la cosecha celular, la caul consiste en el aislamiento de los
linfocitos mediante centrifugacion en gradientes. Las células cultivadas se fijan, se
tinen y son entonces analizadas en el microscopio en busca de la formacién de MN
(Fig. 3). Los micronucleos son contados solo en aquellas células que han completado
una division nuclear después de la exposicion a la substancia a probar. Si una
sustancia induce un incremento en el nimero de células conteniendo MN en relacidén a
su concentracion, se considera un resultado positivo, lo que indica que la sustancia

probada es genotdxica (OECD 2004, Zalacain et al. 2005).
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Figura 3. Ensayo de Micronucleos. Células cultivadas y tefiidas. Se observan células

binucleadas portadoras de microntcleos (OECD 2004).

2.4.4 FACTORES DE VARIABILIDAD

Existen diversos factores que pueden influir en la frecuencia basal de MN; la edad ha
sido ampliamente estudiada, relacionandose mayor edad con mayor indice de MN
(Bonassi et al. 2001, Zalacain et al. 2005). En el caso del analisis del género, las mujeres
presentan una frecuencia basal superior a la de los hombres y el nimero de MN
incrementa cuando se superan los 35 afios de edad. También en las mujeres la entrada
en la menopausia y el posible desarrollo de osteoporosis se relaciona con un mayor
indice de MN. La presencia de homocisteina en plasma, la adiccidn al tabaco, el déficit
de folato y vitamina B12 conducen a un aumento en la frecuencia basal de MN

(Bonassi et al. 2001).

2.4.5 CRITERIOS DE SELECCION

Uno de los principales objetivos del proyecto HUMN es el identificar variables
metodolégicas y de registro de micronucleos importantes para minimizar las
confusiones que pudieran surgir de las diferencias. Por esta razén, se han descrito
criterios de seleccidn para reconocer tanto las células en las que se realizara el conteo
de MN, asi como criterios para seleccionar los MN que presenten las caracteristicas
necesarias para ser reconocidos como tales y de esta forma el andlisis sea viable y
objetivo, permitiendo una mayor precision del ensayo para detectar eventos
genotoéxicos (Tabla 3) (Fenech 2000, Zalacain et al. 2005). En la practica los linfocitos
no se dividen de forma idéntica en todas las células y se pueden encontrar en un
mismo cultivo células mononucleadas, binucleadas y multinucleadas asi como células
en vias de apoptosis y necrosis, es necesario conocer las caracteristicas de estas
ultimas para que sean eliminadas del registro (Tabla 4) (Fenech 2000, Zalacain et al.

2005).
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Tabla 3. Criterios definidos por el proyecto HUMN para la seleccion de células en las

que se realizara el conteo de MN y las caracteristicas de éstos.

Criterios para células en las que se
realizara el conteo de MN

Criterios para micronucleos

Las células deben ser binucleadas

Los nucleos deben tener su membrana
intacta y estar dentro del mismo limite
citoplasmico

Deben ser de aproximadamente el mismo
tamafio, y con el mismo patron e
intensidad de tincion

Pueden estar unidos por puente
citoplasmico (no mayor a % del didmetro
nuclear mas grande)

Los nucleos pueden tocarse pero no
solaparse

Los limites citoplasmicos de la célula
binucleada deben estar intactos vy
distinguirse claramente de los de la célula

adyacente

El diametro de los MN en linfocitos varia
entre 1/16 y 1/3 del didametro del nucleo
principal

Forma similar a los nucleos de la célula
(redonda u oval)

No son refractiles por lo tanto pueden ser
diferenciados de particulas de tincion

No unidos o

conectados al

deben encontrarse
nucleo principal y sus

membranas deben distinguirse

Pueden tocar los nucleos de la célula pero

no solaparse con ellos

Similar intensidad de tincion que los

nucleos principales, a veces mas intensa
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Tabla 4. Caracteristicas definidas por el

células necréticas.

proyecto HUMN de células apoptdticas y

Células apoptdticas

Células necroticas

En estado temprano de apoptosis presentan
cromatina en el nicleo. Membrana nuclear y
citoplasmica intactas

En estado tardio exhiben fragmentacion
nuclear en cuerpos nucleares mas pequenos
dentro de una membrana citoplasmica
intacta.

La intensidad de tincidn en el nucleo, los
fragmentos nucleares y el citoplasma
usualmente es mayor que en las células
viables

En estado temprano presentan citoplasma
palido con numerosas vacuolas
(principalmente en el citoplasma y algunas en
el nicleo) y una membrana citoplasmatica
dafiada con un nucleo casi intacto

En estado tardio exhiben pérdida de
citoplasma y una membrana nuclear dafiada
o irregular. Con material nuclear saliendo de
la membrana nuclear

La intensidad de tincidn del nucleo y el
citoplasma es usualmente menor a la
observada en células viables

2.5 CicLo CELULAR

Los dos sucesos fundamentales de la proliferacién celular son la replicacién del ADN y

la divisién celular, cuyo resultado es la formacion de dos células nuevas a partir de una

progenitora. Estos sucesos se realizan con una serie de eventos que en conjunto se

conocen como ciclo celular (Lodish et al. 2002, Cuddihy y O’Connell 2003).

El ciclo celular se divide en cuatro fases:

* Fase G1 o “gap 1”. En esta primera fase de crecimiento la célula se prepara

para la replicacion del ADN, se capacita para crecer y producir todas las

proteinas necesarias para la sintesis de ADN.

* Fase S o de sintesis. Es el periodo en el que tiene lugar la replicacion del ADN,

se genera una copia de todo el genoma, al terminar el nucleo contiene el doble

de ADN y proteinas nucleares.
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* Fase G2 o “gap 2”. Segunda fase de crecimiento en la cual la célula se prepara
para entrar en division, se sigue sintetizando RNA y proteinas, se incrementan
las proteinas citoplasmicas y organulos, la célula aumenta de tamafio.

* Fase M. Es el periodo en el que las dos copias del ADN se segregan y la célula se
divide en dos células genéticamente iguales (Rodriguez-Fragoso et al. 2004).

El inicio y el término del ciclo celular ocurren mientras las células pasan de un estado
de proliferacién a uno quiescente, también conocido como estado o fase GO, en el cual
el metabolismo fundamental de la célula es bajo, incluidas muchas de las funciones
habitualmente activas, como la transcripcion y la sintesis de proteinas (Alberts et al.

2004).

La inestabilidad cromosdmica clasicamente se define como la tasa de ganancias y
pérdidas completas de cromosomas, las cuales se pueden detectar con el ensayo de
MN. Esta elevada tasa de mutaciones esta relacionada con errores de reparacion del
ADN, errores en la segregacidon mitética y errores de regulacion de los puntos de

control del ciclo celular (Rodriguez-Fragoso et al. 2004).

2.5.1 PunTOS DE CONTROL DEL CIicLO CELULAR Y DANO AL ADN

Una divisidon exacta de la célula requiere que estas fases y su secuencia estén
coordinadas. La progresion del ciclo celular en eucariotas se asocia con la expresion de
un conjunto de genes especificos que codifican para proteinas que controlan la
progresién del ciclo celular o procesos metabdlicos unidos a él (Alberts et al. 2004,
Rodriguez-Fragoso et al. 2004). Para asegurar una divisién apropiada, las proteinas
gue estan intimamente involucradas en su regulacion deben ser expresadas dentro de
una ventana de tiempo en el ciclo celular. El avance a lo largo del ciclo es verificado
por puntos de control estratégicos que comprueban el estado de la célula, cuando se
cumplen ciertas condiciones, la célula progresa hacia el proximo punto de control (Fig.

4) (Lodish et al. 2002, Rodriguez-Fragoso et al. 2004, Weitzman y Wang 2013).

Los elementos responsables de los puntos de control del ciclo celular son las proteinas

conocidas como quinasas heterodiméricas. Las concentraciones de las subunidades
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reguladoras de estas quinasas, llamadas ciclinas, aumentan y disminuyen en fase con
el ciclo celular. Sus subunidades cataliticas se denominan quinasas dependientes de
ciclinas (Cdk) (Lodish et al. 2002, Alberts et al. 2004). Cada Cdk puede asociarse con
diferentes ciclinas y la ciclina asociada determina qué proteinas seran fosforiladas por
el complejo Cdk-ciclina. Multiples eventos de fosforilacién y desfosforilacion ocurren
tanto en las ciclinas como en las quinasas (Weitzman y Wang 2013). La fosforilacidn
controla la actividad de quinasas tanto positiva como negativamente, dependiendo del
sitio de fosforilacion; la adicion o eliminacion de un grupo fosfato puede dar
estabilidad al complejo ciclina-quinasa, con lo que aumenta su actividad y vida media.
Ademas de la fosforilacién, la presencia de inhibidores de quinasas puede regular

también su actividad (Cuddihy y O’Connell 2003, Alberts et al. 2004).

La funcidn de estos puntos de control es proporcionar el tiempo necesario para que la
célula termine alguna funcidn, sin embargo, algunas lesiones del ADN pueden inducir o
activar un punto de vigilancia (Weitzman y Wang 2013). El genoma de todas las células
estd expuesto a multitud de agentes derivados exdégenamente o endégenamente que
pueden daiarlo, para llevar a cabo la reparacién los puntos de control proveen a la
célula de tiempo, en el cual el ciclo celular puede pausarse para facilitar la adecuada
coordinacidon temporal del proceso, asegurando asi, que cada etapa ocurra de manera
secuencial para dar tiempo a la reparacién del ADN (Cuddihy y O’Connell 2003;
Weitzman y Wang 2013).

Si las células progresan hacia la siguiente fase del ciclo celular antes de que la fase
previa se complete de manera adecuada, puede producirse un dafio genético
importante, que lleva a la inestabilidad gendmica. Para reducir al minimo la aparicidn
de estos errores durante el ciclo celular, el progreso de una célula a través de él se
verifica en cuatro puntos de control fundamentales (Fig. 4). Las vias de sefializacion de
estos puntos de control tienen como blancos clave de inhibicidn las proteinas Cdk

(Lodish et al. 2002, Cuddihy y O’Connell 2003).
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Figura. 4 Ciclo celular y los puntos de control de respuesta al ADN dafiado. El ciclo
consiste en cuatro fases: G1, S (Sintesis), G2 y M (mitosis). La activacién de cada
fase depende de la progresion y termino adecuado de la anterior. La progresion
secuencial del ciclo es regulada por las ciclinas y las quinasas dependientes de

ciclinas (Cdk) (Weitzman y Wang 2013).

2.5.3 PUNTO DE CONTROL G1/S.

Las células en la fase G1 del ciclo celular se comprometen a entrar a la fase S en una
etapa conocida en mamiferos como punto de restriccién (R). Este punto sirve para
prevenir que las células entren a la fase S cuando existe dafio al ADN y funciona al
inhibir la iniciacidn de la replicacion. El paro en G; impide el copiado de bases dafadas,
impidiendo asi la fijacion de mutaciones en el genoma y los reordenamientos

cromosomicos (Weitzman y Wang 2013).
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Cuando hay rompimientos de doble cadena (DSBs), la quinasa que se describié como
mutada de ataxia telangectasia (ATM) es activada y fosforila muchos efectores debajo
de la via, entre ellos p53 y la quinasa del punto de control 2 (Chk2). La activacion de
estas vias de transduccion de sefiales sirve para iniciar y mantener el arresto G1/S

(Blagosklommy y Pardee 2002, Weitzman y Wang 2013).

2.5.4 PUNTO DE CONTROL INTRA-S.

En células que pasaron el punto de restriccidn, el dafio al ADN inhibe temporalmente
la sintesis de ADN. La induccion de este punto depende de la activacion de la quinasa
ATM, la cual depende de la fosforilacion de componentes del complejo de cohesinas
gue regulan el apareamiento de cromatidas hermanas. También se ha encontrado una
supresion de la actividad del complejo ciclina A/Cdk2 en células tratadas con radiacién

ionizante (Weitzman y Wang 2013).

2.5.5 PunTo DE CONTROL G2.

Este punto previene que las células lleven a cabo la mitosis en presencia de dafo al
ADN. Dependiendo del tipo de lesién la via ATM-Chk2 o la ATR-Chk1 son activadas para
arrestar el ciclo en la fase G2. La detencién en G2, permite que los rompimientos del
ADN bicatenario se reparen antes de la mitosis. Si un rompimiento no se repara, no
existe una adecuada distribucién cromosdmica, ya que el fragmento cromosémico, al
no estar unido a un centrémero, no migra a ningun polo del huso durante la anafase

(Lodish et al. 2002, Weitzman y Wang 2013).

2.6.6 PUNTO DE CONTROL DEL HUSO MITOTICO.

Este detiene la evolucion del ciclo celular en la mitosis hasta que todos los
cromosomas estan unidos apropiadamente al huso. De alguna manera percibe cuando
el huso mitético no se ha formado de modo adecuado e impide la activacion del
sistema de poliubiquitinizacion del complejo promotor de la anafase (APC), que
normalmente da inicio a la anafase, y mas tarde a la degradacion de las ciclinas

mitdticas, que se requieren para la salida de la mitosis. Agentes que dafan el ADN,
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ademas de alterar el aparato mitético, pueden activar el mecanismo de sobrevivencia

del punto de control del huso mitético (Lodish et al. 2002, Alberts et al. 2004).

La red de vigilancia de los puntos de control comienza con sensores proteicos que
reconocen lesiones especificas en el ADN. Algunos sensores se unen a bases
modificadas mientras que otros responden a cortes en el ADN, regiones de ADN de
una sola cadena o a rompimientos de doble cadena. Esta red de vigilancia del dafo
puede estimular activamente la muerte celular programada (apoptosis), que contrae y
rompe una célula dafiada o en la forma de senescencia prematura que causa que las
células dafadas sean retiradas irremediablemente del ciclo celular (Weitzman y Wang
2013). Uno de los efectores clave, en la induccién de apoptosis, es p53 un factor de
transcripcién activado por ATM y Chk2. La sefializacidn persistente de p53 por lesiones
de ADN sin reparar puede llevar tanto a la apoptosis o la senescencia, la intensidad y la
duracion de las senales, asi como el contexto celular son los determinantes criticos que
controlan el destino celular (Lodish et al. 2002, Alberts et al. 2004, Rodriguez-Fragoso
et al. 2004, Weitzman y Wang 2013).

Es probable que los inhibidores de las quinasas y de las fosfatasas estén involucrados
en la progresion del ciclo celular una vez reparado el dafo al ADN, sin embargo, algun
punto de las vias de seiializacién involucradas en los puntos de control puede ser
inactivado para restaurar la progresion del ciclo celular a pesar del dafio al ADN no
reparado. La adaptacién al dafio al ADN restauraria la divisidon celular a expensas de la
integridad gendmica, promoviendo asi la progresidon de células dafiadas (Weitzman y

Wang 2013).

2.6 INMUNOTOXICIDAD.
En algunos casos las sustancias quimicas como los plaguicidas tienen la capacidad de
alterar una o mas funciones inmunoldgicas resultando en un efecto nocivo, lo que se
conoce como inmunotoxicidad (Colosio et al. 1999, Corsini et al. 2013). Esta
alteracion de la funcidon inmune normal tiene dos tipos de consecuencias.

a) Inmunosupresion

b) Inmunoestimulacion.
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La primera es la reduccién de la actividad inmune, lo que puede llevar a un déficit
inmunoldgico y un incremento en la susceptibilidad a enfermedades infecciosas y
neoplasmas; la segunda es un incremento en la respuesta inmune, que puede
ocasionar alergias y autoinmunidad (Colosio et al. 1999, Corsini et al. 2013). Ademas
Los agentes quimicos pueden interferir con varias vias de sefializacion generales o
especificas del sistema inmune, resultando en cambios en la produccién de citocinas,
expresion de marcadores de superficie, diferenciacidn y activacién celular (Esser y Jeux
2009, Corsini et al. 2011, Fukuyama et al. 2011). Esto los hace compuestos
inmunotoxicos ya que tienen la capacidad de alterar una o mas funciones

inmunoldgicas resultando en un efecto nocivo para el hospedero (Corsini et al. 2013)

Diversos datos sugieren que el sistema inmune puede ser un blanco importante para
los efectos téxicos de los plaguicidas, las alteraciones que ocasionan varian de una leve
modulacidn de la respuesta inmune hasta el desarrollo de alguna enfermedad inmune,
siendo los nifios particularmente suceptibles a estos dafios (Wigle et al. 2008, Corsini
et al. 2007). Ademas se ha propuesto que una funcion alterada del sistema inmune
podria ser indicadora de un incremento en el potencial de desarrollar enfermedades
como el cadncer (Esser and Jux, 2009). Para entender de una mejor manera el riesgo
inmunotoxico que supone el uso de diferentes compuestos quimicos, incluidos los
plaguicidas, es necesario el uso de marcadores inmunotéxicos. Entre éstos los mas
usados comunmente para estudiar la funcidon inmune en los seres humanos incluyen
conteos celulares, marcadores de activacién de superficie celular, niveles de

inmunoglobulinas y expresién y secrecién de citocinas (Duramad 2007).

2.6.1 CITOCINAS

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular o glicoproteinas secretadas por las
células de la inmunidad innata y adaptativa que median muchas de las funciones de
estas células. Se producen en respuesta a los microorganismos y otros antigenos de
modo que distintas citocinas estimulan diferentes respuestas en las células que
participan en la inmunidad y la inflamacidn. En la fase de activacion de las respuestas

inmunitarias adaptativas, las citocinas estimulan el crecimiento y proliferacién de
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linfocitos y en las fases efectoras de la respuesta innata y adaptativa activan diferentes

células efectoras para la eliminacién de los microorganismos y antigenos (Abbas 2008).

2.6.2 TNF-ALFA

El factor de necrosis tumoral (TNF-a) es una de las principales citocinas pro-
inflamatorias que juega un papel central en el inicio y regulacidon de la cascada de
citocinas durante la respuesta inflamatoria (Gruen y Weissman 1997, Makhatadze
1998). Es el miembro representativo de la superfamilia del TNF de citocinas triméricas
y proteinas de superficie celular (Locksley 2001).

El TNF-a es una proteina de bajo peso molecular (17 kDa) que consta de 157
aminodcidos, producida por varios tipos celulares, entre los que se incluyen
macréfagos, monocitos, linfocitos, queratinocitos y células “natural killers” (NK)
(Atzeni et al. 2013). Su expresidn se da en respuesta a inflamacién, infeccion, heridas,
estimulos ambientales externos y puede ser inducida por lipopolisacaridos bacterianos
(LPS), mitdégenos y virus (Locksley 2001). EI TNF-a exhibe un amplio espectro de
respuestas celulares incluyendo la activaciéon y migracidon de linfocitos y leucocitos,
fiebre, respuestas inflamatorias, proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis
(Atzeni et al. 2013). Su accidn varia con la concentracién, cuando es cumple funciones
homeostaticas, mientras que a niveles elevados, en infecciones graves, causa
alteraciones clinicas y patoldgicas sistémicas (Jones y Selby 1989, Abbas 2008). El
TNF-a parece tener un papel doble, en la primera fase de la respuesta a la infeccion es
pro-inflamatorio y en la fase tardia de la respuesta es anti-inflamatorio para limitar la
extension y duracion de la inflamacidn y promover la reparacién (Marino et al. 1997,
Makhatadze 1998).

Los efectos del TNF-a estan mediados por dos receptores estructuralmente
relacionados pero que difieren funcionalmente, TNRF1 (p55), que es expresado de
forma ubicua y TNRF2 (p75) el cual se encuentra restringido a los linfocitos y es
activado de manera mas eficiente por el TNF transmembranal (Grell 1995,
Vandenabeele et al. 1995, Xanthoulea et al. 2004). El receptor TNRF1 con sus dominios
muerte (DD) es el receptor primario de las sefiales de la mayoria de los tipos celulares

y es el responsable de la mayoria de los efectos pro-inflamatorios, citotdxicos y
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apoptoticos atribuidos TNF-a (Chen y Goeddel 2002, Wajant et al. 2003). En contraste
el TNRF2 no cuenta con estos dominios y predominantemente media sefiales que
promueven la activacion y proliferacion de linfocitos (Grell et al. 1998, Arnett et al.
2001).

En las células la expresidon de TNF-a puede resultar en la activacién de una cascada de
caspasas que culmine en la apoptosis (Chang y Yang 2000). Mas comiUnmente la union
de ésta citocina a sus receptores causa la activacion de dos factores de transcripcion,
AP-1 y NF-kB, que inducen genes involucrados en respuesta inflamatoria crénica y
aguda (Fig. 5 ) (Barnes y Karin 1997). Una vez que el TNF-a se une a su receptor,
recluta una primera proteina llamada TRADD (TNRF1 associated death domain
protein), que servira como plataforma para la unién de otras proteinas como son RIP
(Receptor interacting protein), FADD (Fas-associated death domain protein) y TTRAF2
(TNF-receptor-associated factor 2) (Baud y Karin 2001). El reclutamiento de FADD
inducira la activacidon de caspasas, dirigiendo la célula a apoptosis. Mientras que la
interaccion TRADD-TRAF2-RIP incita la formacidn de un complejo con actividad quinasa
(IKK), que fosforilara el inhibidor del factor de transcripcién NF-kB (IkB), liberando a
NF-kB, que se translocara al nucleo activando genes tanto pro-inflamatorios como

implicados en la supervivencia celular (Fig. 5) (Hallenbeck 2002).
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Figura 5. Representacion esquematica de los componentes de la via de sefializacion del
TNF-a a partir de sus receptorer TNFR1 y TNRF2 hacia los factores de

transcripcién AP-1, NF-kB y la apoptosis (Fautsman y Davis 2010).

Tanto la inhibicién como un aumento desmedido del TNF-a son motivo de cuidado ya
gue en ambos casos pueden llegar a generar diversas enfermedades (Balkwill 2006).
Existe evidencia que implica el cambio de la expresion y/o sefializacién del TNF-a en la
patologia de muchas enfermedades entre las que se incluyen la de Crohn, la artritis
reumatoide y neuropatologias como los infartos, esclerosis multiple y Alzheimer
(Balkwill 2006). El papel pro-inflamatorio asi como pro-apoptdético del TNFR1 se ha
observado en multiples patologias, como en la esclerosis multiple (Suvannavejh et al.
2000). Algunos estudios han revelado la relacién entre la exposicidn a plaguicidas y la
disminuciéon o aumento en los niveles de algunas citocinas, entre las cuales esta el

TNF-a (Hooghe et al. 2000).
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2.6.3 TGF-BETA

Es una citocina pleiotrdpica que juega un papel importante en la supresiéon de la
respuesta inmune para prevenir la autoinmunidad. Es una molécula reguladora con
numerosos efectos en la proliferacién, diferenciacidon, migracién y supervivencia
celular que afecta procesos bioldgicos como el desarrollo, la carcinogénesis, fibrosis,
curacion de heridas y la respuesta inmune (Li et al. 2006).

Pertenece a la superfamilia del TGF-B que consiste en un gran grupo de factores de
crecimiento que controlan varios aspectos del desarrollo. Comprende mas de 60
diferentes proteinas identificadas en diversos organismos. Los miembros de esta
superfamilia se unen y activan receptores serina/trenonina quinasa lo que resulta en
una sefializacién intracelular (Chang et al. 2002).

Las funciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas del TGF-B son extensas, ya que casi todos
los tipos celulares pueden secretarlo y ademads expresar sus receptores. En la mayoria
de las células de mamifero, existe una expresidon constitutiva de esta citocina. La
regulacién de la activacidon se puede dar en dos diferentes puntos: 1) a nivel de
transcripcién o traduccién dentro de la célula 6 2) controlando los niveles de activacion
del TGF-B latente en el ambiente extracelular (Chang et al. 2002). Los blancos
celulares del TGF-B no se limitan a una linea o tipo celular especifico (Massagué et al.
1994). Tiene la habilidad para inhibir la proliferacion celular, regula la diferenciacién
celular (especialmente de las células de la respuesta inmune), controla la
diferenciacion celular, la apoptosis y la produccién de matriz extracelular, asi como la
estimulacion de la quimiotaxis de fibroblastos, linfocitos, macréfagos y neutrofilos
(Sosa-Garrocho y Macia-Silva 2004).

En mamiferos se han identificado tres isoformas: TGF-B1, TGF-f2 y TGF-B3, éstas
tienen una funcién bioldgica similar pero se expresan en diferentes tejidos (Govinden y
Bhoola 2003). La isoforma TGF-B1 se encuentra de forma predominante en la mayoria
de los tejidos, especialmente en el sistema inmune donde es producida por varios

tipos celulares del linaje de los leucocitos (Montedn y Ligonio 2008).
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A diferencia de la mayoria de las citocinas el TGF-B es sintetizado como una molécula
precursora inactiva, por procesos proteoliticos se forma un pequefio complejo
heterodimérico latente (SLC) de 392 aminodcidos, que contiene la forma activa del
TGF-B maduro de 112 aminodcidos, y una proteina asociada de latencia (LAP), que lo
mantiene inactivo e impide su unidn a los receptores (Dubois et al. 1995, Roberts
1998). Bajo condiciones fisiolégicas, en respuesta a un estimulo el TFG-B activo es
liberado de estas proteinas de latencia, lo que le permite unirse a su receptor (Annes
et al. 2003). Las sefiales del TGF-B son mediadas por un receptor tipo Il (TBR-1I) y un
receptor tipo | (TBR-I o ALK-5), ambos receptores presentan un dominio extracelular
de union a ligando, una regién transmembranal y un dominio citoplasmico con
actividad quinasa en residuos de serina o treonina (Massagué et al. 1994, Chang et al.
2002). El tipo Il es una quinasa constitutivamente activada, mientras que el receptor
tipo | es activado por el receptor Il por medio de una fosforilacién y en respuesta a la
unién del ligando a ambos receptores (Massagué et al. 1994).

La transduccién de sefales posterior a la unién del TGF-B al receptor tipo Il permite
gue el ligando pueda interaccionar con el tipo I. El receptor TBR-Il transfosforila al
receptor tipo | en un domino GS (rico en glicinas y serinas). La transduccién de sefiales
intracelular es mediada por la fosforilacion de muchos factores de transcripcion
conocidos como Smad (via de sefializacion dependiente de Smad), inicia cuando el
receptor ALK-5 fosforila Smad2 y Smad3 que se trasloca al nucleo como un complejo
(R-Smad) con Smad4. Este se une a un promotor blanco y regula la expresién de genes
a través del reclutamiento de acetiltransferasas de histonas y deacetilasas de histonas
(Fig. 6) (Derynck y Zhang 2003, Massagué y Gomis 2006). Los reguladores negativos de
esta via incluyen Smad 7 que compite con Smad2 y Smad3 por la unién al receptor tipo
| y degrada la quinasa de éste (Thomas y Massagué 2005, Massagué y Gomis 2006).
Hay evidencia de que el TGF-B es capaz de activar otras vias de transduccion
paralelamente a las Smad, como son la via clasica de las MAPKs y la via de PI3K, entre
otras. Estas vias independientes de Smad involucran cascadas de quinasas (Huse et al.
2001, Derynck y Zhang 2003).

Esta citocina es un importante regulador de la inflamacién ya que posee propiedades
pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, lo cual dependera tanto del ambiente en el que

se encuentre como de su concentracion. Cuando el TGF-B es liberado en
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concentraciones bajas, tiene propiedades pro-inflamatorias e incluye su capacidad
para reclutar monocitos, células T y neutroéfilos al sitio de inflamacion durante una
infeccidn, a través de la modulacion de la expresion de moléculas de adhesion celular.
Sin embargo, a altas concentraciones es anti-inflamatorio, suprimiendo la produccién
del factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y del éxido nitrico (ON) producido por los
macréfagos también inhibe la produccion de interferon-gamma (IFN-y) e
indirectamente disminuye la expresidon de antigenos clase Il del Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (MHC) (Omer et al. 2000).

Figura 6. Via de sefializacidon del TGF-B. Dependiente e independiente de Smad (Derync

et al. 2003).
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La sefalizacion del TGF-B esta involucrada en el balance de la homeostasis en los
tejidos saludables y en la supresion de la progresion de tumores en tejidos pre-
malignos (Massagué 2008). Alteraciones en sus sefales pueden contribuir a la
patogenia de enfermedades muy diversas como las autoinmunes, la fibrosis y el cancer
(Josso y Di Clementi 1997). Altos niveles de TGF-B son producidos por muchos tipos de
tumores entre los que se incluyen melanomas y cdncer de pecho, colon, eséfago,

estdmago, higado, pulmén, pancreas y prostata (Teicher 2001, Dong y Blobe 2006).

2.7 NF-kB

El NF-kB es un factor de transcripcion descubierto en 1986 en la cadena ligera kappa
de la inmunoglobulina de las células B. Es un factor de transcripcion inducible que
participa en las respuestas inmune e inflamatoria, se encuentra de forma ubicua en
genes relacionados en la supervivencia celular, adhesiéon celular, diferenciacién y
crecimiento, asi como el desarrollo, formacion, progresién y apoptosis de tumores
(Chen et al. 2000, Hayden et al. 2014, Shishodia et al. 2006). Los complejos activos de
NF-kB son dimeros de combinaciones de diferentes polipéptidos de la familia Rel, que
consisten en p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), c-Rel, Rel A (p65), y Rel B. De éstas solo las
tres ultimas tienen el dominio transactivador, indispensable para reconocer el
promotor de los genes blanco o diana (Bharti y Aggarwal 2002). La formacion del
homodimero o heterodimero es determinante en la actividad transcripcional en los
promotores de los genes diana. El heterodimero p50/RelA es el mas comun y su

actividad transcripcional ocurre gracias a la proteina RelA (Hayden y Ghosh 2014).

El NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma inactiva unido a IkBs, las cuales
después de un estimulo adecuado son fosforiladas, ubiquitinadas y degradadas por el
proteosoma, permitiendo asi la liberacién de los dimeros de NF-kB que se translocan al
nucleo donde regulan la transcripcidon de genes blanco que codifican para citocinas,
factores de crecimiento, moléculas de adhesién celular y proteinas pro-apoptdticas y
anti-apoptéticas (Barnes y Karin1997, Karin y Lin 2002, Beinke y Ley 2004).
Dependiendo del estimulo, diferentes proteinas inician la sefal desde la membrana

citoplasmatica hacia el nucleo. Ademas se ha observado que estimulos como el estrés
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genotodxico, el dafio en el ADN y estrés oxidante desencadenan vias de sefializacién

que comprometen al complejo de activacion de NF-kB (Beinke y Ley 2004).

La sefalizacién por NF-kB ocurre a través de 2 vias principales: la clasica o candnicay la
via alternativa o no candnica (Fig. 7). La primera es activada por muchos tipos de
receptores entre los que se incluyen los del TNF (TNFRs), los tipo Toll (TLRs),
interleucina 1B (IL-1B) y los receptores de antigenos (TCR y BCR) (Martin y Fresno
2000, Weil e Israel 2004). Esta via depende de las proteinas quinasas de los inhibidores
de NF-kB (IKKs) para su activacién. IKKa e IKKB dimerizan y se unen a IKKy (también
llamada NEMO) para formar el complejo quinasa IkB (IKK). Este complejo fosforila
IkBa, el principal inhibidor de p50/RelA, marcando asi a la proteina para su
poliubiquitinacidn y degradacion via proteosoma. Este proceso permite la liberaciéon de
NF-kB su translocacién al nucleo y la consiguiente modulacién de transcripcion de
genes (Zandi et al. 1997, Gloire et al. 2006, Hayden y Ghosh 2014). La ruta alternativa,
por su parte, es inducida en respuesta al factor activador de células B (BAFF) (Baud y
Karin 2001), LTB, ligando CD40, virus de leucemia humana tipo | de células T (HTLV) y
virus de Epstein-Barr (EBV) . En ella participa la quinasa inductora de NF-kB (NIK), ésta
fosforila al homodimero IKKa desencadenando su interaccidn con la proteina p100 que
estd unida a RelB. La fosforilacién de pl00 es seguida por su procesamiento en
proteosoma a p52 y por la translocacion del complejo RelB/ p52 al nicleo (Gloire et al.

2006).
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Figura 7. Via de sefalizacion candnica y no candnica de NFkB (Gerondakis et al. 2014).

Ademads de la via candnica y no candnica el NF-kB puede ser activado en respuesta a
dafio al ADN vy estrés oxidante. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) activan al NF-
kB mediante un proceso en el cual NEMO desempefia un papel importante, en esta via
ocurre una modificacién caracteristica en el dominio de dedos de Zn (ZF) de NEMO,
uniéndose una molécula pequeia similar a la ubiquitina (SUMO), provocando la
translocacion de NEMO al nucleo, sin alterar su estabilidad. Esta modificaciéon de
NEMO es desencadenada exclusivamente por compuestos que dafian el ADN o por
rompimientos de doble cadena de ADN, pero no en respuesta a citocinas (Huang et al.

2003).
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II1 JUSTIFICACION

Los plaguicidas son ampliamente utilizados en la agricultura para obtener la mejor
calidad y produccion de los cultivos. En México se ha incrementado cada vez mas la
produccién y el empleo de nuevas clases de agroquimicos. Diversos estudios
epidemiologicos han relacionado la exposicion a los plaguicidas con el dafo sobre el
ADN vy el desarrollo de enfermedades en el sistema nervioso, respiratorio e
inmunoldgico. Sin embargo no existen reportes de los efectos adversos de plaguicidas
de reciente creacién y comercializacion en nuestro pais como lo son los cetoenoles,
por lo tanto, es necesario iniciar ensayos in vitro con esta clase de agroquimicos, que
evaltuen sus posibles efectos genotdxicos y alteraciones de la respuesta inmune. Los
resultados de estos estudios ademas aportaran informacién para dilucidar los
mecanismos moleculares de genotoxicidad de estos plaguicidas.

Tomando en cuenta el riesgo que representan los plaguicidas para la salud de los
organismos, el presente trabajo evaluardn los efectos citotdxico, genotdxico e
inmunotdxico de la nueva clase de insecticidas cetoenoles Oberon y Movento en

linfocitos de sangre periférica humana in vitro.
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IV OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto citotdxico, genotdxico e inmunotoéxico de los insecticidas cetoenoles

Oberon® y Movento® en linfocitos humanos de sangre periférica expuestos in vitro.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar el efecto citotdxico en los linfocitos de sangre periférica humana expuestos in

vitro a las diferentes concentraciones de los plaguicidas cetoenoles

Analizar el efecto genotdxico en cultivos in vitro de linfocitos de sangre periférica

humana expuestos a Oberon y Movento.

Cuantificar la expresion de TNF-a, TGF-B y NF-kB en linfocitos periféricos expuestos y

no expuestos in vitro a los insecticidas.
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V HIPOTESIS

Muchos plaguicidas, entre ellos los carbamicos, neonicotinoides y piretroides han
mostrado ser agentes genotdxicos in vivo e in vitro, al inducir significativamente dafio
en el ADN (medido por diversos ensayos tales como: ensayo cometa, intercambio de
cromatidas hermanas, aberraciones cromosdémicas y micronucleos) se espera que los
plaguicidas cetoenoles Oberon y Movento también sean genotodxicos, lo cual se vera
reflejado en un incremento en la frecuencia de micronucleos y modificaciones en Ila

expresion de TNF-a, TGF-f3, NF-kB.
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VI MATERIAL Y METODO

6.1 INSECTICIDAS CETOENOLES COMERCIALES OBERON Y MOVENTO

Los insecticidas cetoenoles Oberon’ Y Movento  fueron donados por Bayer Crop
Science, México:

Oberon” 240 SC, 2-Mesitil-2-oxo-1-oxaspirol[4,4]non-3-en-4-il 3,3-dimetilbutirato.
Suspension concentrada (240 g de i.a./L). No. De registro: RSCO-INAC-0103-301-064-
023.

Movento, cis-4-(etoxicarboniloxi)-8-metoxi-3-(2,5-xilil)-1 azaspiro[4,5] dec-3-en-2-ona.
Dispersidn en aceite “OD” (150 g de i.a./L). No. De registro: RSCO-INAC-0103Z-301-
409-015.

6.2 TRATAMIENTOS IN VITRO CON LOS INSECTICIDAS CETOENOLES OBERON Y
MOVENTO EN LOS LINFOCITOS PERIFERICOS HUMANOS.

Se coincubaron 500 pL de sangre periférica heparinizada de un donador joven y sano
con medio RPMI 1640 suplementado con fitohemaglutinina (2 %) y penicilina-
estreptomicina (0.5 %) a un volumen final de 2.5 mL con las diferentes
concentraciones de Oberon® (1.29 x 10°mM, 2.59 x 10°mM, 5.18 x 10°mM, 7.56 x
10°mM, 10.37 x 10°mM) y de Movento® (2 x 10°mM, 4 x 10°mM, 8 x 10°mM, 12 x
10°mM, 16 x 10°mM)a 379C, asi como los testigos positivo (Bleomicina, 3.2 ug/mL) y
el testigo negativo (linfocitos sin plaguicidas), en las mismas condiciones. A las 44 h, a
todos los cultivos se les adiciond citocalasina B (4.5 pug/mL), a las 72 h se cosecharon
los linfocitos mediante centrifugacion a 1500 rpm por 10 min. El botén celular se
dividié en dos partes, una para realizar la prueba de micronucleos y la otra se mantuvo
en PBS (pH 7.5) a -80 °C para realizar las pruebas de RT-qPCR (Calderén-Segura et al.
2007, 2012, Rodriguez-Romero et al. 2012).
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6.3 CITOTOXICIDAD DE LOS INSECTICIDAS OBERON Y MOVENTO
Se calcularon indices empleados en el ensayo de micronucleos con bloqueo de la

citocinesis (Kirsch-Volders 2003), él indice de division nuclear (IDN):

1(células mononuceladas) + 2(células binucleadas)

— +3(células trinuceladas) + 4(células tetranuceladas)

Numero total de células

y el indice de proliferacion con bloqueo de la citocinesis (IPBC)

No.de células mononucleadas + 2(No.de células binucleadas)

+3(No.de células multinuceladas
IPBC = .

Numero total de células

Finalmente se determiné la citotoxicidad inducida por los plaguicidas empleando el

IPBC del testigo (IPBC.)y el de los tratamientos (IPBCr) con la siguiente férmula:

IPBCT — 1

% citotoxicidad = 100 — 100 [m

6.4 PRUEBA DE MICRONUCLEOS

El botén celular (del punto 6.2) se prefijé con 1 mL de fijador Carnoy (3:1) y se
centrifugd a 1500 rpm por 10 min. Se retird el sobrenadante y se resuspendié el botén
celular. Se agregaron 5 mL de fijador Carnoy y se volvié a centrifugar a 1500 rpm por
10 min. Este paso se repitié dos veces mas. Se realizaron laminillas en portaobjetos por
la técnica de goteo y se dejaron secar al aire. Las muestras se tifieron en colorante
Giemsa al 5% y se analizaron en el microscopio optico a 40X para determinar en 1000

células (por duplicado) la frecuencia de micronucleos.
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6.5 EVALUACION DE LA EXPRESION DE TNF-ALFA, NF-kB Y TGF-BETA POR
RT-QPCR

6.4.1 EXTRACCION DE RNA

Se extrajo el RNA total de linfocitos periféricos humanos expuestos previamente a las
cinco concentraciones de los dos insecticidas mediante el reactivo de Trizol. A cada
botdn celular se le agregarén 100 pL de Trizol y se dejaron reposar por 5 min a
temperatura ambiente Se le afadieron 60 puL de cloroformo, se agitd y dejé incubar 3
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron las muestras. La
fase acuosa se transfiriéd a un tubo con 150 pL de isopropanol y 1 uL de glucégeno. Se
incubd durante 24 horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se centrifugé a 10000 rpm
por 10 minutos, se decantd el sobrenadante y se realizdé un lavado con 100 pL de
etanol (75%) centrifugando 5 min a 7500 rpm. Se decantd el sobrenadante y las
muestras se dejaron secar en bafio seco a 40 2C. Finalmente, se resuspendio el boton

en 10 plL de agua libre de nucleasas y se guardé a -80 2C hasta su uso.

6.4.2 CUANTIFICACION DE RNA

Una vez extraido el RNA, se cuantificé en 1 uL de cada muestra la concentracién de
RNA en un espectofotémetro NanoDrop ND-100 Genova Nano JANWAY" utilizando los
cocientes 260/280 y 260/230 nm de las absorbancia para obtener la pureza.
Posteriormente, se realizaron los calculos para tener 200 ng de RNA en cada 3 plL de

muestra.

6.4.3 SINTESIS DE CADN

La sintesis de cADN se realizé a partir de 200 ng de RNA total en un volumen final de
20uL (Tabla 5) siguiendo el protocolo del Kit Thermo Scientific en un termociclador
“Thermal cycler MJ mini” BIORAD® con las siguientes condiciones: 37 2C por 60

minutos, 70 2C por 10 minutos y 20 2C por un minuto.
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Tabla 5. Mezcla para la sintesis de cADN.

Templado de ARN 3uL
Oligo (dT) 1uL
Agua libre de nucleasas (DEPC) 8 uL
Amortiguador de reaccién 5X 4 uL
Inhibidor de RNAsas 1pl
RibolLock

Mezcla de dNTPs 2uL
Transcriptasa reversa lpul

ReverAid M-MulLV

6.4.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (RT-QPCR)

El PCR en tiempo real se realizé con el kit en un equipo de la marca Stratagen
Mx300SP Agilent Technologies, siguiendo el protocolo del Kit Maxima SYBR Green
gPCR Master mix de Thermo Scientific’, utilizando SYBR Green como fluorocromo
principal y ROX como colorante pasivo de referencia. Se emplearon los iniciadores
especificos para cada gen (Tabla 6) para preparar las mezclas de reaccién (Tabla 7)
para el ensayo de amplificacién llevado a cabo en un termociclador Stratagen
MX300SP Agilent Technologies®, utilizando el siguiente perfil de temperatura: 95 2C
por 10 minutos, 50 ciclos de 95 2C por 15 segundos y 58 2C por 1 minuto. Para finalizar
con un ciclo de 95 9C por un minuto, 58 2C por 30 segundos y 95 2C por 30 segundos.
Cada muestra se realizé por triplicado, incluyendo un testigo sin templado (NTC) y se

-AACt

analizaron los niveles de expresién relativa con el algoritmo 2 utilizando como gen

enddgeno la expresién de la B-actina.
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Tabla 6. Secuencia de los iniciadores utilizados para los genes TNF-a, TGF-$ y RelA.

Gen Secuencia 5’23’

TNF-a AGGCGGTGCTTGTTCCTCA
GCCGATCACTCCAAAGTGC

TGF-B TGCTAATGGTGGAAACCCAC
GAAGCTCTGATGTGTTGAAG

RelA AGAACCTGGGAATCCAGTGT
GAACTTGGAAGGGGTTGTTG

Tabla 7. Mezcla de reaccion para el ensayo de amplificacidn.

SYBR Green 10 pL
Primer sentido 0.3 uM
Primer antisentido 0.3 uM
ROX 0.04 pL
Agua DEPC 6.76 uL
cADN 2.0 L

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores promedio de tres experimentos independientes se compararon entre si,
mediante las pruebas de analisis de varianza (ANOVA), de comparacién multiple de
Newman-Keuls para las diferencias estadisticas entre los promedios de los grupos
experimentales y los testigos positivo y negativo, y un analisis de regresion lineal para
establecer la relacion de concentracion-efecto (Calderén-Segura et al. 2007, 2012,

Rodriguez-Romero et al. 2012).
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VII RESULTADOS

7.1 GENOTOXICIDAD INDUCIDA POR EL INSECTICIDA MOVENTO EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA IN VITRO

En la figura 8A, se muestran los resultados del ensayo de micronucleos en el cultivo de
linfocitos de sangre periférica humana expuestos in vitro a diferentes concentraciones
del plaguicida Movento. Las concentraciones de 2x10"6, 4x10'6, 8><10'6, 12x10°® y
16x10° mM del insecticida incrementaron significativamente la frecuencia de células
binucleadas con micronucleos (BNMN) al compararlos con el testigo negativo (p<0.05).
Asi como también, la bleomicina (32 pg/mL) usada como testigo positivo, aumenté
significativamente la frecuencia de MN (p<0.05). El incremento de MN en el cultivo de
linfocitos de sangre periférica humana fue mayor a las concentraciones de 12x10° y
16x10°mM de Movento. Los resultados del analisis de regresién lineal mostraron que
existe una relacion positiva (r* = 0.919) entre la frecuencia de células con MN vy la
concentracion del plaguicida, es decir el plaguicida tiene un efecto concentracién

respuesta (Figura 8B).
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Figura 8. Frecuencia promedio de micronucleos en el cultivo de linfocitos de sangre
periférica humana expuestos in vitro a diferentes concentraciones del plaguicida
Movento. (A) Frecuencia de células binucleadas con micronucleos por cada 1000
células. (B) Analisis de regresion lineal entre la induccion de MN en linfocitos de
sangre periférica humana y las concentraciones del plaguicida a las que fueron

expuestos.

Cada barra representa la media # E.E de tres experimentos independientes. * Diferencia
significativa ANOVA post hoc Newman-Keuls (p<0.05) con respecto al Testigo. ° Diferencia
significativa ANOVA post hoc Newman-Keuls (p<0.05) con respecto a la Bleomicina.
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7.2 CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR EL INSECTICIDA MOVENTO EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA IN VITRO.

En la tabla 8 se muestran los promedios de los indices de division nuclear (IDN) y de
proliferacién con bloqueo de la citocinesis (IPBC) asi como el porcentaje de
citotoxicidad relativa, calculados a partir del ensayo de Micronucleos para los cultivos
de linfocitos expuestos a diferentes concentraciones del insecticida Movento. Ambos
indices IDN e IPBC de los linfocitos en cultivo expuestos a 2x10'6, 4x10°® v 8x10° mM
del agroquimico presentaron modificaciones discretas al compararse con los valores
del testigo negativo. Pero en las concentraciones elevadas, 12x10'6, 16x10° mM el
IDN y el IPBC de los linfocitos disminuyeron significativamente con relacién a los
valores del testigo negativo (p<0.05). Este efecto sobre ambos indices es similar en los
linfocitos expuestos in vitro a la bleomicina comparados con el testigo negativo
(p<0.05). La concentracién mas alta de movento exhibe mayor citotoxicidad (51%) con

relacion a los valores del testigo negativo.
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Tabla 8. Efecto citotoxico en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana

expuestos in vitro al plaguicida Movento.

IDN? IPBC® Citotoxicidad
relativa (%)

Movento [mM]

0 1.86 + 0.02 1.85 £ 0.03

2x10° 1.88 + 0.04 1.81+0.04 4.91
4x10° 1.79 £ 0.05 1.75+0. 03 12.39
8x10° 1.70 £ 0.24 1.69 +0.08 18.94
12x10°® 1.43 + 0.09* 1.43 £ 0.03* 49.82
16x10°® 1.41+0.01* 1.41+0.01* 51.69
Bleomicina

3.2 ug/mL 1.60 + 0.06* 1.56 + 0.05* 34.50

Resultados de tres experimentos independientes

? [ndice de Divisién Nuclear (IDN)

® indice de Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis (IPBC)

* Diferencia significativa ANOVA post hoc Newman-Keuls (p<0.05) entre los tratamientos y el
testigo.
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7.3 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE TNF-ALPHA, TGF-BETA Y RELA INDUCIDOS
POR EL INSECTICIDA MOVENTO EN CULTIVOS IN VITRO DE LINFOCITOS
HUMANOS.

La figura 9A muestra los promedios de la expresion de TNF-a en los cultivos de
linfocitos de sangre periférica humana expuestos in vitro a diferentes concentraciones
del compuesto Movento. La expresidon del TNF-a no cambié en los linfocitos periféricos
humanos expuestos a 4X10"° mM de Movento, con relacién a valor del testigo negativo
(Figura 9A). Sin embargo, en los linfocitos expuestos in vitro a concentraciones de
8X10° y 16X10° mM aumentaron significativamente la expresién del TNF-o con
relacién al valor del testigo negativo (p<0.05). La expresidon del TGF-B y RelA en los
linfocitos humanos expuestos in vitro a bajas concentraciones de Movento, 4X10° y
8X10°® mM, aumenta levemente pero no existe diferencia significativa al compararse
con los valores del testigo negativo (Figuras 9 B y C). En los linfocitos humanos
expuestos in vitro a 16X10° mM del compuesto, asciende significativamente la

expresion de RelA (>15) con relacién al valor del testigo (p<0.05) (Figura 9-B).
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Figura 9. Cambios de expresion de las citocinas (A) TNF-a (B) TGF-B y (C) la subunidad
RelA del factor de transcripcion NF-kB en cultivos de linfocitos de sangre
periférica humana expuestos in vitro a distintas concentraciones del compuesto
Movento.

Cada barra representa la media + E.E. de tres experimentos independientes.* Diferencia
significativa (p<0.05) ANOVA post-hoc Newman Keuls comparado con el testigo.
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7.4 GENOTOXICIDAD INDUCIDA POR EL INSECTICIDA OBERON EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA IN VITRO.

La figura 10 muestra los resultados para el ensayo de micronucleos en cultivos de
linfocitos expuestos a diferentes concentraciones del compuesto Oberon y el andlisis
de regresion lineal entre la frecuencia de micronucleos y la concentracién de
plaguicida empleada. Los cultivos de linfocitos periféricos humanos expuestos a todas
las concentraciones de Oberon, 5.2x107°, 7.8x10”, 10.4x107, 12.9x107, 25.9x10™ mM,
aumentaron significativamente el nimero de BNMN comparado con el testigo
(p<0.05). La bleomicina, también induce incremento significante de la frecuencia de
MN (p<0.05) comparado con el valor del testigo negativo. Los cultivos expuestos a la
maxima concentracion del compuesto Oberon (25.9x10 mM), producen mayor
frecuencia de BNMN (p<0.05) con relacion al testigo negativo. EI analisis de regresion
lineal muestra relacion positiva (r’=0.888) entre la frecuencia de MN y la

concentracion del insecticida evaluada (Figura 10B).
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Figura 10. Induccion de genotoxicidad del insecticida Oberon en cultivos de linfocitos
humanos expuestos in vitro. (A) Frecuencia de células binucleadas con
micronucleos por cada 1000 células. (B) Analisis de regresion lineal entre la
induccion de MN en linfocitos de sangre periférica humana y las concentraciones

de plaguicida a las que fueron expuestos.

Cada barra representa la media # E.E de tres experimentos independientes.

* Diferencia significativa ANOVA post hoc Newman-Keuls (p<0.05) con respecto al Testigo.

° Diferencia significativa ANOVA post hoc Newman-Keuls (p<0.05) con respecto a la
Bleomicina.
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7.5 CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR EL INSECTICIDA OBERON EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA IN VITRO.

Los indices de divisidon nuclear (IDN) y de proliferaciéon con bloqueo de la citocinesis
(IPBC) asi como el porcentaje de citotoxicidad relativa obtenidos a partir del ensayo de
micronucleos para los cultivos de linfocitos expuestos a diferentes concentraciones del
insecticida Oberon se muestran en la tabla 9. Las concentraciones de 5.2x107,
7.8x10°, 10.4x10, 12.9x10°, 25.9x10'5 mM de Oberon coincubadas con los linfocitos
periféricos humanos no mostraron diferencias significativas con respecto al testigo.
Pero, los cultivos expuestos a Bleomicina disminuyeron significativamente sus indices

IDN e IPBC al compararlos con los valores del testigo negativo (p<0.05).
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Tabla 9. Efecto citotoxico en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana

expuestos in vitro al plaguicida Oberon.

Oberon [mM]

0

5.2x10°
7.8x10°
10.4x107
12.9x10”
25.9x10°
Bleomicina

3.2 ug/mL

IDN®

1.86 £ 0.02
1.93+0.22
1.88+0.10
1.86 £ 0.08
1.81+0.10
1.78£0.12

1.60 + 0.06"

IPBC®

1.85+0.03
1.85+0.06
1.81+£0.02
1.80+£0.02
1.75+0.03
1.74 +£0.03

1.56 + 0.05"

Citotoxicidad

relativa (%)

4.21
5.73
11.69
12.98

34.50

Resultados de tres experimentos independientes
? [ndice de Divisién Nuclear (IDN)
® indice de Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis (IPBC)
* Diferencia significativa ANOVA post hoc Nweman-Keuls (p<0.05) entre los tratamientos y el

testigo.
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7.6 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE TNF-ALFA, TGF-BETA Y RELA INDUCIDOS
POR EL INSECTICIDA OBERON IN VITROEN LINFOCITOS HUMANOS

La figura 11A-C muestra los resultados obtenidos para la evaluacion de la expresién de
las citocinas TNF-a, TGF-B y del factor RelA en los cultivos de linfocitos de sangre
periférica humana expuestos in vitro al plaguicida Oberon. La expresion de TNF-a
(Fig.10-A) aumento significativamente en los linfocitos humanos expuestos in vitro a
7.8x10° mM de Oberon con relacién al valor del testigo negativo (p<0.05). Las
concentraciones de 12.9x10” y 25.9x10° mM de Oberon coincubadas con los cultivos
de linfocitos humanos disminuyeron la expresién de TNF-a con respecto a la primera
concentracion hasta igualar los valores del testigo negativo (Figura 11A). La expresion
del factor de crecimiento TGF-B aumentd significativamente en los linfocitos
periféricos humanos expuestos in vitro a las concentraciones de 7.8x10°,12.9x10” y
25.9x10° mM (p<0.05). La maxima expresion de esta citocina (>1000) en el cultivo de
linfocitos humanos fue con 25.9x10°> mM de Oberon (FigurallB). Por otro lado, la
expresion de RelA aumentd significativamente en los linfocitos periféricos humanos
expuestos in vitro a 7.8x107°12.9x10” y 25.9x10”° mM en relacion al valor del testigo
negativo (p<0.05), la maxima expresion (>40) se observa a la concentracién mas baja

(Figura 11C).
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Figura 11. Cambios de expresién de citocinas (A) TNF-a (B) TGF-B y (C) la subunidad
RelA del factor de transcripcion NF-kB en cultivos de linfocitos de sangre
periférica humana expuestos in vitro a distintas concentraciones del compuesto
Oberon.

Cada barra representa la media * E.E. de tres experimentos independientes.* Diferencia
significativa (p<0.05) ANOVA post-hoc Newman Keuls comparado con el testigo.
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VIII. DISCUSION

Se estima que cada afio se aplican millones de litros de plaguicidas en todo el mundo
(USEPA, 2004). En México se ha incrementado cada vez mds la produccién y empleo de
nuevas clases de agroquimicos, en el aino 2013, el uso tan solo de insecticidas fue de
37,455 toneladas (FAO 2013). Sin embargo, sus acciones genotdxicas aun no han sido
comprobadas (Garaj-Vrhovac y Zeljezic 2002), muchos plaguicidas estan asociados con
problemas reproductores y de desarrollo (Hanke y Jurewicz 2004, Lauria et al. 2006),
con alteraciones neurolégicas, metabdlicas y del sistema inmune (Kishi et al. 1995,
Lépez et al. 1998, Dhillon et al. 2008, Corsini et al. 2013), asi como, con diversos tipos

de céncer (larmacovai et al. 2008).

En este trabajo se utilizé el ensayo de micronucleos para evaluar la citotoxicidad y la
genotoxicidad in vitro de los plaguicidas Movento y Oberon en cultivos de linfocitos de
sangre periférica humana. El efecto genotdxico del spirotetramat y spiromesifen
(ingredientes activos de los plaguicidas) se evalué contando la presencia de
micronucleos en 2000 células binucleadas (BNMN) por concentracion de cada
agroquimico, como indicador de dafio cromosémico. Los resultados obtenidos
muestran que en los cultivos de linfocitos periféricos humanos expuestos a cinco
concentraciones de los dos agroquimicos inducen aumento significante en el
porcentaje de BNMN, indicando que ambos plaguicidas son agentes genotoxicos al
incrementar el dafio cromosdmico de los linfocitos humanos in vitro. Estos resultados
concuerdan con numerosos estudios realizados con otros tipos de plaguicidas como
los carbamicos, piretroides, organoclorados y neonicotinoides. Por ejemplo, el
plaguicida S-metolaclor induce aumento significativo de MN en cultivos de la linea
celular HepG2 expuestos por 24 horas a concentraciones de 0.5, 1.2 y 4.6 mg/mL
(Nikoloff et al. 2013). Concentraciones de 10, 50, 100 y 200 mg/mL del insecticida
pirimicarb en su formulaciéon comercial Zineb y concentraciones de 1-5 mg/mL del
fungicida Azurro incrementan significativamente la frecuencia de MN en células de
ovario de criceto dorado CHO-K1 (Soloneski 2015). El insecticida neonicotinoide
acetamiprid y su formulacion Mosetam inducen intercambio de cromatidas hermanas

y aberraciones cromosémicas en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana
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expuestos a concentraciones de 25, 30, 35 y 40 ug/mL y formacion significante de
micronucleos a concentraciones de 30 a 40 ug/mL. De igual forma en células de
intestino humano CaCo-2 expuestas a concentraciones de 25, 50, 75, 150 y 300 uM
acetamiprid eleva significativamente la frecuencia de micronucleos y el indice de dafio
genético (Kocaman y Topaktas 2007, Cavas et al. 2012) Zeljezic y colaboradores (2004)
encontraron ascenso significativo de micronucleos en linfocitos tratados con el
herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético comparado con el testigo negativo. En un
meta-analisis se demostrd que la frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica
humana es significativamente mayor en los grupos expuestos a plaguicidas
comparados con los grupos testigo (Yang et al. 2014). En este trabajo se utilizé la
Bleomicina como testigo positivo ya que es un agente genotdxico ampliamente
conocido que induce significativamente incremento en la frecuencia de MN en células
de sangre periférica de seres humanos, ratas y ratones via estrés oxidante, y

rompimientos de cadena simple y doble del ADN (Erexson 1995).

Paralemente a la evaluacion de dafio cromosémico por los plaguicidas Movento y
Oberon, se analizaron los IDN e IPBC de los linfocitos expuestos a los dos agroquimicos
y se compararon con los linfocitos expuestos a Bleomicina (testigo positivo) para
evidenciar y comparar la potencia de sus acciones citotéxicas. Los resultados
obtenidos muestran que el plaguicida Movento altera la cinética de proliferacién
celular al disminuir de forma gradual y significativa ambos indices IDN y el IPBC. La
modificacion de la cinética de proliferacion indica claramente que este plaguicida es un
agente citotdxico, sin efectos letales inhibidores in vitro, ya que no disminuye mas del
50% el valor del IDN (Antosiewicz 1990). Estos resultados son concordantes con
estudios realizados con otros plaguicidas que afectan la division celular como los
organoclorados, carbamatos y los neonicotinoides. En lombrices y en la planta de
trébol blanco expuestas a endosulfan reportan descenso del IDN (Liu et al. 2009).
También existe reduccidnen el indice de division nuclear en células de ovario CHO-K1
expuestas a pirimicarb (Soloneski 2015). Y se ha reportado disminucidon en la
proliferacién celular en linfocitos periféricos humanos y células humanas intestinales
CaCo-2 expuestas a acetamiripid (Kocaman y Topaktas 2007, Cavas et al. 2012). Los

valores de estos indices por debajo del testigo negativo indican que el desarrollo y
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crecimiento de los linfocitos se ve afectado por la exposicién al plaguicida Movento.
Estas alteraciones en las actividades mitdticas inducidas por los plaguicidas han sido
atribuidas a su efecto sobre la sintesis de ADN, lo cual puede retrasar el inicio de la
mitosis (Kligerman et al. 2000, Bolle et al. 2004). La inhibicidn de proteinas especificas
del ciclo celular puede ser otro posible mecanismo de accién de los plaguicidas sobre
la proliferacidn, por ejemplo, la inhibicion de la ADN polimerasa resulta en un efecto
antimitotico (Valencia-Quintana et al. 2013).

Por su parte, el acaricida Oberon no resultd citotdxico, no altera significativamente los
valores de los indices de division nuclear y de proliferacion con bloqueo de la

citocinesis.

Para elucidar el mecanismo de accién inmunotodxica de los plaguicidas en los linfocitos
periféricos humanos in vitro se evalué la expresion de las citocinas TNF-a y TGF-f y del
factor de transcripcion NF-kB. Los resultados obtenidos en este trabajo, en los cultivos
de linfocitos expuestos a Movento indican que es un posible agente inmunotdxico ya
que altera la expresidn normal de citocinas. La deteccion de TNF-a en especifico revela
el estado de la respuesta inmune en una etapa determinada (Colosio et al. 1999,
Duramad 2007), el aumento significativo observado en la expresién de TNF-a indica un
estado potencial de inflamacién. Esto concuerda con resultados obtenidos por Phillips
y colaboradores (2000), quienes encontraron elevados niveles de citocina TNF-a en 25
nifios expuestos a plaguicidas, indicando un estado generalizado y neurogénico de
inflamacién, acompafado de estimulacion del sistema inmune. Seth y colaboradores
(2008) detectaron aumento de los niveles TNF-a en sangre de personas con
intoxicacidon por Malation. Otros estudios utilizando los plaguicidas Malation, MCPA,
Metamitrén, Paraquat y Clornitrofen, aumentan in vitro la expresion de TNF-a
(Hooghe et al. 2000, Vandana et al. 2008, Paolillo et al. 2011).

La via de sefalizacién del TNF-a puede provocar la activacién de una cascada de
caspasas que produce apoptosis (Chang y Yang 2000) o activar los factores de
transcripcion, AP-1 y NF-kB, que a su vez inducen genes que participan en la respuesta
inflamatoria (Barnes y Karin 1997). El aumento de la expresién de RelA indica que el
TNF puede estar siguiendo la ruta que lleva a la respuesta inflamatoria, activando al

NF-kB. Este a su vez es responsable de la activacién de genes que contribuyen a la
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generacioén de citocinas (existe una retroalimentacion positiva entre el TNF y el NF-kB)
y genes que participan en la metdstasis tumoral, angiogénesis, y en la proteccidon de
las células a apoptosis después de la exposicién a TNF-a | (Marrogi et al. 2000, Bhartiy
Aggarwal 2002).

Aunado a esto los resultados obtenidos en este estudio muestran que cuando los
linfocitos son coincubados con Movento expresan bajas concentraciones de TGF-B
quizas esto se deba a que la elevada expresién de TNF-a y NF-kB bloquea la expresién
de los genes de esta citocina que estan activando la produccion de estrés oxidante e
inhibiendo la proliferacion de los linfocitos humanos en cultivo.

Por otro lado, los cultivos de linfocitos humanos expuestos al acaricida Oberon
muestran un aumento significativo en la expresion de RelA a todas las
concentraciones, dandose el maximo aumento (>40) a la menor concentracion, el
TNF-a incrementa su expresion de forma significativa (p<0.05) a la concentracidn mas
baja, las otras concentraciones muestran un efecto comparable a los nivles basales.
Por su parte la expresion de TGF-b se eleva significativamente en todas las
concentraciones utilizadas del compuesto. La modulacién de la expresion del TNF-a,
depende de la sefializacion de la concentracién del NF-kB. Corsini y colaboradores
(2006) mostraron que el fungicida mancozeb previene la degradacién de IkB evitando
asi la translocacion de NF-kB al nucleo disminuyendo la produccién de TNF-a. El
aumento de la expresion de TGF-B, tiene accidn anti-inflamatoria y suprime la
produccién de TNF-a (Omer et al. 2000). Estudios muestran que la regulacion del
TGF-B esta conectada con los procesos inflamatorios y con la transcripcién de otros
mediadores del sistema inmune (Prud’homme vy Piccirillo 2000). Eder y colaboradores
(2004) reportaron aumento la expresion de la interleucina 1B, y TGF-B en salmones
(Oncorhynchus tshawytscha) expuestos al insecticida organofosforadoclorpirifos y al
piretroide esfenvalerato. Posiblemente, la expresién intensificada de TGF-f en los
linfocitos humanos expuestos a Oberon, contrarresta la accién de la citocina pro-

inflamatoria TNF-a y su accion sobre el NFkB.
Con los resultados obtenidos en este trabajo se pueden plantear diferentes hipdtesis

acerca de los mecanismos de respuesta a genotoxinas ambientales como los

plaguicidas, los cuales modulan la respuesta inmune (Figura 12) e intervienen
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indirectamente en la generacion de dafio al ADN que se traduce en la formacién de
MN, lo cual podria deberse a la produccion de estrés oxidante con la generacién de
especies reactivas de oxigeno y radicales libres, los cuales rompen el ADN de los
cromosomas visualizados como micronucleos en los linfocitos blogqueados por
citocalacina B. La induccion de un estado de inflamacion ocasionado por el incremento
en la expresién de citocinas pro-inflamatorias, como el TNF-a podria reducir la
actividad y la sintesis de los antioxidantes enddégenos como la superdxido dismutasa,
catalasa, glutatién peroxidasa, NADPH oxidasa, la sintasa de dxido nitrico inducible
(iINOS), la xantina oxidasa (XO) entre otras, lo cual a su vez origina altas
concentraciones de especies reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de
nitrégeno (ERN). Las ERO y ERN pueden oxidar las bases del ADN o por nitracién y
halogenacidn, produciendo rompimientos en las cadenas del ADN, mutaciones y
modificacion de las bases nitrogenadas. Ademads del dafio directo, las bases de ADN
pueden ser modificadas por los productos de la lipoperoxidacién (LPO) (Ohshima et al.
2003, Calderén-Segura et al. 2004, Sawa y Ohshima 2006). Asimismo las ERO, las ERN
y los productos de LPO pueden actuar como segundos mensajeros y modular
diferentes vias de sefializacion implicadas en los procesos de inflamaciéon como el
factor de transcripcidon NF-kB, el cual regula la expresién de muchos mediadores de la
inflamacién, como el TNF (Ohshima 2003, West y Manrett 2006). El desequilibrio entre
los oxidantes y antioxidantes altera la homeostasis celular, produciendo varios tipos de
dafio al ADN como rompimientos de cadena dobles y simples, deficiencia en los
mecanismos de reparacion del ADN, sobreproduccion de citocinas pro-inflamatorias y
reduccion o inhibicion de la apoptosis en células dafadas aumentando la inestabilidad
gendmica e incrementando el riesgo al proceso de carcinogénesis (Hussain et al. 2003,

Bartsch y Nair 2005).
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Exposicion a plaguicidas

Citocinas ‘ I

NF-kB
h. 4 h. 4
EROs ERN
h,_4
Peroxidacion lipidica
v

Replicacion celular

Mala reparacion del ADN

Mutacion e Inestabilidad genomica

l

Cancer

Formacion MN

Figura 12. Posible mecanismo de accidn de los plaguicidas Oberon y Movento, el cual

involucra un aumento en la produccién de citocinas, la liberaciéon de ERO y ERN, y

productos de LPO que pueden dafiar al ADN. Este proceso genera mutaciones las

cuales pueden llevar a la carcinogénesis.

Estudios previos han reportado que la exposicién a plaguicidas organofosforados,

organoclorados, carbamicos, piretroides y fungicidas producen estrés oxidante

(Prakasam et al. 2000, Dorval et al. 2003). El insecticida piretroide cipermetrina

incrementa la peroxidacién lipidica en cinco lineas celulares de trucha arcoiris
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(Oncorhynchus mykiss) expuestas a 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 ng/mL del plaguicida (Taju et
al. 2014). Ojha y Srivastava (2014) encontraréon aumento significativo en los
rompimientos del ADN y en los niveles de EROs, anion superodxido (O,+) y perdxido de
Hidrégeno (H,0,) en linfocitos de rata tratados con 1/20, 1/10, 1/8, 1/6 and 1/4 L Csg
de los plaguicidas organofosforados clorfirifos, malatidon y metil-paration.

Un estudio con el sapo Bufo gargarizans demostrd la generacién de EROs con
reduccion de la actividad de enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GSH-Px), y lipoperoxidacion con incremento de malonaldehido
(MDA) después de la exposicion a 0.03, 0.06, 0.13, 0.65, y 3.23 mg/L del plaguicida
spirotetramat durante 4, 15, y 30 dias (Yin et al. 2014).

La genotoxicidad y la inmunotoxicidad, estan asociadas con el riesgo de desarrollo de
algun tipo de cancer. La hipotesis de una relacion entre la frecuencia de MN y el
desarrollo de cancer esta sustentada por varias observaciones, entre las que destaca la
correlacidon que existe entre los agentes genotdxicos inductores de MN vy la
carcinogénesis (Bonassi et al. 2007). Existen datos que sugieren que existe una
relacion entre la inmunotoxicidad inducida por agentes quimicos y la carcinogénesis,
Luster y colaboradores (1992) encontraron una concordancia de 81% entre la
inmunotoxicidad y la carcinogénesis en 27 compuestos, lo que sugiere que si un
compuesto es inmunotdxico es muy probable que sea cancerigeno en roedores.
Nuestros resultados indican que los plaguicidas probados en este estudio (Movento y
Oberon) provocan dafio en el genoma de los linfocitos periféricos humanos en cultivo
y pueden modular algunas funciones inmunes como la expresién normal de citocinas,
estas caracteristicas sugieren que probablemente sean candidatos con accién
carcindégenica. Sin embargo, los resultados de este trabajo corresponden a ensayos in
vitro, y deben servir para respaldar futuras investigaciones realizadas in vivo que
permitan mejorar el entendimiento de los mecanismos por los cuales los plaguicidas

causan dafo al ADN vy alteran la expresion de las citocinas.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir lo siguiente:

e El insecticida Movento es un agente citotdxico ya que altera la cinética de
proliferacién de los cultivos celulares, evidenciado en una disminucién del IDN
e IPBC.

* El insecticida Movento es un agente genotdxico, ocasiona dafio al ADN de las
células, lo que se refleja en un aumento en la frecuencia de MN en células
binucleadas.

* El insecticida Movento es un agente inmunotéxico capaz de modificar la
expresion de citocinas. Aumenta de forma significativa la expresién de TNF y
RelA a las maximas concentraciones.

* El acaricida Oberon es un agente genotdxico que dafna al ADN y aumenta los
MN, pero no presenta accidn citotdxica al no interferir con la cinética de
proliferacién de los cultivos (no modifica el IDN ni el IPBC).

e El acaricida Oberon es un agente inmunotdxico que modula la respuesta
inmune generando cambios en la expresion de citocinas. Aumenta la expresion
de TGF-b y presenta un incremento inicial de TNF y RelA el cual disminuye hacia

los valores del testigo.
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