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RESUMEN 

Los plaguicidas son compuestos químicos diseñados para el control de plagas, por lo que son 

ampliamente utilizados en todo el mundo. Hoy en día, existen miles de compuestos en el mercado y 

cada día se desarrollan más. La producción y uso continuo de estas sustancias ha conducido a que no se 

estudien adecuadamente los efectos adversos que puedan tener sobre organismos que no son el blanco. 

Son innumerables los reportes que señalan que la exposición a los plaguicidas tiene efectos nocivos 

sobre la salud de diversas especies, incluida la humana. La exposición crónica a estos compuestos ha 

sido asociada al desarrollo de diversas enfermedades incluido el cáncer, y en el caso particular de los 

niños, un grupo de edad especialmente susceptible, han sido relacionados con el riesgo de desarrollar 

leucemia. Se ha propuesto que algunos plaguicidas pueden ser inductores de translocaciones asociadas 

a este tipo de cáncer mediante la inhibición de la topoisomerasa II (topoII). Para explorar esta 

posibilidad, es necesario investigar si estos compuestos pueden generar rompimientos de doble cadena 

(DSB) que induzcan una reparación, eventos necesarios para la formación de translocaciones. Por 

tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de diversos plaguicidas para inducir estos 

cortes y su subsecuente reparación a través de los mecanismos por Recombinación Homóloga (HR), 

por Unión de Extremos no Homólogos (NHEJ) y/o por la vía Alterna de Unión de Extremos  (alt-EJ); 

sólo los compuestos que promovieron dichos eventos fueron posteriormente estudiados para 

determinar si los DSB son producto de la inhibición de topoII. Muestras de sangre de donadores sanos 

fueron expuestas a endosulfán, glifosato, pentaclorofenol, permetrina o propoxur o bien, a los 

metabolitos AMPA, endosulfán lactona o paraoxón. La evaluación de los DSB se realizó a través de la 

identificación de focos de -H2AX por microscopia de fluorescencia. El ensayo con MTS fue utilizado 

para descartar que el daño hallado fuera citotóxico. La activación de los mecanismos de reparación 

HR, NHEJ y alt-EJ se evaluó por Western Blot a través de la detección de las proteínas Rad51, p-Ku80 

y p-CtIP, respectivamente. El papel de los plaguicidas como inhibidores de topoisomerasa II se estudió 

mediante el ensayo de MN en combinación con el inhibidor catalítico de topoII, ICRF-187. El 

glifosato, pentaclorofenol, permetrina, endosulfán lactona y paraoxón indujeron un aumento 

significativo de células con DSB en al menos una de las concentraciones probadas. De ellos, sólo el 

glifosato y el paraoxón indujeron significativamente la presencia de p-Ku80. Ninguno de los 

compuestos influyó en la presencia Rad51. Glifosato y paraoxón fueron evaluados para determinar la 

participación de alt-EJ, así como el papel de estos compuestos como inhibidores de topoII. En ambos 

casos, no se detectó la presencia de p-CtIP, mientras que el daño observado en el ensayo de MN fue 

indistinto en los tratamientos con y sin el inhibidor ICRF-187. Por tanto, los resultados obtenidos en 

este trabajo sugieren que sólo el glifosato y el paraoxón son inductores de DSB, daño que condujo a la 

activación significativa del mecanismo de reparación NHEJ, lesiones que se originaron de forma 

independiente a la inhibición de topoisomerasa II.   

 



M. en C. Karen Suárez Larios 

 
2 

 

ABSTRACT 

Pesticides are chemical compounds designed for the pest control, so they are widely used worldwide. 

There are currently thousands of these compounds on the market and every day more are developed. 

The continuous use and production of these substances has led to not properly study the adverse 

effects that they may have on organism that aren’t the target. There are innumerable reports that 

point out that exposure to the pesticides has harmful effects on the health of various species, including 

the human. Chronic exposure to these one has been associated with the development of several 

diseases including cancer, and in the particular case of children, an especially susceptible age group, 

has been linked to the risk of developing leukemia. It has been proposed that some pesticides may be 

inducers of translocations associated with this type of cancer through topoisomerase II (topoII) 

inhibition. To explore this possibility, it’s necessary to investigate whether these compounds can 

generate double strain breaks (DSB) that induce repair, necessary events for the formation of 

translocations. Therefore, the objective of this work was to evaluate the capacity of various pesticides 

to induce these cuts and their later repair through the mechanisms by Homologous Recombination 

(HR), by Non-Homologous End Join (NHEJ) and/or by the alternative way of End Join (alt-EJ); only 

the compounds that promoted these events were subsequently studied to determine if DSB’s are the 

product of topoII inhibition. Blood samples for healthy donors were exposed to endosulfan, 

glyphosate, pentachlorophenol, permethrin or propoxur or, to the metabolites AMPA, endosulfan 

lactone or paraoxon. The evaluation of the DSB was carried out through the identification of -H2AX 

foci by fluorescence microscopy. The MTS assay was used to rule out that the damage found was 

cytotoxic. The activation of the HR, NHEJ and alt-EJ repair mechanisms was evaluated by Western 

Blot through the detection of Rad51, p-Ku80 and p-CtIP proteins, respectively. The role of pesticide 

as topoII inhibitors was studied by the MN assay in combination with the topoII catalytic inhibitor, 

ICRF-187. Glyphosate, pentachlorophenol, permethrin, endosulfan lactone and paraoxon induced a 

significant increase in cells with DSB in at least one of the concentrations tested. Of these, only 

glyphosate and paraoxon significantly induced the presence of p-Ku80. None of the compounds 

influenced the presence of Rad51. Glyphosate and paraoxon were evaluated to determine the 

participation of alt-EJ, as well as the role of these compounds as topoII inhibitors. In both cases, the 

presence of p-CtIP was not detected, while the damage observed in the MN assay was indistinct in 

treatments with and without he ICRF-187 inhibitor. Therefore, the results obtained in this work 

suggest that only glyphosate and paraoxon are inducers of DSB’s, damage that led to the significant 

activation of the NHEJ repair mechanisms, lesions that originated independently of topoisomerase II 

inhibition.  
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INTRODUCCIÓN 

1. Plaguicidas  

1.1 Definición, clasificación y usos. 

Los plaguicidas están en estrecha relación con los seres humanos, teniendo un papel importante en la 

producción de alimentos y en la prevención de enfermedades a través del control de plagas y/u 

organismos vectores. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha definido a los plaguicidas como compuestos químicos 

utilizados para matar plagas, dentro de las cuales se incluyen insectos, roedores, hongos y malezas 

(WHO, 2016). A nivel mundial, se encuentran registrados cerca de 6,400 ingredientes que, una vez 

combinados con coadyuvantes, derivan en más de 100,000 productos comerciales (Gatica, 2018). A 

principios del 2016, la Agencia para la Protección Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) de Estados 

Unidos, tenía registrados cerca de 1,140 ingredientes activos (EPA, 2016). Por su parte, México cuenta 

con 426 compuestos enlistados en el Catálogo de Plaguicidas que, con base en las distintas modalidades 

específicas (tipo, formulación, empresa, nombre comercial y usos), derivan en unos 5,524 registros 

sanitarios vigentes; de estos, la Red Internacional de Plaguicidas (PAN) tiene clasificados a 183 de 

estos ingredientes (3140 registros en 2016) como plaguicidas altamente peligrosos (Bejarano, 2017).  

El término plaguicida engloba a una gran variedad de compuestos químicos que son empleados para el 

control de plagas. Por consiguiente, éstos pueden ser clasificados con base en distintos criterios como: 

organismo blanco, modo de acción, mecanismo de acción, estructura química, persistencia, grado de 

toxicidad y usos (Tabla 1). 

   Organismo blanco: grupo hacia el cual está dirigido el plaguicida: insecticida, acaricida, fungicida, 

bactericida, herbicida, rodenticida, molusquicida, desinfectantes, etc. (Ortiz y cols, 2014). 

   Modo de acción: forma en la que debe de entrar en contacto el plaguicida con el organismo blanco 

para llevar a cabo su función. Algunos modos de acción son por contacto, por ingestión, sistémico, 

repelente y foliar (Ortiz y cols, 2014). 

   Mecanismo de acción: se refiere a cómo actúa el plaguicida directamente sobre los procesos 

fisiológicos de la plaga, ejemplo de ello son los inhibidores de acetilcolinesterasa, de la biosíntesis de 

tubulina en hongos, de la síntesis de aminoácidos en plantas y el bloqueo de la fotosíntesis (Casida, 

2009). 

   Estructura química: se dividen en orgánicos, inorgánicos y de origen botánico. La mayoría de los 

plaguicidas son orgánicos e incluyen a todos los compuestos sintéticos a base de carbono;  éstos pueden 

clasificarse en organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides (piretrinas sintéticas) y 
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derivados de triazinas, entre otros. (Ortiz y cols. 2014). Dentro de los plaguicidas inorgánicos se 

encuentran el mercurio, selenio, fosfito de magnesio y los arsenicales como el trióxido de arsénico.  

Algunos compuestos de origen botánico son la rotenona, la piretrina, la nicotina y el aceite de canola 

(Ramírez y Lacasaña, 2001). 

   Persistencia: hace referencia a la vida media del compuesto en el medio ambiente. Se clasifican en 

ligeramente persistentes (menos de 4 semanas), poco persistentes (de 4 a 26 semanas), moderadamente 

persistentes (27 a 52 semanas), altamente persistentes (más de 1 año y menos de 20) y permanentes 

(más de 20 años) (CICLOPLAFEST, 2004). 

     Grado de toxicidad: establecido por la OMS, se define como la capacidad del plaguicida de producir 

un daño agudo a la salud, a través de una o múltiples exposiciones en un periodo relativamente corto 

de tiempo. Utilizando este criterio, se estableció un sistema de clasificación con base en los valores de 

la DL501 oral y dérmica reportada en rata.  Hay 5 clases: Ia – extremadamente peligrosos, Ib – 

altamente peligrosos, II – moderadamente peligrosos, III – ligeramente peligrosos y U – poco probable 

que presenten un peligro agudo (WHO, 2009). 

    Usos: dependiendo del destino del plaguicida se clasifican en: agrícolas (más del 85% de la 

producción mundial de plaguicidas se destina a esta actividad), salud pública (10% de la producción 

total), forestales, urbanos, jardinería, pecuarios, domésticos e industriales (Ortiz y cols, 2014; Ramírez 

y Lacasaña, 2001). 

El registro del uso de compuestos químicos como agentes controladores de plagas data de centurias. 

Hace tres mil años, en China se empleó el azufre como fumigante y en el siglo XVI se introdujo el 

arsénico para el control de insectos. En el mismo siglo, en los arrozales de Japón se utilizaba como 

larvicida el aceite de ballena de baja calidad mezclado con vinagre. Los romanos hacían uso de la sal 

común para el control de gusanos y el sulfuro contra los insectos. En los 1800’s se desarrolló el 

insecticida Verde de París, una mezcla de cobre y sales de arsénico, sustituido más adelante por 

arseniatos de cobre y plomo. Durante el siglo XIX comenzó a utilizarse el trióxido de arsénico como 

herbicida y, el sulfato de cobre, como fungicida para combatir el mildiú (enfermedad en plantas 

ocasionada por protistas) en los viñedos europeos, plaga que llegó de los Estados Unidos. Los extractos 

de plantas también han sido empleados como plaguicidas. A finales del siglo XVII ya se aplicaban 

extractos acuosos de tabaco a los cultivos. En el siglo XIX se encontró que la piretrina, compuesto 

presente en flores como el crisantemo, tenía propiedades insecticidas; la rotenona, ingrediente activo 

de la raíz de la planta leguminosa Derris, fue aislado en 1895 y empleado como insecticida, la raíz ya 

era utilizada por China y nativos de Sudamérica como veneno para peces (Moreno, 2003; 3G E-

Learning, 2017). 

 

1 DL50 – Dosis (mg/kg de peso) que causa la muerte en el 50% de los animales expuestos. 
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Sin embargo, no es sino hasta el siglo XX que surgen los compuestos sintéticos con las propiedades 

plaguicidas que actualmente conocemos. Algunas de estas sustancias comenzaron a ser sintetizadas 

entre los años de 1930-1940 siendo los ditiocarbamatos los primeros en utilizarse; compuestos 

químicos como el DDT, el dinitrocresol y el ácido 2,4-diclorofenoxiacético se encontraban en fase 

experimental. Así, al finalizar la Segunda Guerra Mundial hubo un despliegue masivo en número y 

variedad de plaguicidas que se sintetizaron y se usaron por primera vez. Actualmente son ampliamente 

utilizados en el campo, en los hogares, en el sector salud y en la industria (Moreno, 2003; Ramírez y 

Lacasaña, 2001).  

En México, el uso de estos compuestos inició en 1948 con la introducción del DDT y otros 

organoclorados, seguidos por compuestos organofosforados, carbamatos, piretroides, así como diversos 

herbicidas y fungicidas (Albert, 2005). Para 2014, la FAO reportó que el consumo de los principales 

grupos de plaguicidas en productos formulados (insecticidas, herbicidas, fungicidas y bactericidas) fue 

de 98,914 toneladas, siendo México el tercer mercado más importante de América Latina, después de 

Brasil y Argentina (Bejarano, 2017). En la actualidad, los estados que más utilizan plaguicidas son 

Campeche, Chiapas, Estado de México, Morelos, Nayarit, Puebla, Sinaloa, Sonora, Tabasco, 

Tamaulipas, Veracruz y Yucatán, uso que se refleja en la acumulación de sus residuos en los 

ecosistemas terrestres y acuáticos (Gatica, 2018). 

 

1.2 Efectos tóxicos 

Una vez que se sintetizaron los primeros plaguicidas (específicamente del grupo de los organoclorados) 

y se descubrió su potencial como agentes controladores de plagas, principalmente de insectos, inició 

una etapa en la historia, después de la segunda guerra mundial, en donde estas sustancias comenzaron  

a producirse y a utilizarse ampliamente en todo el mundo sin ningún tipo de control. En 1948, el 

hombre detrás de la síntesis del DDT, principal organoclorado utilizado en esa época, el Dr. Paul 

Müller, fue galardonado con el Premio Nobel de Medicina bajo la siguiente línea: “por su 

descubrimiento de la alta eficiencia del DDT como un veneno de contacto contra varios artrópodos” 

(The Nobel Prize, 2019). 

El rápido desarrollo y aplicación de estos novedosos y benéficos compuestos no dio pauta a que se 

investigara algún posible efecto negativo en especies no blanco. Sin embargo, no pasó mucho tiempo 

antes de que comenzaran a reportarse los daños que los plaguicidas tienen sobre otros organismos. La 

denuncia más emblemática e importante del peligro latente de los plaguicidas se registra en el libro 

“Primavera Silenciosa”, escrito por la investigadora estadounidense Rachel Carson y publicado el 27 de 

septiembre de 1962. En él, no sólo se hace una descripción de los grupos de plaguicidas más utilizados 

en esa época, los organoclorados y los organofosforados, sino que también se recopilaron los casos 

existentes de todos los efectos tóxicos que estos compuestos habían generado en diferentes especies, 
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incluida la humana, lo que señaló claramente que estos compuestos no eran específicos y, por ende, 

presentaban un riesgo para todos los seres vivos expuestos a ellos. El libro marcó el inicio de un 

movimiento ecologista que al final conllevó a que los plaguicidas fueran supervisados por parte del 

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y posteriormente por la EPA, así como por varias 

organizaciones gubernamentales y no gubernamentales en todo el mundo. 

El uso de plaguicidas de forma extensa, principalmente en la agricultura, conduce a que no solo las 

personas que los aplican estén en contacto directo con ellos, sino también la población en general que, 

de forma indirecta puede estar expuesta a estos compuestos o a sus residuos. Esta exposición no 

ocupacional puede darse principalmente a través del consumo de alimentos o agua contaminados.  

La vía respiratoria también tiene gran importancia debido a que muchos plaguicidas se aplican en 

forma de aerosol, nebulizaciones, bombas de humo y por aspersores aéreos en la agricultura (Ramírez 

y Lacasaña, 2001; WHO, 2018). Estos últimos tienen relevancia debido a que, al esparcir los 

plaguicidas desde avionetas, grandes extensiones de tierra son cubiertas por estos compuestos, 

incluyendo no solo los campos de cultivo a los cuales están dirigidos, sino también zonas aledañas a 

ellos debido a la dispersión por el viento, como las casas de los mismos agricultores, centros 

educativos, pueblos cercanos a los campos de cultivo o áreas de vegetación natural como bosques y 

selvas (Ramírez-Jiménez y cols. 2014). 

Lo anterior resulta en un grave problema ecológico y de salud debido a que, como se mencionó 

anteriormente, la mayoría de los plaguicidas son inespecíficos, por lo que además de las especies 

blanco, aquellas que no lo son también se ven afectadas presentando diversos niveles de daño  (Carson, 

2010). El grado de toxicidad de un plaguicida va a depender de varios factores (Ramírez y Lacasaña, 

2001) que pueden dividirse en tres grupos: los relacionados con los patrones de exposición, aquellos 

asociados con los compuestos y los inherentes al organismo. 

   Factores relacionados con los patrones de exposición: tipo de aplicación, vía de exposición, tiempo, 

dosis, duración de la exposición. 

   Factores asociados con los compuestos: tipo de plaguicida, vida media, solubilidad, biodisponibilidad 

(que se ve influenciado por la toxicocinética y la toxicodinámica del compuesto), etc. 

   Factores inherentes al organismo: edad, sexo, metabolismo, susceptibilidad genética, estado de salud 

y nutricional, estilo de vida, entre otros. 

    La combinación de estos factores determina los efectos tóxicos que producen los plaguicidas en los 

organismos y que pueden ser agudos o crónicos. La toxicidad aguda se registra en las primeras 24 a 48 

horas después de la exposición al agente químico y se caracterizan por signos y síntomas según la dosis 

y el grupo químico al que pertenecen; entre los síntomas más comunes se encuentra irritación en la 

piel o mucosas, náuseas, mareos, convulsiones o incluso la muerte. La toxicidad crónica puede 

presentarse después de una exposición repetida y prolongada a dosis bajas del compuesto; la gravedad 
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de la toxicidad puede variar en el transcurso del tiempo (MSP, 2018) y puede inducir efectos adversos 

tan variados como defectos congénitos, alteraciones en el sistema endocrino, así como daños 

neurológicos (problemas cognitivos y Parkinson), reproductivos, respiratorios (asma), metabólicos 

(diabetes), alteraciones del desarrollo y cáncer (Bolognesi y cols. 2011; Kim y cols. 2017; Rodríguez, 

2015; Yañez-Estrada y cols. 2018), particularmente leucemia infantil (Belson, 2007; Infante-Rivard y 

cols. 1999; Ma y cols. 2002). 

 

1.3 Plaguicidas como agentes leucemogénicos 

Los plaguicidas han sido propuestos como agentes leucemogénicos en infantes y niños al actuar como 

promotores de translocaciones recíprocas asociadas a subtipos particulares de leucemia (Alexander y 

cols. 2001; Greaves y Wiemels, 2003; Kim y cols. 2006). Este enunciado fue resultado de la 

información que integra los resultados obtenidos en dos campos de investigación distintos y de forma 

independiente: en el epidemiológico y en el molecular. En el campo epidemiológico, diversos estudios 

han hallado una asociación entre el riesgo a desarrollar leucemia infantil y la exposición a plaguicidas 

de la madre y del niño durante la gestación (Tabla 2). En el campo molecular (casi paralelamente a los 

reportes del primer campo de investigación), los  estudios retrospectivos en niños con leucemia 

encontraron que algunas translocaciones, específicas de ciertos subtipos de este cáncer, se pueden 

originar durante el desarrollo embrionario; esta información condujo a plantear la posibilidad de que 

este daño conduce al desarrollo de la enfermedad años después del nacimiento del niño e incluso, en 

los casos más graves, dentro del primer año vida (translocaciones que involucran al gen MLL) 

(Wiemels y cols. 2009a; Anexos 2 y 3). Debido a la rapidez con la que se desencadena la leucemia en 

este grupo de edad y la conclusión de que algunas translocaciones se están originando in utero, se 

presentó la propuesta de que algunos agentes exógenos pueden estar favoreciendo la formación de 

estos eventos. Dentro de los compuestos enlistados se incluyen a los plaguicidas con base en los 

reportes epidemiológicos antes mencionados. Sin embargo, más allá de esta propuesta, sólo un par de 

estudios ha explorado esta posibilidad al investigar la asociación entre la exposición del niño durante 

el desarrollo embrionario y la presencia de translocaciones asociadas a leucemia infantil (LaFiura y 

cols. 2007; Suárez-Larios, 2012). 
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2. Daño genotóxico 

Debido al potencial tóxico que presentan los plaguicidas y su papel en el desarrollo de distintas 

enfermedades como el cáncer, se ha estudiado el posible papel genotóxico de muchas de estas 

sustancias, es decir, su capacidad de inducir lesiones de forma directa o indirecta en el DNA. En 

algunas ocasiones también se incluye la evaluación de los metabolitos. El daño puede ser identificado a 

través de pruebas que pueden ser clasificadas con base en el nivel en que son medidos: mutación en 

genes, daño en el DNA o daño cromosómico (Jacobson-Kram y Keller, 2001). Dentro de las pruebas 

que evalúan las lesiones a nivel del DNA o de los cromosomas, se encuentran los ensayos de 

aberraciones cromosómicas (AC), de intercambio de cromátidas hermanas (ICH), de micronúcleos 

(MN) y cometa, ensayos de genotoxicidad que han sido utilizados en estudios epidemiológicos 

(Alvarado-Hernandez y cols. 2013; Bolognesi, 2003; Bolognesi y cols. 2009, 2011; Bull y cols. 2006; 

Gómez-Arroyo y cols. 2000; Martínez-Valenzuela y cols. 2009) y ecotoxicológicos (González y cols. 

2010), así como en modelos in vivo (Dzwonkowska y Hübner, 1986; Farah y cols. 2006; Mañas y cols. 

2008, 2009; Martínez-Paz y cols. 2013; Prasad y cols. 2009) e in vitro (Álvarez-Moya y cols. 2014; 

Bajpayee y cols. 2006; Lin y cols. 2007; Gómez-Arroyo y cols. 1995;  Gonzalez-Cid y cols. 1990; Koller 

y cols. 2012; Mañas y cols. 2008, 2009;  Rojas y cols. 2009; Tisch y cols. 2002, 2005; Türkez y Togar 

2011; Ündeger y Basaran 2005, Wang y cols. 1998). Este último grupo de estudios se encuentra 

ejemplificado en el Tabla 3. 

Es importante resaltar que, debido a que las poblaciones humanas evaluadas en los estudios 

epidemiológicos no están expuestas a un sólo plaguicida, sino a una mezcla de ellos, es difícil 

determinar qué compuesto es el que ocasiona el daño genotóxico y, más aún, dilucidar a través de qué 

mecanismos de acción lo está induciendo, por lo que es importante estudiar estas sustancias por 

separado. Si se considera el posible papel de algunos plaguicidas como inductores de translocaciones 

recíprocas, el mecanismo propuesto para la generación de este daño sería a través de la promoción de 

rompimientos de doble cadena (DSB, por sus siglas en inglés), paso fundamental para la formación de 

este tipo de alteraciones estructurales. Con las pruebas de genotoxicidad tradicionales es difícil 

determinar si estas sustancias pueden causar lesiones tan particulares como lo son los DSB, por lo que 

en consecuencia, se ha implementado el uso de nuevos biomarcadores de genotoxicidad más 

específicos para este tipo de lesiones, siendo la detección de la histona H2AX fosforilada (-H2AX) uno 

de los candidatos más prometedores en el campo de la toxicología.  
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2.1  -H2AX como biomarcador de daño 

H2AX es una histona que pertenece a la familia H2A (una de las cinco proteínas principales 

constitutivas que están involucradas en la formación de los nucleosomas) y que fue descubierta a 

principios de los años 1980’s. En mamíferos, esta variante se encuentra presente en niveles entre el 2 y 

25% del total de las histonas H2A dependiendo de la línea o tejido celular (Fernandez-Capetillo y cols. 

2004). H2AX tiene la peculiaridad de presentar una cola terminal COOH más larga (13 residuos) junto 

con un motivo SQ (serina-glutamina) altamente conservado. En respuesta ante la radiación ionizante y 

otros agentes que inducen rompimientos de doble cadena, la serina 139 del motivo SQ, ubicada a 

cuatro residuos del C terminal, es rápidamente fosforilada (1-3 minutos) pasando a su forma gamma, -

H2AX (Rogakou y cols, 1998; Redon y cols. 2002). La fosforilación de esta histona es realizada por los 

miembros de la familia PI3 cinasa que incluye a las proteínas ATM (ataxia telangiectasia mutada), ATR 

(relacionada con Rad3 y ataxia telangiectasia) y DNA-PK (proteína cinasa dependiente de DNA) 

(Dickey y cols. 2009). Bajo la inducción de rompimientos en la doble cadena del DNA o DSB, una de 

estas proteínas cinasas fosforila muchas moléculas de H2AX en la región de cromatina dañada que 

puede abarcar desde unos pocos Mbp hasta muchas decenas de Mbp flanqueando la lesión; esta 

respuesta amplificada es detectada con anticuerpos específicos para -H2AX e identificada como un 

foco nuclear discreto que puede ser utilizado para contabilizar el número DSB en una célula y/o 

examinar la co-localización de otras proteínas de reparación del DNA en los sitios donde ocurrió el 

rompimiento de la doble cadena (Dickey y cols. 2009). Esta cualidad ha conducido a que -H2AX 

comenzara a utilizarse en diversas áreas de la investigación básica, del desarrollo de fármacos y 

tratamientos, así como de la Toxicología (Dickey y cols. 2009; Redon y cols. 2012) (Figura 1), siendo 

en este último punto de gran valor al fungir como un biomarcador de efecto temprano al detectar un 

daño inicial como lo son los rompimientos de doble cadena del DNA. 

 

2.2 Rompimientos de doble cadena del DNA 

Los rompimientos de doble cadena o DSB pueden inducirse bajo las siguientes condiciones: 

a. Durante la recombinación homóloga entre los cromosomas durante la meiosis. 

b. Como intermediarios durante rearreglos regulados por el desarrollo como la recombinación 

V(D)J y la recombinación del cambio de clase de la inmunoglobulina. 

c. En los extremos de los cromosomas debido a un metabolismo defectuoso de los telómeros. 

d. Cuando la horquilla de replicación del DNA encuentra rupturas de una sola cadena u otro tipo 

de lesión.  
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e. Por agentes endógenos como especies reactivas de oxígeno y por el estrés mecánico de los 

cromosomas. 

f. Por agentes exógenos físicos y químicos (xenobíoticos) como la radiación ionizante y algunos 

medicamentos antineoplásicos respectivamente; estos últimos al actuar como radiomiméticos o a 

través de la inhibición de topoisomerasa II (topoII) (Khanna y Jackson, 2001). 

Los DSB, principalmente aquellos que se producen de forma espontánea por agentes endógenos o 

exógenos, son considerados el tipo de lesión más peligrosa para la célula, debido a que pueden 

conducir a la muerte. A nivel biológico, son de gran importancia ya que su reparación es más compleja 

que en los otros tipos de daño al DNA. Además, si la reparación de los extremos rotos es errónea, 

puede conducir a la pérdida o amplificación de material cromosómico o, bajo ciertas circunstancias, a 

eventos de translocación en donde los fragmentos de dos cromosomas pueden ser intercambiados, 

algunas veces de forma recíproca (Khanna y Jackson, 2001). A su vez, ante la persistencia o la 

incorrecta reparación de los DSB, existe la posibilidad de una inestabilidad genómica que conduzca a 

la carcinogénesis a través de la activación de oncogenes, la inactivación de genes supresores de 

tumores o pérdida de la heterocigosidad, que si llega a presentarse en células germinales, o incluso en 
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las células de un embrión en desarrollo, ello puede conducir a defectos en el producto (Kanaar y cols. 

1998). 

En el caso particular de las translocaciones cromosómicas, algunas veces conducen a la fusión de genes 

cuyo transcrito puede desregular o alterar las funciones de un proto-oncogen (Khanna y Jackson, 

2001). En leucemias, las translocaciones son la alteración citogenética que se presenta con mayor 

frecuencia (Burmeister y Thiel, 2001; Zhang y Rowley, 2006; Greaves, 2002). Los estudios moleculares 

en leucemias en infantes y niños han identificado translocaciones asociadas a subtipos particulares de 

leucemia, siendo un ejemplo las translocaciones t(8;21), t(12;21) y aquellas que involucran al gen MLL 

como la t(4;11) (Kersey, 1997; Pui y cols. 2004, 2011). Casi al mismo tiempo, se ha reportado que 

algunas translocaciones tienen su origen durante el desarrollo embrionario, lo que ha permitido 

determinar su valor como marcadores tempranos o iniciadores del proceso leucemogénico (Greaves y 

Wiemels, 2003; Greaves, 2005). 

 

2.3 Agentes exógenos inductores de DSB 

Dada la importancia de los DSB en la formación de eventos de translocación y otras lesiones, estudios 

recientes han incorporado el uso de la histona -H2AX para la identificación puntual de este daño en 

distintos campos de investigación. 

En medicina, el uso de este marcador ha sido indispensable para el desarrollo de terapias con radiación 

y de nuevos fármacos antitumorales. Diversos tipos de cáncer son tratados con agentes 

quimioterapéuticos que tienen como blanco a la topoisomerasa II (topoII). Dentro de este tipo de 

compuestos se distinguen dos grupos principales: los venenos y los inhibidores catalíticos de topoII. 

Los primeros de ellos se unen en sitios distintos al catalítico, por lo que topoII conserva la capacidad de 

unirse al DNA y corta la doble cadena. Sin embargo, estos compuestos envenenan el complejo de 

unión entre topoII y el DNA al inhibir un segundo paso de la reacción de la enzima (ej. religación del 

DNA) (Montecucco y cols. 2015), lo que conlleva a la formación de complejos covalentes estables 

entre la proteína y el DNA que conducirán a la formación directa de DSB y, en consecuencia, a una 

mayor formación de aberraciones cromosómicas (incluye al etopósido, la doxorrubicina y la 

mitoxantrona). En contraste a éstos, los compuestos del segundo grupo interactúan con el sitio 

catalítico de topoII, al bloquearlo se impide la unión de la enzima con el DNA y con ello la presencia 

de los complejos covalentes de topoII; por tanto, se ha observado que este tipo de sustancias no 

conducen a la formación de DSB (ejemplo de ellos son la merbarona y el ICRF-187) (Mosesso y cols. 

2015; Nitiss, 2009). 

En el campo de la Toxicología, los grupos de trabajo se han centrado en evaluar a -H2AX como 

biomarcador de la inducción de DSB como consecuencia de una exposición a radiación ionizante 
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ambiental, laboral o por accidentes nucleares, aunque también se ha evaluado el efecto genotóxico de 

compuestos químicos como metales, hidrocarburos aromáticos y plaguicidas (Tabla 4). 

   Radiación ionizante: agente físico que permitió el descubrimiento de la forma gamma de H2AX. A su 

vez, fue el primer agente que se estudió utilizando a -H2AX como un biomarcador para detectar los 

DSB (Rogakou y cols. 1998). Se ha corroborado la detección de este daño en individuos expuestos a 

radiación ambiental, laboral o en accidentes radiológicos (Garty y cols. 2010; Moquet y cols. 2014), así 

como también ha permitido desarrollar las técnicas empleadas para la evaluación de -H2AX 

(Rothkamm  y Horn, 2009). 

   Hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH, por sus siglas en inglés): diversos estudios han evaluado 

el papel de los PAH en la formación de DSB, ya sea de forma individual (Audebert y cols. 2010; 

Kawanishi y cols. 2009; Toyooka e Ibuki, 2005, 2006) o en mezcla (Mattsson y cols. 2009) como el 

humo de tabaco (Albino y cols. 2004; Toyooka e Ibuki, 2009) y la quema de combustible de biomasa 

(madera, estiércol de vaca, desechos de la agricultura como bambú, entre otros) (Mondal y cols. 2010). 

Un mecanismo propuesto por el cual estos compuestos inducen las rupturas de forma directa es a 

través de un fenómeno conocido como fototoxicidad, en donde al existir una co-exposición a PAH y a 

la luz UV, los primeros absorben la luz volviéndose más reactivos y por ende, adquirieren la facultad 

de inducir rupturas en la doble cadena del DNA (Toyooka e Ibuki, 2006, 2009; Toyooka y cols. 2011). 

   Plaguicidas: junto a los PAH, los plaguicidas han sido estudiados para determinar su papel en la 

inducción de DSB, aunque a diferencia de los primeros, la información es limitada. Estudios en líneas 

celulares han determinado que algunos fungicidas (Graillot y cols. 2012a; Crépet y cols. 2013); 

plaguicidas con estuctura de metil-pirazol (Graillot y cols. 2012b), la acetamiprida, un neonicotinoide 

(Cavas y cols. 2012) y algunos tio-ftalimida clorados (Hershman y cols. 2017) favorecen la formación 

de DSB. Sin embargo, existe información limitada sobre los mecanismos por los cuales estos 

compuestos pueden inducir los DSB, aunque éstos parecen depender del grupo químico al que 

pertenecen. Graillot y cols. (2012b) identificaron la posible participación del estrés oxidante en la 

formación de los DSB en células tratadas con plaguicidas metil-pirazoles, aunque aparentemente hay 

otros mecanismos involucrados cuando se trata de mezclas complejas que incluyen a organoclorados y 

organofosforados, entre otros (Graillot y cols. 2012a). Actualmente, el mecanismo principal que se ha 

propuesto es a través de su acción como venenos de topoII, esto como consecuencia de los estudios 

realizados en pacientes con leucemias secundarias. Se ha concluido que, este tipo de cáncer, es 

consecuencia del tratamiento de un cáncer primario con agentes quimioterapéuticos del grupo de los 

venenos de topoII siendo, una de sus características principales, la presencia de translocaciones 

específicas que involucran al gen MLL, eventos que no son comunes en leucemias de novo en adultos 

(Alexander y cols. 2001). Sin embargo, los rearreglos que implican a este gen también se encuentran 

en un alto porcentaje de las leucemias infantiles (~8% en la leucemia linfoblástica aguda y ~18% en la 

leucemia mieloide aguda) (Pui y cols. 2011), por lo que se ha propuesto que los niños pudieran estar 
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expuestos (durante el desarrollo embrionario o en los primeros años de su vida) a compuestos que 

actúen como venenos de topoII, entre ellos los plaguicidas (Alexander y cols. 2001; Greaves y 

Wiemels, 2003; Pui y cols. 2004). 
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2.4 Mecanismos principales de reparación de DSB 

En células eucarióticas, los DSB pueden ser resueltos a través de dos vías principales: la reparación por 

Recombinación Homóloga (HR) o bien, por la Unión de Extremos no Homólogos (NHEJ) mejor 

conocida como Recombinación no Homóloga. Los DSB producto de nucleasas y de la radiación 

ionizante pueden ser reparadas por cualquier vía. Los DSB provocados por el colapso de la horquilla de 

replicación son reparados principalmente por HR (Shrivastav y cols, 2008). Si bien se sabe que en 

mamíferos, la vía de reparación NHEJ predomina, la activación del mecanismo de reparación de DSB 

dependerá también de la fase del ciclo celular. Se ha observado que la reparación por NHEJ puede 

ocurrir a lo largo del ciclo celular, aunque es dominante en las fases G0/G1 y G2 de la célula. En 

contraste, el mecanismo HR está activo durante las fases S y G2, donde la replicación del ADN está en 

su punto más alto y cuando las cromátidas hermanas están disponibles (Ceccaldi y cols. 2016; 

Christmann y cols. 2003) (Figura 2). 
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La reparación HR, antes conocida como “libre de errores”, requiere de regiones extensas de DNA 

homólogas para poder llevarse a cabo. Utiliza información de la cromátida hermana no dañada, del 

cromosoma homólogo (Kanaar y cols. 1998) o de regiones repetidas en el mismo o en un distinto 

cromosoma (Shrivastav, 2008). Por tanto, está limitada sólo a una parte del ciclo celular que abarca 

desde la replicación del DNA hasta antes de la mitosis: durante la fase S y la G2 (Iliakis y cols. 2015). 

En general, durante la reparación por esta vía el DNA es resectado en el sitio del DSB para formar una 

región extendida de una sola hebra de DNA 3’ (ssDNA); este proceso está regulado por el ciclo celular 

y requiere de varios factores como el complejo MRN, CtIP, Exo1, Dna2 y la helicasa BLM. 

Rápidamente, la proteína RPA se une a los extremos de las hebras para estabilizar la estructura y 

facilitar la entrada de Rad51. Con la ayuda de los parálogos de Rad51, Rad51B, Rad51C, Rad51D, 

Xrcc2 y Xrcc3, así como BRCA2, se forma un filamento nucleoprotéico de Rad51 que invade la 

secuencia homóloga con el apoyo de Rad54. Finalmente, el daño es resuelto a través de resolvasas 

(Figura 3A) (Iliakis y cols. 2015). 
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Por otra parte, la reparación NHEJ no necesita de una secuencia homóloga, o esta región es muy 

limitada, para poder unir los extremos rotos, por lo que no está libre de error (Kanaar y cols. 1998). 

NHEJ está involucrada en el alineamiento de una o pocas bases complementarias, conocido como 

microhomología para realizar una reparación directa, lo que conduce a pequeñas deleciones y, en 

ocasiones, a pequeñas inserciones (Shrivastav y cols. 2008). Durante el proceso de reparación, los 

extremos de DNA rotos son capturados instantáneamente por el heterodímero Ku70/Ku80 que recluta 

a las proteínas DNA-PKcs hacia el sitio de ruptura. Las DNA-PKcs cambian su conformación y forman 

dímeros para generar un andamio que subsecuentemente procesa los extremos del DNA con ayuda de 

la proteína Artemis. Finalmente los extremos son ligados por el complejo Ligasa IV/XRCC4, reacción 

que es estimulada por XLF (Figura 3B) (Iliakis y cols. 2015). 
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PLANTEAMIENTO 

Si bien se ha propuesto a los plaguicidas como agentes promotores de leucemia infantil a través de la 

inducción de translocaciones específicas, no se ha profundizado en este tema existiendo un gran vacío 

en este campo. Esto probablemente se debe a que las translocaciones son eventos raros en las células y, 

si a ello se suma que sólo unas pocas translocaciones han sido asociadas a la leucemia infantil, entonces 

la probabilidad de encontrarlas específicamente en un estudio in vivo se reduce drásticamente.  

Una forma de determinar si los plaguicidas pueden promover la formación de translocaciones es 

buscar los eventos tempranos que pueden conllevar a la formación de un tipo de daño tan particular. 

Estos eventos son los DSB y su subsecuente reparación. La extensión del daño (número de DSB) y la 

fase del ciclo celular podrían ser determinantes en la inducción de translocaciones, por el tipo de 

reparación por recombinación que entraría en acción. La identificación de este daño inicial puede 

volverse fundamental para identificar si los plaguicidas pueden afectar al DNA. 

Una pregunta adicional se desprende del planteamiento de que los plaguicidas inducen 

translocaciones, la cual tiene que ver en cómo se están produciendo los DSB. La inhibición de tipo 

veneno de topoII es uno de los principales mecanismos propuestos para la formación de este daño. Sin 

embargo, esto no ha sido investigado a fondo, por lo que la pregunta permanece. 

Por tal motivo, el interés de este trabajo es investigar: 

   a) Si plaguicidas que actualmente se usan en México y que son representativos de los principales 

grupos de estos compuestos (considerando su estructura química) pueden inducir DSB y su 

subsecuente reparación. 

   b) Si la generación de estos DSB, es consecuencia de la inhibición tipo veneno de topoII. 
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HIPÓTESIS 

Existen plaguicidas que inducen rompimientos en la doble hélice del DNA a través de la inhibición de 

topoisomerasa II, produciendo sustratos para la activación de mecanismos de reparación por 

recombinación. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar entre un grupo de plaguicidas o sus metabolitos aquellos que tengan el potencial de inhibir 

topoisomerasa II promoviendo así la formación de rompimientos de doble cadena que active los 

mecanismos de reparación. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Identificar, entre un grupo de plaguicidas y metabolitos representativos de los organoclorados, 

organofosforados, carbamatos y piretroides, aquellos compuestos con la capacidad de producir 

DSB en linfocitos de sangre periférica. 

 

Evaluar la activación de los mecanismos de reparación por Recombinación Homóloga (HR), 

por Unión de Extremos no Homólogos (NHEJ) y/o por la vía Alterna de Unión de Extremos 

(alt-EJ) en células mononucleares tratadas con los plaguicidas y metabolitos inductores de 

DSB. 

 

Determinar si los compuestos que indujeron los DSB y la reparación de este daño, lo hicieron 

al actuar como venenos de topoisomerasa II en linfocitos de sangre periférica. 
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Figura 4. Esquema general del diseño experimental que se siguió para cada uno de los plaguicidas y 

metabolitos estudiados en este trabajo de investigación. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Donadores  

Para los diferentes experimentos se utilizaron en total las muestras de sangre periférica de diecisiete 

donadores varones sanos entre los 21 y 35 años de edad, un donador por ensayo. Se les pidió su 

participación en el estudio explicando el objetivo del mismo y se les aplicó una encuesta. Se tomó una 

muestra de sangre por punción venosa de 3 mL para la identificación de los DSB y la citotoxicidad o 

bien, de 20 mL para la detección de proteínas de reparación y evaluación de MN. La toma fue 

realizada por personal capacitado utilizando siempre material nuevo y estéril. Todos los donadores 

fuman o beben ocasionalmente y son residentes de la Ciudad de México y su área metropolitana. Se 

corroboró que ninguno de los donadores haya fumado y/o bebido dentro de las 48 horas previas a la 

toma de muestra, así como también que no se hubieran expuesto a radiación (para propósitos médicos) 

o ingerido medicamentos dentro del mes previo a la toma de muestra. La sangre se colectó en tubos 

Sarstedt Monovette® con heparina. 

 

2. Reactivos 

Los plaguicidas endosulfán, glifosato, pentaclorofenol, permetrina y  propoxur, los metabolitos AMPA 

(ácido aminometilfosfónico, del glifosato), endosulfán lactona (del endosulfán) y paraoxón (del 

paratión), y los inhibidores de topoisomerasa II, el etopósido e ICRF-187, fueron obtenidos a través de 

Sigma-Aldrich. El DMSO fue adquirido en ATCC. El reactivo Cell Titer 96 AQueous One Solution 

Cell Proliferation de PROMEGA fue utilizado para determinar la citotoxicidad. El “kit” de reactivos 

para la detección de inmunotransferencia AmershamTM ECLTM y las placas de revelado AmershamTM 

HiperFilmTM ECL de GE Healthcare se emplearon para el análisis de las proteínas de interés. 

 

3. Anticuerpos  

Anticuerpos primarios: ratón anti-fosfo-histona H2A.X (Ser139) y conejo anti-Rad51 policlonal (de 

Millipore), conejo anti-Ku80 (fosfo T714) policlonal (de Abcam), conejo anti-fosfo-CtIP (Ser327) 

policlonal y  conejo anti-beta actina policlonal (ThermoFisher Scientific), cabra anti-actina (1-19) 

policlonal (de SantaCruz). Anticuerpos secundarios: Alexa Fluor® 555 en cabra anti-ratón (de 

Invitrogen), cabra anti-conejo IgG-HRP, cabra anti-ratón IgG-HRP y burro anti-cabra IgG-HRP (de 

SantaCruz) y cabra anti-conejo IgG poli-HRP (de ThermoFisher Scientific). 
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4. Detección de rompimientos de doble cadena por microscopía de fluorescencia 

4.1. Tratamientos  

De cada plaguicida y metabolito, así como del control positivo, etopósido (por su capacidad de inducir 

DSB), se probaron cuatro concentraciones en diluciones seriadas (Tabla 5). Se llevó a cabo un ensayo 

por plaguicida con su respectiva réplica. Los tratamientos con el plaguicida o metabolito de interés se 

acompañaron de un testigo negativo (medio de cultivo) y uno positivo (etopósido 50 M). Para cada 

uno de ellos, 250 L de sangre entera se mezclaron suavemente en 2.25 mL de medio RPMI-1640 y se 

adicionó el compuesto y concentración correspondientes. Los cultivos se incubaron durante 1.5 horas 

a 37 oC. Finalizado este tiempo, se adicionaron 3 mL de KCl 0.075 M y se dejó en incubación a 37 oC 

por 30 minutos. Los linfocitos se fijaron siguiendo el protocolo descrito por Andrievski y Wilkins 

(2009) con modificaciones menores, el cual se describe brevemente a continuación: las células se 

centrifugaron a 250g x 10 min a temperatura ambiente. Se retiró el sobrenadante y se agregó 

formaldehido en una concentración final de 4%. 10 minutos después, se adicionó 1 mL de PBS con 

Tritón X-100 al 0.12%. Las muestras se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente, 

resuspendiendo manualmente de forma periódica. Posteriormente, las células se lavaron con 1 mL de 

amortiguador PBS frío suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB) y se centrifugaron a 300g x 8 

min a 0 oC. El sobrenadante fue removido y se agregó 1 mL de metanol frío al 50% en PBS. Las 

muestras se dejaron a -20 oC durante toda la noche. Las células fueron centrifugadas a 300g x 8 min a 0 

oC y se descartó el sobrenadante. Finalmente, se adicionaron 3 mL de metanol frío al botón celular. Las 

muestras se mantuvieron almacenadas a -20 oC hasta su análisis.  

 

4.2. Detección de -H2AX 

La identificación de los rompimientos de doble cadena se llevó a cabo a través de la detección de focos 

por inmunofluorescencia de la histona H2AX fosforilada (-H2AX) por microscopía (Nikon Eclipse 

80i). La tinción del núcleo de los linfocitos se realizó con base en el protocolo de Watters y cols. 

(2009) con ligeras modificaciones, éste se describe brevemente a continuación: Las laminillas de cada 

tratamiento se prepararon por goteo. Éstas se lavaron tres veces con PBS (30 min cada lavado) y se 

bloquearon con el amortiguador KCMT (KCl 120mM, NaCl 20mM, Tris-HCl 10mM pH8, EDTA 

1mM, Tritón X-100 0.2%) con 12% de SFB durante una hora a temperatura ambiente. El anticuerpo 

primario contra -H2AX (dilución 1:200 en solución de bloqueo) se agregó en las laminillas y se dejó 

incubando durante toda la noche a 4 oC. Tres lavados con KCMT se llevaron a cabo; cada lavado fue de 

15 min. Las laminillas se dejaron en incubación con el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 (1:500 

en solución de bloqueo) durante una hora a temperatura ambiente y en obscuridad; posteriormente, se 

realizaron lavados como con el anticuerpo primario. Finalmente, se enjuagó con agua desionizada 

antes de adicionar el medio de montaje con DAPI (VECTASHIELD®). 
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4.3. Evaluación de los focos de -H2AX 

La identificación de los focos de -H2AX se realizó con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 

80 equipado con un filtro de tres bandas (Nikon, Japón). Se utilizó un objetivo 100X (amplificación 

final 1000X). La presencia de los focos se detectó como puntos o motas fluorescentes de color rosa/rojo 

(Alexa Fluor® 555) en el núcleo contrateñido de coloración azul (DAPI). La evaluación se realizó en 

las dos réplicas de cada concentración, una laminilla por réplica. Se valoraron 50 células 

mononucleares en tres regiones diferentes por laminilla registrando el número de focos en cada una de 

ellas. En total, 300 células fueron evaluadas por tratamiento. Un núcleo positivo fue aquél que 

presentó uno o más focos de -H2AX, de acuerdo con el criterio de Scarpato y cols. (2011). La 

extensión del daño del DNA fue clasificada en tres categorías: porcentaje de células sin daño 

(Categoría 1: ausencia de focos -H2AX), con daño moderado (Categoría 2: <10 focos de -H2AX) y 

con daño severo (Categoría 3: >10 focos de -H2AX dispersos o agrupados que no pudieron ser 

contabilizados). Adicionalmente, el daño total fue expresado como porcentaje de núcleos positivos 

para -H2AX, independientemente del número de focos presentes en el núcleo (Categorías 2 y 3). 
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5. Citotoxicidad 

Se determinó el efecto citotóxico de los compuestos que indujeron significativamente la formación de 

DSB. La citotoxicidad fue evaluada a través de un ensayo colorimétrico utilizando el reactivo The 

CellTitter 96® AQueous One Solution. El principio de esta solución radica en que el compuesto 

tetrazolio MTS (presente en el reactivo) es biorreducido por las células vivas en el producto formazán; 

este proceso es presumiblemente realizado por NADPH o NADH y enzimas deshidrogenasas en células 

metabólicamente activas. Se siguió el protocolo general sugerido por el fabricante. Para ello, células 

mononucleares fueron aisladas de sangre periférica utilizando el reactivo Histopaque®-1077 (Sigma). 

Las células fueron resuspendidas en medio de cultivo RPM1-1640 con 10% de SFB y llevadas a una 

concentración de 5x105 células/mL. Por tratamiento, 200 L de la suspensión celular fueron colocados 

en una placa de 96 pozos. Las células fueron tratadas con el compuesto correspondiente durante 1.5 h 

a 37 oC. Las concentraciones aplicadas fueron las mismas que se utilizaron para la detección de 

rompimientos de doble cadena. Finalizado el tiempo de exposición, 20 L de la solución colorimétrica 

se adicionó y se dejó en incubación por 3 h a 37 oC. La lectura de la absorbancia se realizó en una 

longitud de onda de 490 nm utilizando un lector de placas (Synergy H4 Hybrid, BioTek). El porcentaje 

de supervivencia de cada tratamiento fue calculado utilizando la siguiente fórmula:  

 

(Abs 490 nm del tratamiento/Abs 490 nm del control negativo) x 100. 

 

La prueba se llevó a cabo en dos ensayos independientes con tres réplicas cada uno. 

 

6. Identificación de proteínas de reparación por Western Blot 

6.1. Aislamiento de células mononucleares  

Dos series de experimentos independientes se llevaron a cabo con el fin de identificar el mecanismo de 

reparación que participa en la reparación de los DSB: a) Para NHEJ y HR, se identificaron las proteínas 

p-Ku80 y Rad51 y, b) para NHEJ y alt-EJ, se buscaron las proteínas p-Ku80 y p-CtIP. Cada ensayo fue 

acompañado de una réplica. Para ello, las células mononucleares fueron aisladas con Histopaque® -

1077 y lavadas con medio de cultivo RPMI-1640. Se corroboró que la viabilidad de las células fuera 

superior al 90% utilizando el colorante azul de tripán (Sigma®) y se contabilizaron en una cámara de 

Neubauer. Las células fueron resuspendidas en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% 

de SFB y llevadas a una concentración final de 5 x 105 células/mL.  
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6.2. Tratamientos 

a) Identificación de las proteínas de reparación p-Ku80 y Rad51. 

Los plaguicidas y metabolitos, que indujeron significativamente la fosforilación de H2AX, fueron 

seleccionados para la determinación de la presencia de las proteínas de reparación p-Ku80 y Rad51. 

Tres concentraciones fueron probadas (Tabla 5). Por tratamiento, 1 mL de la suspensión celular fue 

tratada con el compuesto correspondiente durante 1.5 h a 37 oC. Dos experimentos independientes se 

llevaron a cabo para cada compuesto. Cada experimento incluyó una réplica. Como testigos negativo y 

positivo se utilizó medio de cultivo y etopósido (10 M), respectivamente. 

b) Identificación de las proteínas de reparación p-Ku80 y p-CtIP. 

El plaguicida glifosato y el metabolito paraoxón fueron evaluados con las concentraciones de 5 y 25 

M respectivamente (Tabla 5). Se prepararon dos grupos de tratamientos: el primero de ellos se 

procesó una vez finalizado el tiempo de exposición; el segundo, al concluir un periodo de recuperación 

post-tratamiento de 15 minutos. Cada grupo fue expuesto al compuesto de interés durante 2 h a 37 oC. 

Para el tiempo de recuperación, los tratamientos del segundo grupo fueron centrifugados a 250 g por 

10 minutos para retirar el sobrenadante y lavar las células con medio RPMI fresco. Se repitió el paso 

anterior sólo que en esta ocasión se resuspendiendo  suavemente en 1 mL de RPMI suplementado con 

10% de SFB. Las células se mantuvieron a 37 oC durante 15 minutos antes de ser procesadas. Dos 

experimentos independientes se llevaron a cabo para cada compuesto, cada uno se realizó con su 

réplica correspondiente. Como testigos negativo y positivo se utilizaron medio de cultivo y etopósido 

(30 M), respectivamente. 

 

   6.3. Procesamiento y almacenamiento del botón celular 

Concluido el tiempo de exposición o de recuperación, las muestras se centrifugaron a 3000g x 5 min a 

4 oC y se retiró el sobrenadante. Se adicionaron 600 L de azida de sodio (0.5 M) al 10% en PBS y se 

resuspendió con vórtex. Los botones celulares se obtuvieron al centrifugar a 3000g x 5 min a 4 oC y 

sustraer el sobrenadante. Éstos se mantuvieron a -70 oC hasta su uso.  

 

  6.4. Extracción y cuantificación de proteínas 

La extracción de proteínas se llevó a cabo en frío y bajo las siguientes condiciones: 50 L de una 

solución de lisis RIPA con inhibidores de fosfatasas y proteasas fueron adicionados a cada botón 

celular, se incubaron durante 15 minutos y centrifugaron a 13,800g por 15 minutos. Las muestras para 

la identificación de p-Ku80 y Rad51 se sonicaron con un pulso antes de la incubación. El sobrenadante 

se transfirió a un tubo de 0.5 mL y se almacenó a -70 oC hasta su evaluación. Para la cuantificación de 
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proteínas, un volumen de 5 L de cada muestra se colocó en una placa de 96 pozos y se utilizó el “kit 

DC Protein Assay” (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. La placa se dejó en agitación y 

en oscuridad por 15 minutos a temperatura ambiente. La concentración proteínica se determinó con 

un lector de placas (VersaMax Tunable) a una longitud de onda de 750 nm.  

 

6.5 Western Blot 

Para la identificación de las proteínas de interés, 35 g de proteínas totales por muestra se separaron 

en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%. 

a) Identificación de proteínas de reparación p-Ku80 y Rad51 

Las proteínas se transfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa 0.45 m (GE-Healthcare). Las 

membranas se incubaron con solución de bloqueo (TBS-1% blotting-grade blocker) a 4 oC toda la 

noche. Se hicieron dos lavados de 10 min c/u con TBS-Tween 1% y uno de 5 min con TBS. Las 

membranas fueron cortadas con base en el peso molecular de las proteínas de interés (Figura 5a) y se 

incubaron toda la noche en agitación a 4 oC con el anticuerpo primario correspondiente: conejo anti-

Rad51 (1:500 en solución de bloqueo) o conejo anti-Ku80 (phospho T714) (1:1000 en solución de 

bloqueo). El anticuerpo primario contra -actina, cabra anti-Actina (1-19) (1:1000 en solución de 

bloqueo), se incubó a 28 oC durante 1h. Las membranas se lavaron con TBS-Tween 1% dos veces, 10 

min cada uno y un lavado con TBS por 5 min a temperatura ambiente. Se incubó con el anticuerpo 

secundario correspondiente, cabra anti-conejo IgG-HRP (1:3000 en solución de bloqueo) para p-Ku80 

y Rad51 y burro anti-cabra IgG-HRP (1:3000 en solución de bloqueo) para actina. La incubación se 

realizó por una hora a 28 oC. Se repitieron los lavados realizados después del anticuerpo primario. Las 

membranas se expusieron con un “kit” de luminiscencia (GE-Healthcare) y se revelaron en placas 

fotográficas (Amersham HyperfilmTM ECL, GE-Healthcare). La placas fueron digitalizadas y el análisis 

óptico se hizo a través del “software Quantity One” 4.1.1 (Bio.Rad). 

b) Identificación de proteínas de reparación p-Ku80 y p-CtIP 

Las proteínas se transfirieron sobre la membrana de nitrocelulosa y se incubó con solución de bloqueo 

(TBS-2% blotting-grade blocker) a 4 oC toda la noche. Se hicieron tres lavados de 10 min c/u con TBS-

Tween 1% y uno de 10 min con TBS. Las membranas fueron cortadas con base en el peso molecular de 

las proteínas de interés (Figura 5b) y se incubaron toda la noche en agitación a 4 oC con el anticuerpo 

primario conejo anti-phospho-CtIP (Ser327) (1:1000 en solución de bloqueo). El anticuerpo primario 

conejo anti-beta Actina (1:1000 en solución de bloqueo) se incubó a temperatura ambiente durante 1h. 

Las membranas se lavaron con TBS-Tween 1% tres veces, 10 min cada vez, y un lavado con TBS por 

10 min a temperatura ambiente. Se incubó con el anticuerpo secundario cabra anti-conejo IgG poli-

HRP (1:3000 en solución de bloqueo). La incubación se realizó por una hora a temperatura ambiente. 
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Se repitieron los lavados realizados después de la incubación con el anticuerpo primario. Las 

membranas se expusieron con un “kit” de luminiscencia (GE-Healthcare) y se revelaron en un 

fotodocumentador de geles (Gel Logic 1500 Imaging System) y adquiridas con el programa Kodak MI 

Ver 4.5.0. El análisis óptico se realizó a través del “software Image Studio Lite” versión 5.2. 

Después de identificar p-CtIP, las membranas fueron lavadas dos veces con amortiguador de stripping, 

dos veces con PBS, dos con TBS-Tween 1% y una vez con TBS. Cada lavado fue de 10 min. 

Posteriormente, las membranas se dejaron incubando con solución de bloqueo a 4 oC toda la noche. Se 

lavaron tres veces con TBS-Tween 1% y una vez con TBS x 10 min cada lavado. Seguido a ello, se dejó 

incubando toda la noche con el anticuerpo primario conejo anti-Phospho-Ku80 (Thr714) (1:1000 en 

solución de bloqueo) y se repitió todo el procedimiento realizado anteriormente para la identificación 

de p-CtIP. 

 

 

6.6 Normalización del análisis óptico 

Para cada compuesto, el análisis óptico se realizó a través de la densidad óptica (D.O.) de la proteína de 

interés (Ku-80 fosforilada, Rad51 y CtIP fosforilada), así como del control de carga. Una vez que se 

obtuvo la D.O. de cada una de las concentraciones evaluadas, se llevó a cabo una doble normalización 

para cada una de ellas y que a continuación se describe:  
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1era normalización. Los valores de D.O. de cada concentración se normalizaron con respecto a su 

control de carga -actina (D.O. -actina) utilizando la siguiente fórmula: 

 

1era normalización (Norm. 1 x) = D.O. Proteína x / D.O. -actina x 

     donde x es la concentración correspondiente. 

 

 2da normalización: Los valores obtenidos en el paso anterior, se normalizaron nuevamente con base 

en el promedio de la primera normalización de los testigos negativos (Prom. Norm. 1 C.N.) y de 

acuerdo con la fórmula: 

 

2da normalización (Norm. 2 x) = (Norm. 1 x / Prom. Norm. 1 C.N.) x 100 

     donde x es la concentración correspondiente. 

 

 Los resultados fueron adquiridos en Excel para el análisis estadístico. Los datos se reportan en 

porcentaje del incremento de la proteína de interés con respecto al tratamiento correspondiente (% vs 

tratamiento). 

 

7. Evaluación del papel de topoII en la inducción de DSB a través del ensayo de MN con bloqueo de 

citocinesis (CBMN) 

Para determinar si el glifosato y el paraoxón inducen los DSB, a través de su interacción con topoII, se 

siguió el razonamiento que a continuación se presenta: la reparación errónea de los rompimientos de 

doble cadena conlleva a un daño secundario al afectar la estructura de los cromosomas (fragmentos, 

cromosomas dicéntricos, entre otros). Este daño puede ser detectado con pruebas citogenéticas como 

el ensayo de aberraciones cromosómicas o de MN. Los venenos de topoII, al ser inductores de DSB, 

tienen la capacidad de promover la formación de dicho daño secundario. Cuando se administra un 

inhibidor catalítico de topoII, previo al tratamiento con el veneno, se impide la generación de DSB y 

por ende, la aparición del daño secundario (Mosesso y cols. 2015). Con base en lo anterior, si el 

glifosato o el paraoxón tuvieran esta cualidad, se observaría este efecto. Para identificar el daño 

secundario producto de los DSB, se utilizó la prueba de MN. 

El plaguicida glifosato y el metabolito paraoxón fueron evaluados con esta prueba. Se seleccionó la 

concentración más alta que haya inducido significativamente la fosforilación de p-Ku80. En el caso del 

glifosato se empleó la concentración de 5 M, mientras que para el paraoxón fue la de 25 M. Como 
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testigo positivo se utilizó el veneno conocido de topoII, etopósido, en una concentración de 30 M; 

como testigo negativo, medio de cultivo. En tubos  de 15 mL, se resuspendieron 250 L de sangre 

entera en medio de cultivo RPMI llevando a un volumen final de 5 mL. Todos los tratamientos se 

llevaron a cabo en G0 (antes de la estimulación de los linfocitos) y en dos experimentos 

independientes, cada uno con una réplica. 

 

  7.1. Tratamientos  

Los diferentes tratamientos se llevaron a cabo con base en lo descrito por Mosesso y cols (2015). Se 

usaron las concentraciones descritas en el Tabla 5 y bajo las siguientes condiciones: 

a. Sin inhibición del sitio catalítico de topoII 

Los cultivos de sangre entera fueron tratados con el glifosato, el paraoxón o el etopósido (control 

positivo) durante 2 h a 37 oC. Los cultivos se lavaron dos veces con PBS estéril y se incubaron a 37 oC 

por 72 horas en medio de cultivo RPMI suplementado (aminoácidos no esenciales 1X, L-glutamina 1X, 

20% de SFB). Para estimular la proliferación de los linfocitos se adicionaron 0.2 mL de 

fitohematoglutinina. La citocalasina-B (30 g) se agregó 44 h después de iniciados los cultivos de 

sangre entera. 

b. Con inhibición del sitio catalítico de topoII 

Los cultivos fueron tratados con el inhibidor catalítico de topoII, ICRF-187, en concentración final de 

50 M, e incubados a 37 oC. Una hora después, se añadió el compuesto de interés (glifosato, paraoxón o 

etopósido), dejando 2 h más de incubación. Finalizado el tiempo de exposición, los cultivos se lavaron 

y prepararon bajo las mismas condiciones que en el inciso a. Para descartar la influencia del inhibidor 

sobre la frecuencia del daño genotóxico evaluado, se incluyó un cultivo incubado sólo con el ICRF-187 

durante 3 h a 37 oC. 

 

 7.2. Fijación de los linfocitos 

Después de 72 h de iniciados los cultivos, los tubos fueron centrifugados a 250g por 10 min a 

temperatura ambiente. Se retiró el sobrenadante dejando 1 mL y se resuspendió el botón celular con 

mucho cuidado. En vórtex, se adicionaron 10 mL de solución de Carnoy (3:1 metanol - ácido acético), 

homogeneizando muy bien para evitar la formación de agregados celulares. El botón celular se lavó 

bajo las siguientes condiciones: se centrifugó a 250g por 10 min, se retiró el sobrenadante dejando 

aproximadamente 200 L (por arriba del botón) y se resuspendió en vórtex adicionando 10 mL de 

solución de Carnoy. Estos pasos se repitieron hasta obtener un botón celular blanco. Las muestras se 

almacenaron en el fijador a 4 oC hasta su evaluación. 



M. en C. Karen Suárez Larios 

 

 
33 

 

7.3. Preparación, tinción y evaluación de laminillas 

Las muestras se retiraron del refrigerador y se dejaron templar. Se preparó una laminilla por cultivo 

celular. Las células se hidrataron en una serie de alcohol etílico al 100%, 80%, 70% y 50% (v/v en agua 

desionizada), seguido de agua desionizada, 2 min en cada uno. Las laminillas se tiñeron en una 

solución de Giemsa (Sigma-Aldhrich) al 4% por 1-2 h a temperatura ambiente con el fin de obtener 

una buena tinción del citoplasma. Finalizado el tiempo de tinción, se enjuagaron con agua corriente y 

secaron con aire. Una vez transcurridas 24 horas, se añadieron tres gotas de medio de montaje Entellan 

(Merck) y se colocó suavemente sobre ellas un cubreobjetos corroborando que no se hubiesen formado 

burbujas de aire. Se dejó secar por dos días antes de la evaluación al microscopio. Para cada 

tratamiento se obtuvo el índice de nucleación (IN), el cual se obtuvo de la siguiente manera: 500 

células (N) fueron contadas y clasificadas en mono- (N1), bi- (N2), tri- (N3) y  polinucleadas (>4 

núcleos, N4). El IN se calculó a partir de la siguiente fórmula: 

 

IN = (N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4) / N 

 

Paralelo a ello, se contabilizaron los eventos de apoptosis y necrosis. Para la evaluación del daño 

genotóxico, 2000 células binucleadas fueron evaluadas. Los eventos identificados fueron micronúcleos 

(MN), gemaciones (GN), puentes nucleoplasmáticos (PNP), daño combinado (dos o más de los eventos 

antes mencionados, DC), así como la presencia de fragmentos nucleares o microdeleciones en el 

citoplasma de la célula. La frecuencia para cada tipo de daño (X) se obtuvo a través de la fórmula que a 

continuación se presenta:  

 

Frecuencia de X = (No. de X encontrados / 2000) x 1000 

 

La evaluación se hizo en todos los tratamientos, tanto con el inhibidor catalítico ICRF-187 como sin 

él. 

En la identificación de microfragmentos de DNA se utilizó también la tinción de Feulgen. Mediante 

un tratamiento previo con HCl, se produce una hidrólisis ácida que separa los grupos púricos del DNA, 

esto abre a su vez los anillos de desoxirribosa permitiendo la formación de aldehídos en el núcleo de la 

célula, grupos químicos que son teñidos de color rosa. Para ello, se prepararon laminillas por goteo y se 

dejaron por 10 minutos a temperatura ambiente. Las laminillas se sumergieron en metanol absoluto 

por 10 minutos, dejando secar nuevamente a temperatura ambiente. Éstas se almacenaron a 4 oC toda 

la noche antes de su tinción. Posteriormente, las laminillas se trataron con HCl 5M por 30 min y se 

enjuagaron con agua antes de sumergirlas en el reactivo de Schiff (Sigma-Aldhrich) durante 30 min. El 
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citoplasma fue contrateñido con el reactivo Light Green (Sigma-Aldhrich) durante 30 segundos dando 

al final una coloración verde. Las laminillas se enjuagaron y se dejaron secar a temperatura ambiente 

durante toda la noche; posteriormente se montaron con medio de montaje Entellan colocando con 

cuidado un cubreobjetos. 

 

8. Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con los programas GraphPad Prism 6 y GraphPad QuickCalcs. Para los 

DSB’s y las proteínas de reparación del experimento 1, p-Ku80 y Rad51, se determinó el efecto de los 

tratamientos en comparación con el testigo negativo a través de la prueba de Kruskal-Wallis seguido 

de la prueba post-hoc de comparación múltiple de Dunn. El efecto citotóxico de los tratamientos con 

los plaguicidas y metabolitos fue analizado con regresiones lineares. La prueba de U de Mann-

Whitney se aplicó para la comparación entre los testigos negativos y los positivos (etopósido o cloro al 

3.5%), así como para la identificación de las proteínas de reparación p-Ku80 y p-CtIP. El análisis de las 

frecuencias de los distintos tipos de daño identificadas a través del ensayo de MN se llevó a cabo 

mediante la prueba exacta de Fisher. En todas las pruebas estadísticas se estableció una significancia 

con valor de p < 0.05.  
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RESULTADOS 

1. Identificación de DSB a través de la detección de focos de -H2AX 

De los plaguicidas probados, el glifosato (2 y 10 M), el pentaclorofenol (0.15 M) y la 

permetrina (8 y 200 M), promovieron un incremento significativo en el porcentaje de células 

con rompimientos de doble cadena del DNA (p < 0.05), mientras que el endosulfán y el 

propoxur no mostraron un efecto sobre este parámetro. En el caso de los metabolitos evaluados, 

el endosulfán lactona (0.4 y 2 M) y el paraoxón (1 y 25 M), indujeron un aumento 

significativo en el número de células con DSB; el AMPA no  generó este tipo de daño en 

ninguna de las concentraciones probadas. El pentaclorofenol mostró un efecto de hormesis en 

los tratamientos con este compuesto se observó un mayor número de células con focos de -

H2AX en las concentraciones más bajas (0.03 y 0.15 M), mientras que en las más altas (0.75 y 

3.75 M), este evento disminuyó. Opuesto a lo anterior, se observó que los cultivos tratados con 

propoxur tuvieron una disminución en el porcentaje de células con focos de -H2AX en las 

concentraciones más bajas (240 y 480 M) en comparación con el  testigo negativo, seguido de 

un incremento en las concentraciones más altas (960 y 1440 M), pero sin que el porcentaje 

fuese mayor al del testigo negativo (Tabla 6). 

Con base en la clasificación del número de focos de -H2AX presentes en cada núcleo evaluado 

(Figura 6), se encontró que la mayoría de las células con daño se hallaban dentro de la categoría 

2 (p < 0.05); es decir, que los compuestos que promovieron un aumento significativo en el 

número de células con DSB, causaban de 1 a 10 rupturas en la doble hélice del DNA en cada 

célula afectada (Tabla 7). El glifosato (2 y 10 M) y el paraoxón (25 M), además mostraron 

también un incremento significativo de células que tenían más de 10 focos (p < 0.05) (Tabla 7); 

daño que estuvo relacionado con la dosis con excepción de la concentración más alta de glifosato 

(50 M), en donde se encontró que ésta era citotóxica. 
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2. Evaluación de la citotoxicidad a través del ensayo con MTS 

Las cuatro concentraciones, de los cinco compuestos que indujeron significativamente DSB, 

fueron evaluadas para determinar su efecto citotóxico a través de una regresión lineal. Se 

encontró que sólo el glifosato y el endosulfán lactona redujeron la viabilidad de las células de 

forma dosis-dependiente (Tabla 8), yendo de un 100% de viabilidad a un 70% con el glifosato, y 

de un 100% a un 65% con el endosulfán lactona. El pentaclorofenol, aún y cuando presentó un 

rango de sobrevivencia del 100 al 78%, este efecto sólo se presentó en la concentración de 0.75 

M, en las otras tres concentraciones probadas (0.03, 0.15 y 3.75 M), fue superior al 80%. La 

permetrina y el paraoxón no mostraron un efecto citotóxico significativo en las concentraciones 

usadas. 
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3. Identificación de la participación de las maquinarias de reparación HR y NHEJ a través de la 

cuantificación de las proteínas Rad51 y p-Ku80 

Los compuestos que dieron positivo significativamente para la inducción de DSB, fueron 

seleccionados para los siguientes ensayos. El objetivo fue determinar qué mecanismo de 

reparación del DNA por recombinación fue inducido como resultado de los eventos de DSB. El 

pentaclorofenol, aún y cuando sólo indujo rompimientos de doble cadena en las dosis más bajas 

probadas, también fue incluido en estos análisis. Las concentraciones de cada uno de los 

plaguicidas y metabolitos se ajustaron tomando en consideración la dosis más alta que haya 

inducido el mayor porcentaje de células con DSB y el menor efecto citotóxico. 

Las detección de las proteínas p-Ku80 y Rad51, a través de la técnica de Western Blot, fueron 

utilizadas para evaluar los mecanismos de reparación NHEJ y HR, respectivamente (Tabla 9). Se 

encontró que los compuestos endosulfán lactona,  permetrina y pentaclorofenol no indujeron un 

incremento significativo de p-Ku80 ni de Rad51 (Tabla 9, Figuras 7 y 8-A). Por otra parte, se 

encontró que el glifosato indujo la fosforilación de Ku80 de forma dosis-dependiente y, la 

concentración más alta (5 M), presentó un incremento estadísticamente significativo de esta 

proteína fosforilada, en comparación con el testigo negativo (p < 0.05); en contraste, la cantidad 

proteica de Rad51 no fue afectada (Figura 8-B). En el caso del paraoxón, se encontró que las 

células tratadas con este compuesto presentaron una mayor cantidad de p-Ku80 en las tres 

concentraciones probadas (1, 5 y 25 M) en comparación con el testigo negativo; esta respuesta 

fue estadísticamente significativa (p < 0.05), pero no dosis-dependiente; además, al igual que los 

otros plaguicidas, el paraoxón no influyó en la inducción de la proteína Rad51 (Figura 9). Los 

anteriores resultados fueron publicados en Suárez y cols. 2017 (Anexo 1). 
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4. Identificación de la participación de las maquinarias de reparación NHEJ y alt-EJ a través de la 

cuantificación de las proteínas p-Ku80 y p-CtIP 

El paraoxón y el glifosato indujeron un aumento significativo de p-Ku80 sólo en las células que 

no tuvieron un periodo de recuperación en comparación con el respectivo control negativo 

(Figura 10-A). Al evaluar el efecto de un periodo de recuperación de 15 minutos post-

tratamiento sobre la fosforilación de Ku80, se encontró un incremento de la proteína con los 

tratamientos, aunque ninguno fue significativo (Figura 10-B). Ninguno de los compuestos 

estudiados indujo la fosforilación de la proteína CtIP en los tiempos de recuperación evaluados 

(0 y 15 min posteriores a la exposición).  
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5. Evaluación de daño genotóxico por inhibición de topoII 

Se registró todo tipo de daño genotóxico evaluable en el sistema de MN con base en los 

criterios establecidos por Fenech y cols. (2003). Los biomarcadores identificados fueron 

MN, GN y PNP, así como la presencia de daño combinado (DC, dos o más eventos antes 

descritos) (Figura 11). Además, se incluyó la evaluación de microdeleciones debido a 

que se advirtió su presencia en algunas células durante las evaluaciones al microscopio. 

Los resultados obtenidos en los dos ensayos independientes fueron sumados y se 

resumieron en la Tabla 10. 

 

 

 

 



M. en C. Karen Suárez Larios 

 

 
47 

 

a) Sin inhibición del sitio catalítico de topoII 

Paraoxón y glifosato indujeron un incremento significativo (p < 0.05), en la frecuencia de MN. 

El glifosato también promovió un mayor número de PNP, cercano a la significancia (p = 0.0534).  

Además, se observó la presencia de estructuras semejantes a minutas, dobles y sencillas, en el 

citoplasma de células tratadas con estos compuestos, siendo significativamente mayor en 

comparación con el testigo negativo (p < 0.05). El testigo positivo generó un incremento 

significativo en las frecuencias de MN, PNP, DC y de los microfragmentos antes mencionados, 

pero no así en los niveles de GN. Los parámetros de muerte celular no se vieron afectados en 

comparación con el testigo negativo (Tabla 10). 

 

b) Con inhibición del sitio catalítico de topoII. 

La adición del inhibidor del sitio catalítico de topoII, ICRF-187, previo al tratamiento con 

paraoxón no afectó los niveles de MN, PNP ni de DC, aunque produjo una disminución 

significativa de GN (p < 0.05). El inhibidor no afectó ninguno de los marcadores de daño 

evaluados en células tratadas con glifosato. Con respecto a los parámetros de muerte celular, la 

administración previa con el inhibidor de topoII provocó un incremento significativo de 

apoptosis en los cultivos tratados con paraoxón y con glifosato, así como de necrosis en los 

expuestos a glifosato. En cambio, los tratamientos con el inhibidor y el etopósido presentaron 

una menor frecuencia de todos los parámetros en comparación con los cultivos que sólo se 

trataron con el testigo positivo, con excepción de la apoptosis y necrosis, parámetros que no se 

vieron afectados por la presencia del inhibidor (Tabla 10). 

Como ya se comentó, durante la evaluación del daño citogenético se identificó la presencia de 

dobles minutas (DM) y de fragmentos de material genético presentes en el citoplasma de varias 

células, los cuales se denominaron como microdeleciones (MD) (Figura 11, inciso f). La 

presencia de este material genético se corroboró a través de la tinción de Feulgen. Se registró el 

número de eventos por tratamiento (MD+DM) y, al igual que los otros marcadores de daño 

genotóxico, se aplicó la prueba exacta de Fisher para identificar diferencias entre tratamientos. 

Se encontró que las células expuestas a los compuestos glifosato, paraoxón y al testigo positivo, 

presentaron una mayor frecuencia de MD+DM en contraste con el testigo negativo (p < 0.05). 

Esta misma tendencia se presentó en los tratamientos con el inhibidor de topoII previo a la 

administración del paraoxón, del glifosato o del testigo positivo. Los cultivos de glifosato 

incubados previamente con ICRF-187 presentaron una disminución significativa de este tipo de 

daño en comparación con los tratados con sólo el glifosato (p < 0.05). No se encontraron 

diferencias significativas de este parámetro entre los tratamientos del paraoxón o del testigo 

positivo con y sin el inhibidor catalítico de topoII (Tabla 10). 
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El índice de nucleación, que refleja el número de veces que se dividieron las células durante el 

cultivo, se vio afectado sólo en los tratados con el etopósido independientemente de si se había 

pre-incubado con el ICRF-187 o no (Tabla 10). 
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DISCUSIÓN 

El efecto nocivo que tienen los plaguicidas en distintas especies, incluida la humana, lleva varias 

décadas en discusión. Una de las razones más importantes para ello es su naturaleza química 

heterogénea; al hablar de plaguicidas, no sólo se hace referencia a un número limitado de compuestos 

con estructuras y efectos similares (como lo son las dioxinas y los PAH, por ejemplo), sino a una 

variedad de sustancias con estructuras diferentes que inducen efectos nocivos muy diversos. Otra 

razón de peso es su aplicación. Los plaguicidas generalmente se aplican en mezcla, la cual puede 

incluir no solo los coadyuvantes que acompañan al compuesto activo, sino también a más de un 

plaguicida. En consecuencia, en un organismo no blanco afectado resulta difícil discernir qué sustancia 

es la que está promoviendo el daño, si hay un efecto sinérgico u otro tipo de respuesta. Un ejemplo de 

ello es la asociación de estos compuestos con el riesgo de desarrollar una amplia variedad de 

enfermedades, entre ellas, la leucemia infantil. Si bien se ha sugerido el papel de estos compuestos 

como agentes promotores de translocaciones asociadas a algunos subtipos particulares de este cáncer 

(Alexander y cols. 2001; Greaves, 2003; Kim y cols. 2006), en la realidad resulta complicado 

determinar cuáles de ellos pueden tener ese papel. 

Una forma de abordar este tema es a través de la evaluación individual de los compuestos activos de 

los plaguicidas comerciales. Tomando la propuesta de que estas sustancias pueden ser inductoras de 

translocaciones, en primera instancia se puede seleccionar un grupo representativo de los compuestos 

activos y determinar si tienen la capacidad de inducir rompimientos de doble cadena (ya sea de forma 

directa o indirecta), daño inicial cuya reparación errónea puede conducir a un evento de 

translocación. 

 

1. Inducción de DSB 

En este trabajo, ocho compuestos fueron evaluados individualmente para determinar su capacidad de 

inducción de DSB en linfocitos de sangre periférica de donadores sanos. Dado que los linfocitos en G0 

son células con niveles bajos o nulos de enzimas de metabolismo de xenobióticos (Christina y cols. 

2013; Hukkanen y cols. 1997; Norppa, 2001; Pelkonen y Raunio, 1997), se seleccionaron cinco 

compuestos originales (endosulfán, glifosato, pentaclorofenol, permetrina y propoxur) y tres 

metabolitos (endosulfán lactona, paraoxón y AMPA), bajo el criterio de que, al existir poca actividad 

metabólica, el efecto observado será consecuencia de la exposición a estos compuestos y no a los 

productos de éstos. Todas las sustancias evaluadas en este estudio cuentan con reportes de daño 

genotóxico in vitro en distintos sistemas y ensayos (Tabla 3), además de que a pesar de estar prohibidos 

o estar considerados como altamente peligrosos, aún son utilizados en nuestro país (Bejarano, 2017; 

COFEPRIS, 2019).  
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Cinco de ellos promovieron la formación de los DSB: los plaguicidas glifosato, pentaclorofenol y 

permetrina, así como los metabolitos endosulfán lactona y paraoxón. El daño fue identificado en el 

núcleo de linfocitos humanos a través de la formación de focos de la histona H2AX fosforilada. Estos 

compuestos indujeron un incremento significativo en al menos una concentración probada (OECD, 

2010). 

Un foco de -H2AX se origina a partir de la fosforilación de cerca de 2000 moléculas de la histona 

H2AX que rodean a un DSB; en consecuencia, en la actualidad se asume que el número de focos 

presentes en el núcleo celular refleja aproximadamente la cantidad de DSB nucleares inducidos 

(Scarpato y cols. 2013). Así, la detección de los DSB a través de la identificación de los focos de H2AX 

por microscopía permite evaluar dos parámetros indicadores del efecto genotóxico del compuesto 

probado: la proporción de células que presenta daño y el número de rompimientos que se producen en 

una célula.  

Estudios con radiación (Rothkamm y Löbrich, 2003; Scarpato y cols. 2013) y diversos compuestos 

genotóxicos (Harada y cols. 2014; Hershman y cols. 2017; Scarpato y cols. 2013) han reportado un 

incremento en el número de células con DSB asociado con la concentración, llegando a presentar una 

respuesta dosis-dependiente (Harada y cols. 2014; Scarpato y cols. 2013). En este estudio, sólo el 

endosulfán lactona presentó esta tendencia con excepción de la concentración más alta, en donde el 

aumento del número de células con DSB no fue significativo, algo que puede ser asociado al efecto 

citotóxico del compuesto. El pentaclorofenol presentó un efecto de hormesis, es decir, el compuesto 

promovió un aumento de células con DSB en las concentraciones más bajas, seguido de la disminución 

de estos eventos en las dos más altas, respuesta que no estuvo relacionada con citotoxicidad. Los otros 

tres compuestos que también indujeron daño, no presentaron un patrón en particular con las 

concentraciones probadas. Previamente, Graillot y cols (2012b) encontraron una inducción de -

H2AX por exposición a plaguicidas con estructura metil-pirazol en las líneas celulares SH-SY5Y y 

Jurkat. Por su parte, Hershman y cols. (2017), al evaluar los 309 plaguicidas registrados en el catálogo 

Toxcast Fase 1 de la EPA, hallaron que 39 de ellos fueron genotóxicos al inducir los DSB, respuesta 

que estuvo relacionada con la concentración y, en el caso de dos de estos compuestos, el captan y el 

captafol (dos compuestos tio-ftalimida clorados), el daño observado también estuvo asociado con 

eventos de apoptosis. 

En nuestro trabajo, al evaluar el número de focos presentes en el núcleo celular, se encontró que todos 

los plaguicidas positivos indujeron principalmente menos de 10 focos por célula en todas las 

concentraciones probadas. Sólo el paraoxón (25 M) y el glifosato (2 y 10 M) promovieron un 

incremento significativo en el porcentaje de células con más de 10 focos de H2AX, aunque las células 

con menos de 10 focos siguieron predominando. Se ha reportado que la radiación (Rothkamm y 

Löbrich, 2003; Scarpato y cols. 2013; Zwicker y cols. 2011) y agentes antineoplásicos (Kim y cols. 

2011; Watters y cols. 2009) promueven el incremento de los DSB de una forma dosis-dependiente, 
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misma respuesta que se observó en el testigo positivo; en contraste a ello, los resultados aquí obtenidos 

indican que no ocurre así con las concentraciones probadas de los plaguicidas estudiados. 

Como testigo positivo en una concentración de 50 M, el etopósido, un fármaco antineoplásico, indujo 

más de 10 focos por núcleo en más del 85% de las células evaluadas. Sin embargo, en concentraciones 

bajas, la cantidad de focos generados fue comparable con lo observado en los tratamientos con 

glifosato y paraoxón (Figura 12). Lo anterior conduce a pensar que ambos compuestos son los 

inductores de DSB más potentes de los probados en el estudio, por lo que pueden presentar un riesgo 

mayor para la estabilidad celular.  

 

 

 

Con la evaluación de los DSB a través de microscopía de fluorescencia, no sólo puede determinar el 

número de DSB presentes en el núcleo celular, sino que también es posible identificar la intensidad de 
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la fluorescencia, así como la disposición y el tamaño de los focos dentro del núcleo. Se ha reportado 

que estas características varían de compuesto a compuesto, lo que sugiere que habrá distintos 

mecanismos implicados en la generación de los DSB (Watters y cols, 2009), así como diferentes 

consecuencias para las células afectadas: recombinación, reparación del DNA, apoptosis, entre otros 

(Redon, 2012). En el presente estudio, se encontró que todos los plaguicidas favorecían principalmente 

la formación de focos puntuales y pequeños, brillantes y en algunas ocasiones agrupados, 

independientemente de la concentración, teniendo una apariencia similar a los observados en 

linfocitos de niños con sobrepeso (Scarpato y cols. 2011), en linfocitos expuestos a bajas dosis de 

radiación (Zwicker y cols. 2011) y en las concentraciones de 10 M o menores de etopósido como las 

empleadas en este trabajo. La pregunta que surge de ello es si las lesiones, censadas a través de focos de 

-H2AX con estas características, pueden ser reparadas. Este tipo de foco también ha sido detectado en 

líneas celulares utilizadas para el estudio de la activación de los mecanismos de reparación, esto al 

inducir DSB de forma controlada con radiación (Kinashi y cols. 2011; Paull y cols. 2000; Toulany, 

2012; Uematsu y cols. 2007). Por tanto, existe la posibilidad de que el daño evaluado aquí pueda 

conllevar a eventos de reparación. La identificación de ICH en células proliferantes tratadas con 

paraoxón y glifosato (Nishio y Uyeki, 1981; Siviková y cols. 2006; Sobti y cols. 1982) refuerza los 

resultados aquí obtenidos de que estos compuestos pueden inducir DSB que conducirían a la 

activación de los mecanismos de reparación. 

Por otra parte, la concentración utilizada para el testigo positivo (50 M de etopósido) indujo la 

presencia de focos grandes y robustos que parecían motas cubriendo casi en su totalidad el núcleo, o 

bien, núcleos marcados en su totalidad con el Alexa Fluor® 555 (teñidos de rosa/rojo), en donde fue 

difícil distinguir focos individuales. Este tipo de patrón ha sido asociado a un efecto citotóxico 

(Watters y cols. 2009), así como también como un indicador de apoptosis (Olsen y cols. 2012; Redon y 

cols. 2012). Sin embargo, en la prueba con MTS utilizada en este trabajo no se encontró un incremento 

en la muerte celular; no obstante Bandele y Osheroff (2008), hallaron un efecto citotóxico en 

concentraciones mayores a 10 M del compuesto después de 6 horas de exposición (0-200 M). A su 

vez, Hershman y cols. (2017) reportaron que el etopósido sólo indujo la activación de la vía de 

apoptosis después de 8 h de tratamiento y en concentraciones superiores a 10 M; por debajo de este 

tiempo (2 y 4 h), no observaron un efecto con las concentraciones evaluadas (0.1-100 M), similar a lo 

que se encontró en este trabajo. De acuerdo con esto, la muerte celular ocurre con retraso después de 

la detección de los DSB, en concentraciones superiores a 10 M. Por esta razón y dado que no se han 

estudiado las consecuencias de este tipo de foco en un tiempo de exposición menor a 4 horas, para 

continuar con la determinación de los mecanismos de reparación en la presente investigación, se 

disminuyó la concentración del testigo positivo a 10 M, la cual indujo focos similares a los producidos 

por la exposición a los plaguicidas y metabolitos, por lo que el daño puede ser equiparable. 
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La fosforilación de H2AX como consecuencia de la detección de los DSB promueve el inicio de la 

reparación del daño por la vía que corresponde. Para estudiar los mecanismos de reparación, fueron 

probadas tres concentraciones de cada compuesto; la más alta correspondió a aquella que indujo un 

mayor número de DSB de forma significativa. En el caso del endosulfán lactona y el glifosato se 

consideró, además, la citotoxicidad del compuesto medida a través de la biorreducción del compuesto 

MTS, respuesta que indica la integridad metabólica de la célula. Dada la citotoxicidad del glifosato en 

la evaluación de DSB, la concentración máxima probada fue ajustada a 5 M. Lo anterior es de interés 

ya que difiere de lo observado en líneas celulares; en ellas se ha determinado que este compuesto no es 

genotóxico en concentraciones menores a 900 M. En un periodo de 24 horas de incubación con el 

compuesto, Townsend y cols. (2017) encontraron que la citotoxicidad de este plaguicida en células 

Raji sólo se presenta en las concentraciones más altas (superior a 10 mM), mientras que Monroy y cols. 

(2005) reportaron este efecto en concentraciones superiores de 0.9 y 5 mM en las líneas celulares 

HT1080 y GM38, respectivamente. La línea celular TR146 tratada con glifosato durante 20 min 

tampoco se vio afectada en concentraciones inferiores a 1.18 mM (Koller y cols. 2012). Esta diferencia 

indica que las células humanas normales son más sensibles a los efectos tóxicos del glifosato que las 

líneas celulares, diferencia que se vuelve más evidente en el estudio de De Almeida y cols. (2018), 

quienes observaron que en células de sangre periférica, el glifosato induce muerte celular de forma 

significativa en un rango de concentración de 59 M a 2.9 mM, mientras que en las líneas celulares 

MCF7 y MDA no (443.5 M – 3.5 mM). Estos datos adquieren relevancia cuando se trata de 

poblaciones o individuos expuestos a estos compuestos tóxicos. 

 

2. Participación de los mecanismos de reparación HR, NHEJ y alt-EJ 

Estudios con radiación han permitido identificar la participación de los principales mecanismos de 

reparación de DSB a través del ciclo celular, así como del papel  de algunas de las proteínas que están 

asociadas a estos mecanismos, ej. Rad51 (HR) y Ku80 (NHEJ) (Bishay y cols. 2001; Chen y cols. 1997; 

Frasca y cols. 2001; Paull y cols. 2000; Rothkamm y cols. 2003; Shelke y Das, 2015; Shrivastav y cols. 

2008). Mientras que HR está activa durante las fases S y G2, NHEJ lo está principalmente durante las 

fases G0/G1 y G2 (Ceccaldi y cols. 2016; Christmann y cols. 2003). Con estas bases, es posible indagar 

si los DSB, producto de la exposición a plaguicidas, activan estos mecanismos. Lo anterior puede ser 

posible a través de la identificación de proteínas clave como Rad51 que está asociada a la reparación 

HR, y Ku80 fosforilada, propia de NHEJ. 

Al determinar la participación de los mecanismos de reparación, la cantidad de daño promovida por el 

glifosato y el paraoxón (células con >10 focos), parece ser relevante en relación con la presencia de 

proteínas de reparación como p-Ku80. Sólo estos dos compuestos indujeron un incremento 

significativo en la fosforilación de esta proteína, mientras que el resto de los compuestos que 
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promovieron la formación de más de 10 focos de H2AX por célula no lo hicieron. El glifosato provocó 

un incremento de la fosforilación de Ku80 en forma dosis-dependiente, mientras que con el paraoxón, 

esta proteína se presentó significativamente en las tres concentraciones probadas. Como era de 

esperarse, la proteína Rad51 no fue inducida con ninguno de los tratamientos dados en linfocitos no 

proliferantes. Esto es consistente con reportes previos en donde se indica que HR no participa en la 

reparación de DSB en células en G0/G1 (Bishay y cols. 2001; Ceccaldi y cols. 2016; Chen y cols. 1997; 

Shrivastav y cols. 2008). 

En general, los resultados obtenidos muestran que el paraoxón y el glifosato, un insecticida y un 

herbicida, son inductores de DSB en linfocitos de sangre periférica ante una exposición aguda. Esto es 

consistente con el paraoxón, el metabolito más tóxico del paratión, un plaguicida clasificado en el 

grupo Ia (extremadamente peligroso), según la clasificación de toxicidad aguda de la OMS (WHO, 

2009). Sin embargo, no es así con el glifosato, cuya toxicidad se encuentra actualmente en discusión, 

aunque hoy en día se ubica dentro del grupo III, es decir, está clasificado como ligeramente peligroso 

ante una exposición aguda. En el presente estudio, los tratamientos dados a células que se hallaban en 

un estado no proliferativo indujeron rompimientos en el DNA, así como también promovieron la 

activación de la fosforilación de Ku80, una proteína que participa en la vía de reparación NHEJ. Estos 

resultados son consistentes con los reportados en estudios con células mononucleares de sangre 

periférica en donde los DSB fueron inducidos con radiación. Frasca y cols. (2001) determinaron que 

Ku80 es fosforilada en el citoplasma de las células previo a la formación del dímero Ku70/Ku80 

requerido para el inicio de la reparación, mientras que Shelke y Das (2015) detectaron la expresión de 

Ku80 y otras proteínas que participan en el mecanismo de reparación NHEJ. 

Continuando con lo anterior, es bien conocido que la resolución de los DSB es llevada a cabo por los 

mecanismos de reparación HR o NHEJ. Sin embargo, en los últimos años se han descubierto otros 

mecanismos que pueden contribuir a la reparación del daño, como son: ‘el Alineamiento de Una 

Hebra’ o SSA (por sus siglas en inglés) y ‘la Unión de Extremos Alterna’ o alt-EJ (por sus siglas en 

inglés). La activación de uno u otro mecanismo también dependería de la etapa del ciclo celular y de la 

presencia de proteínas específicas (Aparicio y cols. 2014; Ceccaldi y cols. 2016). Alt-EJ tiene la facultad 

de reparar el daño haciendo un uso mayor de microhomologías en las hebras rotas en comparación 

con NHEJ, por lo que se ha propuesto que induce más daño que este mecanismo, aunque se ha 

reportado su participación durante las fases G1 y G2 (Frit y cols. 2014). Por tal motivo, para 

diferenciar a ambas vías de reparación, actualmente se conoce a NHEJ como c-NHEJ que hace alusión 

a la vía clásica o canónica (Ceccaldi y cols. 2016; Frit y cols. 2014; Soni y cols. 2015). Dadas las 

características de los mecanismos de reparación y las del presente trabajo, la detección de la 

fosforilación de Ku80 en células de sangre periférica en G0 condujo a pensar que fue la activación del 

mecanismo de reparación c-NHEJ lo que ha contribuido con el daño encontrado en el ensayo de MN, 

tema que será discutido más adelante. Este mecanismo por ser propenso a errores, se ha descrito que 
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induce microdeleciones o microinserciones que pudieran alterar la sobrevivencia de la célula, si se 

presentan en secuencias regulatorias (Hromas y cols. 2016), así como podrían inducir la presencia de 

rearreglos cromosómicos, entre ellos, eventos de translocación (Ghezraoui y cols. 2014). Sin embargo, 

recientemente Barton y cols. (2014) reportaron que un daño extensivo en el DNA, producido por 

radiación ionizante en líneas celulares en G0/G1, es suficiente para inducir la intervención de alt-EJ a 

través de la fosforilación de RPA2, Plk-3 y CtIP, vía a la cual estos autores le atribuyen la presencia de 

la mayoría de eventos de translocación encontrados. Ellos hallaron que, una vez que la célula detecta 

los DSB, una de las primeras señales que inician la activación de alt-EJ es la fosforilación de CtIP (p-

CtIP) en la serina 327, señal que se detectó desde que se indujo el daño hasta 180 minutos después, con 

un pico máximo a los 30 min. Por tal motivo, para investigar esta posibilidad, en el presente trabajo se 

buscó la presencia de CtIP fosforilada en linfocitos de sangre periférica expuestos al glifosato, al 

paraoxón o al testigo positivo. La señal se buscó una vez finalizado el tiempo de exposición o bien, 

después de 15 minutos de recuperación. Sin embargo, en ninguno de los tiempos se detectó la 

presencia de esta proteína fosforilada. Contrario a ello, nuevamente se identificó la fosforilación de 

Ku80 la cual, en los tratamientos sin tiempo de recuperación, fue menor en los testigos negativos en 

comparación con el paraoxón y el glifosato. Lo anterior corrobora que la inducción de los DSB, 

producto de la exposición a estos compuestos, está activando a la vía de reparación c-NHEJ y no al 

mecanismo alt-EJ. La ausencia de CtIP fosforilada puede deberse a tres motivos principales. El primero 

de ellos tiene que ver con la intensidad del daño inducido por los compuestos, ya que las 

concentraciones probadas, si bien indujeron un incremento significativo de DSB’s en los linfocitos 

tratados, este tipo de daño no fue lo suficientemente intenso (predominancia de células con más de 10 

focos) como para activar a alt-EJ. El segundo, implica la respuesta de c-NHEJ ante la inducción de 

DSB, pues como se observó en los resultados de este trabajo, este mecanismo se indujo ante la 

exposición a los xenobióticos. Y el tercero tiene que ver con la propia presencia de alt-EJ en la fase G0 

de linfocitos; esto se debe a que sólo ha reportado la participación de este mecanismo de reparación en 

las fases G1 y G2 del ciclo celular. Si bien Barton y cols. (2014) identificaron la presencia mínima de 

las proteínas RPA2 y CtIP en fibroblastos humanos en confluencia-arrestada (G0), la detección de la 

forma fosforilada de RPA2 (pRPA2Ser4/8) fue casi nula y no buscaron CtIP fosforilada, por lo que deja la 

interrogante de si realmente alt-EJ puede estar activa en G0 en líneas celulares; en linfocitos no se 

detectó. 

 

3. Glifosato y paraoxón como venenos de topoII 

Se ha reportado que el tratamiento de cánceres primarios con compuestos químicos, que son venenos 

para topoII, induce leucemias secundarias con eventos de translocación y otros rearreglos que 

involucran, entre otros genes, a MLL (Felix, 1998; Seiter y cols. 2001). Este conocimiento condujo al 

pensamiento de que algunos eventos de translocación específicos, asociados con subtipos particulares 
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de leucemia infantil, pueden ser originados por la exposición del infante y/o de la madre gestante a 

agentes con la capacidad de inhibir a topoII, entre ellos los plaguicidas (Alexander y cols. 2001; Pui y 

cols. 2004). En la primera parte del estudio se determinó que el daño en forma de DSB inducido por 

diferentes concentraciones de paraoxón y de glifosato es comparable con el inducido por etopósido en 

concentraciones inferiores a 50 M, por lo que se planteó que la inducción de rearreglos 

cromosómicos será similar entre estos compuestos y a través del mismo mecanismo. Para investigar 

esto se aplicó el ensayo de MN. 

Anteriormente Mosesso y cols. (2015) reportaron que el inhibidor catalítico de topoII,  ICRF-187, 

aplicado previo al tratamiento con etopósido, un veneno de topoII, produjo una disminución en la 

frecuencia de aberraciones cromosómicas. Esto se debe a que el inhibidor se une al sitio catalítico de 

topoII impidiendo que esta enzima se una al DNA y, por tanto, se evita la formación de DSB, aun 

cuando el etopósido se haya adicionado. En el presente estudio también se observó la disminución del 

daño genotóxico en los tratamientos con etopósido cuando los cultivos fueron tratados previamente 

con el inhibidor catalítico. En ellos se identificó una reducción significativa de todas las lesiones 

evaluadas. Sin embargo, a diferencia del estudio de Mosseso y cols. (2015), en donde se reportó que las 

frecuencias de las aberraciones cromosómicas inducidas por el etopósido regresaron a los niveles 

basales con la administración del ICRF-187, en el presente trabajo las frecuencias de las lesiones se 

mantuvieron por arriba de éstos de forma significativa.  

Como veneno de topoII, etopósido puede promover tanto la producción de DSB como de SSB (al 

inhibir sólo una subunidad de topo II) (Muslimovic y cols. 2009); sin embargo, al ser bloqueado su 

mecanismo de acción principal, una posible explicación para lo observado en este trabajo puede darse 

a través del entendimiento del propio metabolismo de este compuesto. Se ha establecido que la 

biotransformación del etopósido se da principalmente en el hígado a través de sistema de citocromo 

P450 (CYP450), particularmente por la isoforma CYP3A4 (Zhuo y cols. 2004). Sin embargo, se ha 

reportado que también puede ser metabolizado por una vía independiente a CYP, a través de la 

mieloperoxidasa presente en granulocitos como los neutrófilos (Haim y cols. 1986; Kagan y cols. 1999). 

En este estudio, los tratamientos se llevaron a cabo en sangre entera, por lo que estas células podrían 

haber metabolizado al etopósido a través de esta vía y conducir a la formación de los metabolitos 

etopósido catecol y etopósido quinona, los cuales también tienen la capacidad de inducir DSB’s a 

través de la inhibición de TopoII (Gantchev y Hunting, 1998; Lovett y cols. 2001a, 2001b). Con la 

adición del inhibidor ICRF-187, la inducción de los DSB mediante TopoII se bloqueó. Sin embargo, el 

metabolito etopósido quinona tiene la habilidad de formar aductos con el DNA (Gantchev y Hunting, 

1998) y, aunado a ello, se ha observado que los intermediarios, el radical libre fenoxil y el radical libre 

semiquinona, pueden entrar en un ciclo redox y dañar a las células (Kagan y cols. 1999). Ello 

explicaría el daño remanente que se observó en el ensayo de MN aún y con la presencia del ICRF-187 

(Figura 13). 
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En contraste, al evaluar los tratamientos con paraoxón se encontró que el inhibidor  disminuyó 

significativamente sólo la frecuencia de GN, mientras que no influyó en el daño inducido por el 

glifosato. Fenech y cols. (2011) describieron los posibles eventos que podrían conducir a la formación 

de GN. Entre ellos se ha reportado la eliminación de genes amplificados (Shimizu y cols. 1998), como 

resultado de la ruptura de un puente nucleoplasmático (Fenech y cols. 2011) o bien, como resultado de 

la eliminación de fragmentos de cromosomas acéntricos intersticiales o terminales en linfocitos 

desprovistos de folatos (Lindberg y cols. 2007). Los resultados obtenidos en el presente estudio, 

después de la inhibición de topoII, indican que sólo las gemaciones inducidas por la exposición al 

paraoxón fueron sensibles a la inhibición catalítica de topoII, lo que sugiere un origen clastogénico 

para este tipo de lesiones en cultivos tratados con este plaguicida. En general, sin embargo, MN y 

puentes no sufrieron cambios con el inhibidor, por lo que paraoxón y claramente el glifosato, no 

actuaron como venenos de topoII. 

Se ha propuesto que el estrés oxidante puede ser un mecanismo indirecto por el cual algunos 

plaguicidas inducirían la formación de DSB (Crépet y cols. 2013; Graillot y cols. 2012b; Wozniak y 

cols. 2018). Estudios han reportado que plaguicidas con estructuras con anillos aromáticos 

polihalogenados distintos, como los herbicidas acematida clorinato, y algunos organofosforados y 

organoclorados, inducen la formación de SSB así como peroxidación lipídica en plasma, hígado y 

cerebro de ratas (Bagchi y cols. 1995; Salehi y cols. 2012), en líneas celulares (Alleva y cols. 2016; 

Edwards y cols. 2013) y en población expuesta (Mecdad y cols. 2011). Clorpirifos, un plaguicida 

organofosforado, disminuye la actividad de las enzimas del Ciclo de Krebs y de los complejos de 

proteínas de la cadena de transporte electrones y la síntesis de ATP (Basha y Poojary. 2014; 

Middlemore-Risher y cols. 2011). Paraoxón es el metabolito oxón activo del paratión que se forma por 

el metabolismo de CYP. En el presente trabajo se agregó directamente este compuesto, por lo que 

desde un inicio tendría la capacidad de inducir estrés oxidante. Este daño podría incurrir 

indirectamente en lesiones en el DNA que se observaron en forma de DSB, pero también en la 

producción de SSB y la oxidación de bases nitrogenadas como se ha observado con otros 

organofosforados (Alleva y cols. 2016; Bagchi y cols. 1995). Estas lesiones en su conjunto conducirían a 

la formación del daño secundario observado en el ensayo de MN (Figura 14). 
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Por otra parte, se ha observado que glifosato puede disminuir severamente los niveles de manganeso 

(Mn) al inducir la disfunción mitocondrial (Samsel y Seneff, 2015); particularmente, al igual que 

clorpirifos, en concentraciones bajas (10 M) provoca un incremento en la actividad mitocondrial, lo 

que puede aumentar drásticamente la generación de superóxidos por la cadena respiratoria y afectar la 

producción de ATP (Alleva y cols. 2016). A diferencia del testigo positivo en este trabajo, glifosato no 

es metabolizado por las células de mamíferos  (Anadon y cols. 2009; IPCS-INCHEM, 1994), por lo que 

la inducción de DSB’s y el daño observado en el ensayo de MN debe de ser inducido por el mismo 

compuesto original. Se ha descrito que este plaguicida puede desestabilizar a la mitocondria a través de 

su capacidad de quelar minerales como el Mn, interfiriendo así con la actividad de la Mn-superóxido 

dismutasa y en consecuencia desestabilizando a la mitocondria (Alleva y cols. 2016; Samsel y Seneff. 

2015). Por tanto, existe la posibilidad de que la disfunción mitocondrial generada por la exposición a 

glifosato, podría estar induciendo un incremento en los niveles de estrés oxidante que desencadene el 

daño observado en forma de focos de -H2AX y, al igual que con el paraoxón, se esperarían además 
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otras lesiones como SSB y bases oxidadas que contribuirían con la inducción del daño secundario 

encontrado en el ensayo de MN (Figura 14).  

Al evaluar los parámetros de muerte celular, apoptosis y necrosis, se halló que, la adición previa del 

inhibidor de topoII, causó un incremento significativo de apoptosis en los tratamientos con el 

paraoxón y el glifosato, así como de necrosis en células tratadas con glifosato. Estos resultados sugieren 

que el inhibidor podría estar potenciando el efecto citotóxico de estos compuestos, efecto que se ha 

observado en varias formulaciones del glifosato, en comparación con el compuesto puro (De Almeida 

y cols. 2018). 

Una particularidad que llamó la atención durante la evaluación de MN, fue la presencia de pequeños 

fragmentos en el citoplasma en una proporción significativa de células tratadas tanto con los 

plaguicidas como con el etopósido, algo que aunque Santovito y cols. (2018) presentan en las imágenes 

de linfocitos tratados con glifosato que reportan en su estudio, no lo discuten. La presencia de estos 

micro-fragmentos podría deberse a eventos de cromotripsis, descrita por primera vez por Stephens y 

cols (2011). Este fenómeno sólo se ha descrito en distintos tipos de cáncer (Biermann y cols. 2019; 

Kaur y cols. 2019; Newell y cols. 2019; Steininger y cols. 2018; Stephens y cols. 2011; Tuna y cols. 

2019), incluido el mesotelioma pleural maligno, cáncer asociado con la exposición a asbestos 

(Mansfield y cols. 2018); así como a síndromes (Feursten y cols. 2018; Genesio y cols. 2015; Luijten y 

cols. 2018; Nazaryan y cols. 2019) y en personas clínicamente sanas en donde se presume un 

antecedente de cromotripsis asociado a enfermedades congénitas (de Pagter y cols. 2015; Hattori y 

cols. 2019; Kurtas y cols. 2018; Pettersson y cols. 2018). La cromotripsis es un evento que involucra la 

ruptura de un cromosoma (o unos pocos cromosomas) y su subsecuente reparación. Este daño tendría 

como consecuencia un cromosoma reparado aleatoriamente y la presencia de pequeños fragmentos de 

DNA que quedarían excluidos durante la reparación (Jones y Jallepalli, 2012).  La hipótesis que se 

manejó en este trabajo es que los fragmentos que se observaron con apariencia de microdeleciones y 

dobles minutas, pueden ser una consecuencia de la producción de DSB complejos, definidos como la 

formación de un número mayor de DSB muy cercanos entre sí (Barton y cols. 2014) y que podrían 

estar presentes en las células clasificadas dentro de la categoría 3, es decir, que tuvieron más de diez 

DSB en su núcleo. Dada la cercanía de los DSB, existe la posibilidad de que la maquinaria de 

reparación sea incapaz de corregir el daño correctamente, lo que se traduciría en fragmentos que no 

son incorporados a ninguno de los dos núcleos hijos y, por tanto, quedan dispersos en el citoplasma, tal 

y como se observa en la cromotripsis. El etopósido es bien conocido por inducir DSB complejos en G0, 

por lo que actúa de forma similar que la radiación ionizante llegando a provocar muchos rearreglos 

cromosómicos en todas las fases del ciclo celular (Mosseso y cols. 2015). En este trabajo, también se 

detectó en menor escala la presencia de estos DSB complejos en células tratadas con el glifosato y el 

paraoxón (núcleos con >10 focos), y aunado el hecho de que también se observó un incremento 

significativo de p-Ku80, proteína asociada específicamente con la maquinaria de reparación c-NHEJ, se 
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puede explicar la presencia de estos fragmentos en el citoplasma de las células. Por tanto, esta sería la 

primera vez que se describe este fenómeno de cromotripsis en células normales y como consecuencia 

de una exposición a xenobióticos. Esto es de gran importancia debido a que este tipo de daño ha sido 

propuesto como un mecanismo por el cual una célula puede adquirir las características suficientes para 

transformase y desencadenar un cáncer (Jones y Jallepalli, 2012; Ly y Cleveland, 2017; Ly y cols. 

2019), por lo que detectarlo en células sanas afectadas por la exposición a sustancias químicas como los 

plaguicidas, implicaría que el riesgo asociado a estos compuestos es mayor de lo que se cree, por lo que 

se requiere de un mayor estudio.  

 

4. Compuestos negativos en la inducción de DSB o mecanismos de reparación 

No se debe de dejar de lado los compuestos que dieron negativo en la inducción de DSB o de alguno de 

los mecanismos de reparación aquí evaluados. Se debe de considerar que varios factores pudieron 

influir en estos resultados, entre los más importantes, están las concentraciones y el tiempo de 

exposición. En el caso de la formación de DSB, es necesario tener en cuenta la cinética de la 

fosforilación de -H2AX debido a que es importante la relación temporal entre la formación de los 

complejos y la inducción del daño al DNA (Smart y cols. 2008); esta respuesta va a ser dependiente del 

tipo de compuesto, tratamiento y/o el estado en el que se encuentra la célula (etapa del ciclo celular). 

Así, es importante hacer un seguimiento del curso-tiempo de la fosforilación de H2AX, tener en 

cuenta las condiciones experimentales (tiempo de exposición, concentración, fase del ciclo celular, 

tipo celular, etc), así como el mecanismo de acción del compuesto (estructura química, metabolismo, 

formación de aductos, agentes intercalantes, etc) (Hershman y cols, 2017; Muslimovic y cols. 2009; 

Scarpato y cols. 2013; Smart y cols. 2008). Con respecto a aquellos compuestos que indujeron 

significativamente la presencia de DSB, pero no así el mecanismo de reparación, hay que considerar 

que en los tratamientos con estos compuestos predominaron las células con menos de 10 focos. Con 

estas sustancias se observó una tendencia del incremento en la fosforilación de p-Ku80 en 

comparación con el testigo positivo, siendo el más notorio pentaclorofenol, aunque no fue 

significativo. Es conocido que cuando se activa el mecanismo de reparación, por cada rompimiento, se 

requiere de sólo dos moléculas de p-Ku80. Por tanto, existe la posibilidad de que, dado que el número 

de DSB dentro de los núcleos dañados no superó los diez focos, los niveles de fosforilación de p-Ku80 

que se observaron en las membranas fueron suficientes para reparar el daño, caso contrario a lo 

encontrado con glifosato y paraoxón, en donde se observó la presencia significativa de células con más 

de 10 focos y en donde la inducción de p-Ku80 fue mayor. 
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5. Aportaciones 

Primero, es importante recalcar la importancia de estudiar los compuestos originales o metabolitos 

activos de forma individual. Los plaguicidas son sintetizados con el fin de controlar organismos 

considerados plagas, por lo que se conoce el mecanismo de acción principal de muchos de ellos. Los 

más modernos, incluso están siendo diseñados para que no afecten a especies para las cuales no están 

dirigidas, es decir, no habrá riesgo para ellas; esto bajo el supuesto de que el organismo no blanco no 

cuenta con la proteína o vía que se afecta, tiene un mejor sistema para detoxificarlo o bien, no tiene la 

capacidad de activarlo (si hablamos de que es el metabolito el que tiene el efecto tóxico), esto por 

mencionar algunos ejemplos. Sin embargo, se ha reportado que el efecto adverso que tienen estas 

sustancias en muchas especies, no sólo se limita a las vías metabólicas, órganos o sistemas que tienen 

en común todos los organismos afectados, sino también a otros niveles que no habían sido 

considerados, como lo es daño al DNA. Estudios epidemiológicos, in vivo e in vitro han reportado que 

muchos plaguicidas pueden afectar a esta molécula, pero el cómo la alteran, ha sido muy poco 

indagado. Estudiar de forma individual a estos compuestos, permite establecer el o los mecanismos de 

acción a través de los cuales producen las lesiones en el DNA. En este proyecto sólo abordamos un 

probable mecanismo: la inducción de rompimientos de doble cadena, y si esto ocurría a través de la 

inhibición de topoII, evento que pudiera conducir a la formación de translocaciones asociadas a 

leucemia, idea que surgió como resultado de la asociación de los plaguicidas con el riesgo a desarrollar 

leucemia infantil, uno de los tres principales tipos de cáncer que afectan a este grupo de edad en todo 

el mundo y que, en México, ocupa el primer lugar. Así, se seleccionaron ingredientes activos que 

actualmente son empleados en distintas formulaciones comerciales en nuestro país, 

independientemente de si su uso está permitido (glifosato, permetrina y propoxur), restringido 

(pentaclorofenol) o prohibido (endosulfán, metabolito endosulfán lactona, y paratión, metabolito 

paraoxón), sustancias a las cuales muchas personas están expuestas, incluidos los niños.  

Así, el desarrollo de este trabajo permitió responder parcialmente una pregunta que se ha mantenido 

desde que se postuló a los plaguicidas como posibles agentes inductores de translocaciones asociadas a 

leucemia infantil, hasta estos últimos años: ¿estos compuestos tienen la capacidad de inducir 

rompimientos en la doble hélice del DNA que, al ser reparados erróneamente pueden conducir a la 

generación de estas translocaciones? De los compuestos aquí evaluados se encontró que al menos cinco 

de ellos produjeron un incremento en la formación de DSB y de los cuales, sólo el glifosato y el 

paraoxón promovieron la activación significativa del mecanismo de reparación NHEJ. Este mecanismo 

se ha relacionado con la presencia de microdeleciones y rearreglos en el DNA como los eventos de 

translocación. Este tipo de daño se observó en la presente investigación, a través del ensayo de MN, en 

forma de pequeños fragmentos en el citoplasma celular y de puentes nucleoplásmicos, 

respectivamente. Estos resultados apoyan nuestra hipótesis de que existen plaguicidas con la capacidad 

de actuar como inductores de DSB y su subsecuente reparación errónea, lo anterior con la idea de que 
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ulteriormente, este mecanismo puede contribuir al proceso leucemogénico. Continuando con lo aquí 

encontrado, habría que evaluar si estos eventos se producen in vivo como resultado de la exposición a 

estos plaguicidas, ya sea en un modelo animal o en individuos que utilicen únicamente uno de estos 

compuestos, lo cual, en la práctica es difícil, pues la exposición a plaguicidas normalmente consiste en 

una mezcla de compuestos. 

Otra interrogante clave que se desprende del postulado anterior para los compuestos químicos 

inductores de DSB, fue respondida para el glifosato y el paraoxón: ¿la inducción de los DSB se lleva a 

cabo a través de la inhibición de topoII? En este estudio se encontró que ninguna de estas sustancias 

tiene esta capacidad, por lo que se propone que otro mecanismo de acción está involucrado en la 

formación de estas lesiones, siendo el estrés oxidante un candidato dado los antecedentes reportados 

en la literatura. 

Finalmente, con los resultados obtenidos, se ha identificado un mecanismo de acción para  compuestos 

organofosforados que puede conducir a alteraciones permanentes en la estructura del DNA y alterar el 

funcionamiento normal de las células. Este mecanismo es congruente con los resultados observados  

en otros estudios, tanto en poblaciones, como en ensayos in vitro o in vivo.  
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CONCLUSIONES 

Cinco de los nueve compuestos estudiados en este trabajo promovieron la formación de DSB en las 

concentraciones probadas: los plaguicidas glifosato, pentaclorofenol y propoxur, así como los 

metabolitos endosulfán lactona y paraoxón. 

De los cinco compuestos que indujeron significativamente DSB, sólo el paraoxón y el glifosato 

promovieron un aumento en el número de células con más de 10 DSB en su núcleo dependiente de la 

concentración. 

El paraoxón y el glifosato fueron los únicos compuestos que indujeron significativamente la 

fosforilación de Ku80, proteína asociada al mecanismo de reparación c-NHEJ. 

No se detectó la participación del mecanismo de reparación HR en células tratadas con los cinco 

compuestos que indujeron la formación de DSB. 

No se detectó la participación del mecanismo de reparación alt-EJ en células tratadas con glifosato o 

paraoxón. 

El paraoxón y el glifosato no actúan como venenos de topoisomerasa II. 

El paraoxón y el glifosato indujeron un tipo de daño relacionado con inestabilidad genómica, el cual 

fue observable en un ciclo celular y en forma de microdeleciones en el citoplasma. 

La inducción de DSB y su subsecuente reparación por c-NHEJ condujo a un incremento en el número 

de células con daño citogenético, principalmente MN. 

El tratamiento conjunto del inhibidor catalítico de topoII ICRF-187, con el paraoxón o el glifosato 

indujo un aumento en la muerte celular. 
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Anexo 1. 

Artículo para obtención de Grado:  

“Screening of Pesticides with the Potential of Inducing DSB and Successive Recombinational Repair”. 
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A studywas realized to ascertain whether eight selected pesticides would induce double strand breaks (DSB) in lymphocyte cultures
and whether this damage would induce greater levels of proteins Rad51 participating in homologous recombination or of p-Ku80
participating in nonhomologous end joining. Only five pesticides were found to induceDSB of which only glyphosate and paraoxon
induced a significant increase of p-Ku80 protein, indicating that nonhomologous end joining recombinational DNA repair system
would be activated.The type of gamma-H2AX foci observedwas comparable to that induced by etoposide at similar concentrations.
These results are of importance since these effects occurred at low concentrations in the micromolar range, in acute treatments to
the cells. Effects over longer exposures in actual environmental settings are expected to produce cumulative damage if repeated
events of recombination take place over time.

1. Introduction

Pesticides constitute a heterogeneous groupof chemicals, spe-
cifically synthesized to control plagues, weeds, and unwanted
organisms of all kinds [1]. In 2016, the United States Envi-
ronmental Protection Agency [2] had about 1,140 active
ingredients registered,bothorganicor inorganic [3].The author-
ized organic pesticides include several chemical groups or
families [4]. They started being used by the year 1948 in
Mexico with DDT and other organochlorides, followed by
organophosphates, carbamates, pyrethroids, and herbicides
like paraquat and 2,4-D [5].

These compounds are of wide spectrum and show vary-
ing degrees of toxicity, not only for target species, but to
others, unintendedly, including humans [6]. In agriculture,
pesticides are typically applied in mixtures and exposure to
these compounds has been associated with chronic adverse
health effects including neurological (cognitive problems and
Parkinsondisease), reproductive, respiratory (asthma),meta-
bolic (diabetes and obesity), and developmental problems
and cancer [3, 6], particularly infant and childhood leukemia
[7–9] in relation to which they have been described as

promoters [8, 10] since many of them do not induce genetic
damage. Genotoxic effects, however, have been documented
in ecotoxicological [11] and epidemiological studies [12–16],
in animalmodels [17–20], as well as in vitro [21–32]. Biomark-
ers identified include sister chromatid exchanges, chromo-
somal aberrations, micronuclei, and DNA breaks observed
in the comet assay. Furthermore, there are studies suggesting
that pesticides produce translocations associated with child-
hood leukemia [33–35]. So, it is possible that some of these
compoundsmay induce reciprocal translocations which have
been identified in relation to certain subtypes of leukemia,
such as t(4;11), t(8;21), and t(12;21) [10, 36].

These alterations can originate in double strand breaks
(DSB) and the principal repair mechanisms for these lesions
are the canonical nonhomologous end joining (c-NHEJ) and
homologous recombination (HR) [37, 38]. It is known that
ionizing radiation, benzene, and antineoplastic chemicals,
identified as leukemogenic, induce this kind of damage [39–
42]. As pesticides have been related to leukemia [8, 34], we
wanted to ascertain whether they would induce these lesions
that are the primary event in the formation of chromosomal
translocations like the ones described [37].
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The goal of the present study is to determine whether
selected pesticides are capable of inducing DSB in an in vitro
model and the recombinational pathway ensuing this dam-
age.

2. Material and Methods

2.1. Donors. Healthy youngmale donorswere asked to partic-
ipate in the study which was explained to them and then were
asked to donate 3ml of blood. They were 21 to 35 years old,
nonsmokers, and not alcoholics. Previously to donating the
blood, they had not taken medication or were not subjected
to radiation for medical purposes. Blood samples were taken
with heparinized syringes (Monovette, Sarstedt).

2.2. Reagents. Pesticides endosulfan, glyphosate, pentachlo-
rophenol, permethrin, propoxur, and paraoxon and the
metabolites AMPA (aminomethylphosphonic acid, from
glyphosate) and endosulfan lactone (from endosulfan) as
well as etoposide were purchased to Sigma-Aldrich, Mexico
(Table 1). DMSO was purchased from ATCC. The CellTiter
96 AQueous One Solution Cell Proliferation reagent from
PROMEGA was used to determine cytotoxicity. The high
performance chemiluminescence film kit and the Amersham
HyperFilmTM ECLfilm fromGEHealthcarewere used for the
protein analysis.

2.3. Antibodies. Primary antibodies used were mouse anti-
phospho-histone H2AX (Ser 139) and rabbit anti-Rad51
polyclonal antibody, purchased from Millipore; rabbit anti-
Ku80 (phosphoT714) polyclonal antibody from Abcam; goat
anti-Actin (1-19) polyclonal antibody from Santa Cruz. Sec-
ondary antibodies used were Alexa-Fluor 555 goat anti-
mouse from Invitrogen, goat anti-rabbit IgG-HRP, goat anti-
mouse IgG-HRP, and donkey anti-goat IgG-HRP from Santa
Cruz. Mounting medium with DAPI was purchased from
Vectashield.

2.4. Treatments to EvaluateDouble StrandBreaks (DSB). Four
serial dilutions of each pesticide or metabolite, as well for
etoposide, were tested (Table 1). Treatments were done in
duplicate as follows: 250 microliters of whole blood were
placed in 2.25ml of RPMI-1640 and treated with the corre-
sponding compound and concentration for 1.5 h at 37∘C, after
which 3ml of 0.075M KCl was added and incubation was
continued for 30min. Lymphocytes were then fixed accord-
ing to the protocol by Andrievski and Wilkins [43] with
minormodifications; briefly, cells were recovered by centrifu-
gation at 250𝑔 for 10min at room temperature; the superna-
tant was removed and formaldehyde was added at a final con-
centration of 4%. Ten min later, 1ml PBS with 0.12% Triton
X-100 was added, and an incubation of 30min was allowed
at room temperature; thereafter the samples were washed
with 1ml cold PBS supplemented with 4% fetal bovine serum
(FBS) and centrifuged for 8min at 300𝑔 at 0∘C. Supernatant
was discarded and 1ml of cold 50% methanol in PBS was
added. The samples were left at −20∘C all night. Tubes were
then centrifuged at 300𝑔 for 8min at 0∘C, the supernatant

was discarded, 3ml of coldmethanol was added, and samples
were kept at −20∘C until analysis.

2.5. DSB Identification. Phosphorylated histone H2AX foci
were detected by immunofluorescence under the microscope
(Nikon Eclipse 80i). Staining of lymphocyte nuclei was done
according to Watters et al. [44] with minor modifications.
Slides were washed three times with PBS during 30min and
blocked with KCMT buffer with 12% FBS (120mM KCl,
20mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA, and 0.2%
Triton X-100) for 1 h at room temperature. Primary anti-
phospho-histone H2AX (Ser139) diluted 1 : 200 in blocking
solution was added and was left to incubate overnight at 4∘C.
ThreewasheswithKCMTwere done, 15min each. Incubation
with the secondary antibody was done: Alexa-Fluor 555
goat anti-mouse diluted 1 : 500 (in blocking solution) for 1 h
at room temperature. The slides were washed as with the
primary antibody and were rinsed in deionized water before
mounting in DAPI mounting medium. They were analyzed
for gamma-H2AX foci under a fluorescence microscope with
the adequate filters.

Evaluation of foci was done in 2 slides per concentration.
50 cells were evaluated in three different regions per slide and
foci were counted on them; in total 300 cells were evaluated
per treatment. When a nucleus presented 1 or more foci, it
was considered positive, according to Scarpato et al. [45].
The extent of DNA damage was classified in three categories:
percentage of undamaged cells (without gamma-H2AX foci),
with moderated damage (<10 gamma-H2AX foci) and with
severe damage (>10 gamma-H2AX foci). Additionally, the
damage was expressed as mean percentage of gamma-H2AX
positive nuclei.

2.6. Cytotoxicity. Cytotoxicity was tested usingThe CellTiter
96� AQueous One Solution Reagent form PROMEGA and
following the general protocol suggested by the manufac-
turer. Mononuclear cells were isolated from blood using
Histopaque-1077 (Sigma). Cells were plated in 96-well plates,
100,000 cells per well, and treated with the compounds, each
concentration in triplicate. Treatment took place during 1.5 h
at 37∘C, after which the reagent was added and incubated for
3 h at 37∘C and absorbance at 490 nm was recorded using
a 96-well plate reader (Synergy H4 Hybrid, Biotek). The
percentage of survival for each treatmentwas calculated using
the following formula: (Abs490 nm of treatment/Abs490 nm
of negative control) × 100.

2.7. Western Blot Analysis of Proteins Participating in DNA
Recombination. This analysiswas done onlywith compounds
that induced gamma-H2AX foci (Table 1). Three serial con-
centrations were tested in duplicate. Mononuclear cells were
isolated with Histopaque-1077. Treatments were applied to
cells resuspended in 1ml RPMI-1640 (500,000 cells per tube)
during 1.5 h at 37∘C, after which cells were centrifuged at
3000𝑔 for 5min at 4∘C. The supernatant was discarded and
600 microliters of 10% 0.5M sodium azide in PBS was added
and vortexed. Centrifugationwas done again, the supernatant
was discarded, and the cell pellets were kept at −70∘C until
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Table 1: Treatments applied for DSB and protein studies.

Compound Concentrations (𝜇M) CAS number
DNA damage Protein studies

Endosulfan 0, 0.01, 0.08, 0.4, 2 — 115-29-7
Glyphosate∗ 0, 0.4, 2, 10, 50 1.25, 2.5, 5 1071-83-6
Pentachlorophenol∗ 0, 0.03, 0.15, 0.75, 3.75 0.2, 1, 5 87-86-5
Permethrin∗ 0, 8, 40, 200, 1000 8, 40, 200 52645-53-1
Propoxur 0, 0.24, 0.48, 0.96, 1.44 — 114-26-1
AMPA 0, 40, 200, 1000, 5000 — 1066-51-9
Endosulfan lactone∗ 0, 0.08, 0.4, 2, 10 0.017, 0.05, 0.15 3868-61-9
Paraoxon∗ 0, 0.2, 1, 5, 25 1, 5, 25 311-45-5
Etoposide∗ 0, 0.4, 2, 10, 503 10, positive control 33419-42-0
∗These compounds were used for protein studies; 350 microM was used as positive control with each pesticide.

used. Two separated experiments were made per compound,
with two donors each time.

2.7.1. Protein Extraction and Quantification. RIPA lysis solu-
tion containing phosphatase and protease inhibitors was
added to each cell pellet. Samples were then sonicated with
one pulse, incubated in ice for 15min, and centrifuged at
13,800𝑔 for 15min.The supernatant was recovered in a 0.5ml
tube. Five microliters of each sample was placed in a 96-
well plate for protein quantification. The Lowry assay was
performedwith the DC Protein Assay kit (Bio-Rad); the plate
was agitated in the dark for 15min at room temperature. The
concentration was then determined in a plate reader (Ver-
saMax Tunable) at 750 nm. The samples were then stored at
−70∘C until use.

2.7.2. Electrophoresis and Transfer. Phosphorylated Ku80
(phospho-T714) and Rad51 were the proteins evaluated. Beta-
actin was used as internal control. 35 micrograms of total
protein was separated in a 10% SDS-polyacrylamide gel and
transferred to a nitrocellulose membrane (0.45 micrometers,
GE-Healthcare) with a Trans-Blot� SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad). The membrane was incubated with blocking
solution (2% blotting-grade blocker milk in TBS) at 4∘C
overnight and gentle agitation. Two washes were then made
withTBS-1%Tween, 10min each, and onewithTBS for 5min.
The membrane was cut at the appropriate level and incuba-
tion with each primary antibody was separately set at 4∘C
overnight with gentle agitation: rabbit anti-Rad51 (1 : 500 in
blocking solution) or rabbit anti-phosphorylated Ku80 (p-
Ku80) (1 : 1000 in blocking solution). Incubation with pri-
mary antibody goat anti-actin (1 : 1000 in blocking solution)
was done at 28∘C for 1 hr. Membranes were then washed with
TBS-1% Tween three times, 10min each, and with TBS for
5min at room temperature. Incubation with the secondary
antibody was done: goat anti-rabbit IgG-HRP 1 : 3000 (in
blocking solution) for the first two antibodies and donkey
anti-goat IgG-HRP 1 : 3000 (in blocking solution) for the
latter, for 1 h at 28∘C and agitation. Rinsing was made as with
the primary antibodies, and the membranes were exposed
and revealed with a luminescence kit (GE Healthcare).
Acquisition of optical densities was done with Quantity One

software (Bio-Rad), version 4.1.1. Values obtained for each
protein (Rad51 or p-Ku80) were normalized with respect to
beta-actin and the mean of normalized negative controls;
results are presented as the%with respect to normalized neg-
ative controls [46]. Two membranes were done per separated
experiment with each compound tested; that is, four data
itemswere obtained for each concentration of the compounds
analyzed.

2.8. Statistical Analyses. Statistical calculations were realized
with the GraphPad Prism 6 software package: results for
gamma-H2AX foci and optical density from western blot
were evaluated with the Kruskal-Wallis test and Dunn’s mul-
tiple comparison as a post hoc test; the value of etoposide as a
positive control at the concentration of 50 microM was ana-
lyzed withMann–Whitney𝑈 test with respect to the negative
control, establishing a 𝑝 value for significance of <0.05 for all
tests. Cytotoxic effect of treatments was analyzed with linear
regressions, establishing a 𝑝 value for significance of <0.05.

3. Results

3.1. DSB Identification. Among the compounds tested, four
showed a significant effect on the number of cells with
DSB (Table 2), whereas endosulfan, propoxur, and AMPA
showed no effect on this parameter. Pentachlorophenol had a
hormetic behavior, inducing gamma-H2AX foci in the lowest
concentrations, whereas the effect diminished in the highest
(Table 2). As explained in Material and Methods, three
categories of nuclei with foci were enumerated: (1) without
gamma-H2AX foci, (2)with one to ten foci, and (3)withmore
than ten foci or those who had clustered foci which could
not be enumerated. Endosulfan lactone, permethrin, pen-
tachlorophenol, glyphosate, and paraoxon mainly produced
cells showing 1 to 10 foci which were not in relation to the
concentration but showed a similar increase in every concen-
tration tested, paraoxon being the only one which showed
a consistent increase of DSB with increasing concentrations
(R2 = 0.1236, 𝑝 = 0.0321) (Table 2). However, glyphosate
and paraoxon showed an increase of cells with more than 10
foci (Table 2), related to the concentration (linear regression,
R2 = 0.2, 𝑝 = 0.02 for glyphosate; R2 = 0.35, 𝑝 = 0.0003 for
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Table 3: Cytotoxic effect of pesticides and metabolites that induced double-strand breaks.

Compound Survival range (%) R2 F p value∗

Pesticide
Glyphosate 100 to 70 0.252 9.431 0.0047
Permethrin 100 to 100 0.006386 0.06427 0.8050

Pentachlorophenol 100 to 78 0.007 0.092 0.7669

Metabolite Endosulfan lactone 100 to 60 0.6787 25.35 0.0003
Paraoxon 98 to 90 0.1473 2.246 0.1579

Positive control Etoposide 100 to 96 5.388𝑒 − 006 7.004𝑒 − 005 0.9934
∗Linear regression; the positive control was not cytotoxic at the concentration tested, 50 𝜇M.

Table 4: Detection of Ku80 phosphorylated and Rad51 proteins in mononuclear cells treated with pesticides and metabolites that induced
𝛾-H2AX foci.

Compound Dose
(𝜇M)

P-Ku80 Rad51
Mean OD

(SD)
Median
OD 𝑝∗ (chi-squared value) Mean OD

(SD)
Median
OD 𝑝∗ (chi-squared value)

Glyphosate

0 100.00
(34.48) 104.05

0.0297 (7.985)

100.00 (47.93) 104.17

0.4955 (2.559)1.25 200.0 (63.99) 206.20 134.4 (34.57) 122.89
2.5 227.3 (98.69) 190.91 140.8 (41.92) 158.29
5 253.9 (130.40) 205.27a 107.5 (49.28) 113.41

Etoposide∗∗ 214.2 (48.55) 198.21 0.0286b 119.3 (11.74) 84.26 0.6571

Paraoxon

0 100.0 (22.11) 102.55

0.0077 (9.551)

100.0 (50.54) 96.74

0.3812 (3.243)
1 186.64 (39.72) 196.43a 178.8 (73.36) 171.4
5 155.32 (17.06) 159.13a 115.9 (6.84) 113.0
25 154.58 (8.76) 157.79a 180.6 (95.02) 147.7

Etoposide∗∗ 155.4 (63.53) 167.30 0.1044 109.5 (25.86) 98.03 0.6571
∗Kruskal-Wallis test: P-Ku80 was significant in glyphosate and paraoxon; 𝑝 < 0.05; d.f. 3 in all tests; asignificant dose compared with the negative control;
post hoc Dunn’s test: 𝑝 < 0.05; ∗∗Mann–Whitney test: b𝑝 < 0.05; OD: optical density. The results presented correspond to two separate experiments; only
compounds who were positive are presented. See text.

paraoxon). Results for lower etoposide concentrations tested
(0.4, 2, and 10 microM) are not presented in this table but in
the figure presented in Discussion; a significant correlation
with the dose was found, R2 = 0.82 and 𝑝 < 0.0001 for cells
with more than 10 foci.

3.2. Cytotoxicity. The same concentrations used to determine
DSB were used to assess a cytotoxic effect of the five
compounds that produced DSB, finding that glyphosate and
endosulfan lactone reduced the number of viable cells in a
dose-dependent manner (Table 3), going from 100% viability
to 70%with glyphosate and from 100% to 60%, with endosul-
fan lactone. Pentachlorophenol, permethrin, and paraoxon
did not show a cytotoxic effect at the concentrations used.

3.3. Quantification of p-Ku80 and Rad51 Proteins. The five
compounds positive to DSB production were used in a set of
treatments to determine whether DNA recombination would
be induced; pentachlorophenol, even though it induced DSB
only in the lowest concentrations tested, was also included
in these analyses. P-Ku80 was used to evaluate NHEJ and
Rad51, to evaluate HR (Table 4). Glyphosate was found
to significantly induce the presence of p-Ku80 in a dose-
dependent manner (𝑝 < 0.05, Figure 1), whereas Rad51 was

not significantly affected. Paraoxon induced p-Ku80 as well,
however, not in a dose-dependentmanner (Figure 2).The rest
of the compounds tested did not show an effect on neither
of the proteins studied. Etoposide, the positive control,
consistently induced p-Ku80, although with a wide variation
between tests, at the concentration used for this analysis (10
microM) (Figures 1 and 2).

4. Discussion

A search was done to evaluate whether eight known pesti-
cides still in use in our country could induce DSB, a lesion
related to the formation of chromosomal rearrangements and
leukemia risk.

Four of the compounds tested exhibited an ability to
induce this kind of DNA damage, recognized in the form of
phosphorylated H2AX foci in the nuclei of normal human
lymphocytes, in at least two of the concentrations tested.

It is noticeable that etoposide, an antineoplastic agent,
at the concentration used as a positive control of 50 𝜇M,
induced more than 85% of cells with more than 10 foci;
however, in lower concentrations etoposide induced foci in
a comparable manner as was observed with glyphosate and
paraoxon (Figure 3). This amount of damage seems to be
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Figure 1: Graph: p-Ku80 protein increased due to treatments with
glyphosate in a dose-dependent manner (linear regression, 𝑝 <
0.05). Individual concentrations were analyzed by Kruskal-Wallis
and Dunn’s multiple comparison test; the asterisk shows that 5
microM was significantly different from the negative control. The
bottom part shows a representative membrane: lane 1, negative
control; lanes 2–4, pentachlorophenol (0.2, 1.0, and 5microM); lanes
5–7, glyphosate (1.25, 2.5, and 5microM, see graph); lane 8, etoposide
(10 microM).

of relevance in relation to the increase of repair proteins
like p-Ku80, since only glyphosate and paraoxon produced
a significant increase in this protein, whereas the rest of the
compounds that induced lower amounts of gamma-H2AX
foci did not. In this set of experiments to evaluate pro-
teins participating in DNA recombination, treatments with
glyphosate were modified to avoid cytotoxicity, 5 microM
being the highest concentration tested. It should be said that
our results differ from those of Townsend et al. [47] who
found cytotoxicity caused by glyphosate in Raji cells only at
higher concentrations (10mM); this difference indicates that
normal human cells are more sensitive to the toxic effects of
the compound. Etoposide concentration as a positive control
was also lowered to 10 microM to make it more comparable
with the treatments with pesticides. As expected, Rad51 was
not induced by the treatments given to nonproliferating lym-
phocytes. This is consistent with previous reports indicating
that the HR repair mechanism does not participate in DSB
repair in cells in G0/G1 [48–52].

The results presented here point to paraoxon and
glyphosate, an insecticide and a herbicide both organophos-
phates, as inducers of DSB in human cells. Paraoxon is
a metabolite of parathion, a compound classified by the
WHO toxicity classification [53] as Ia, extremely hazardous,
and both are cholinesterase inhibitors, whereas glyphosate
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induced by treatments with etoposide, glyphosate, and paraoxon.
The three compounds induced an increase related to the dose; see
Results for statistical values of linear regression analyses.

toxicity is under discussion in many fora. The treatments
given to the cells in a nonproliferative state induced not only
the breakage of DNA, but also the phosphorylation of Ku80, a
protein that participates in the c-NHEJ repair pathway.These
results agree with those reported in studies with peripheral
blood mononuclear cells with DSB induction by radiation,
Frasca et al. [54] found that Ku80 was phosphorylated prior
to the formation of the Ku70/Ku80 dimer required for the
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initiation of repair, whereas Shelke and Das [55] detected an
upregulation of Ku80 and other proteins that participate in
the c-NHEJ repair mechanism. This c-NHEJ repair pathway
is known for being prone to error, introducingmicrodeletions
or microinsertions which could be mutagenic and alter cell
behavior if they occur in coding or regulatory sequences [56].
This is one possible outcome of the DSB in nonproliferating
cells. Another possibility is that the damage observed was
extensive enough as to induce the intervention of the alter-
native NHEJ (a-NHEJ), via the phosphorylation of Plk-3 and
CtIP, necessary for the activation of a-NHEJ in G0/G1 as
demonstrated by Barton et al. [57]. This pathway has been
demonstrated to be the only one responsible for the formation
of chromosomal translocations, of great concern in the devel-
opment of leukemia, lymphoma, and secondary cancers [51,
56]. Etoposide, our positive control, is well known as a topo
II inhibitor capable of producing complex DSB (defined as-
many DSB in close proximity, [57] in G0, acting in a similar
way as ionizing radiation and producing chromosomal rear-
rangements in all phases of the cell cycle [40, 58]; the damage
induced by this compound in this study was comparable
to the damage induced by paraoxon and glyphosate (DSB
and Ku80 induction), so the question emerging from these
results is whether the outcome for the cells damaged by
paraoxon and glyphosate would be similar to the outcome
of cells damaged by etoposide and they would also induce
chromosomal rearrangements.

5. Conclusions

Eight pesticides were tested for their ability to produce DSB
in nonproliferating lymphocytes and to evaluate whether the
classical recombinational mechanisms of DNA repair would
come into action. Two of them, paraoxon and glyphosate,
were found to produce both DSB and the phosphorylation of
Ku80, a protein participating in the c-NHEJ recombinational
repair pathway.

Theseresults areof importance since these effects occurred
at low concentrations in an acute treatment to the cells. Effects
over longer exposures in actual environmental settings are
expected to produce cumulative damage if repeated events of
recombination take place over time.
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Anexo 2. 

Estudios de leucemia infantil concordante en gemelos monocigóticos con marcadores clonotípicos 

únicos. 
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Anexo 3 

Estudios retrospectivos utilizando Tarjetas Guthrie. 
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