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RESUMEN

Los plaguicidas representan un riesgo para la salud humana ya que se ha demostrado
que algunos de ellos son capaces de inducir genotoxicidad, estrés oxidante y otros
procesos biolégicos que pueden derivar en el desarrollo de enfermedades degenerativas.
En los dltimos afios, se han desarrollado nuevas formulaciones de plaguicidas que
utilizan la nanotecnologia como herramienta para mejorar la eficiencia de los mismos,
modificando las propiedades y el comportamiento de los materiales debido a la
disminucién del tamafo, lo que puede derivar en nuevos mecanismos de toxicidad
desconocidos con materiales a mayor escala. Dentro de la categoria de nanoplaguicidas
se encuentra Ampligo, un insecticida embebido en micro y nanocapsulas en suspension
acuosa. El objetivo del trabajo fue evaluar, mediante el ensayo de micronucleos con
bloqueo de citocinesis, el posible dafio genotdxico y citostatico causado por el plaguicida
Ampligo en su presentacién completa, la fraccion nanométrica (FN) y micrométrica (FM),
en la linea celular de epitelio bronquial humano NL20. Para ello, las fueron expuestas a
tres concentraciones de Ampligo (0.1, 0.5 y 1 uM) por cada fraccién, se registro la
presencia de micronucleos, puentes nucleopldsmicos y brotes nucleares. También, se
obtuvieron el indice de divisiébn nuclear y el indice de proliferacién por bloqueo de
citocinesis, cuantificando la presencia de células mono y multinucleadas para evaluar el
estado mit6tico después de la exposicion las diferentes fracciones de Ampligo. El andlisis
estadistico, se realiz6 en GraphPad Prism version 9.4, empleando las pruebas de
Shapiro-Wilks, Krukall Wallis, ANOVA y la prueba de Tukey, para el andlisis de
genotoxicidad y citostasis. Se consideré significativo valores de p < 0.05. En general, el
plaguicida completo fue el que mayor dafio genotéxico gener6 en todas sus
concentraciones, la FM present6 diferencias significativas s6lo en la concentracion de 1
MM, mientras que con la FN se mostraron diferencias significativas entre todos los
tratamientos. Se registraron diferencias significativas en la frecuencia de brotes nucleares
y no sé registré la presencia de puentes nucleoplasmicos al exponer las células a
Ampligo. Por otra parte, las tres presentaciones empleadas de este compuesto
provocaron diminucion de los valores de los dos indices analizados, mostrando
diferencias significativas vs. el testigo negativo en todas las concentraciones. No se
observaron diferencias entre concentraciones ni entre fracciones. La toxicidad de los
nanomateriales depende de su tamafo, forma y composicion quimica del producto. En
este caso, Ampligo, contiene micro y nanocapsulas que son capaces de generar dafio
genotoxico en las células de epitelio bronquial, sin embargo, el efecto genotbxico es
mayor cuando se utiliza el plaguicida completo, ya que contiene multiples tamafios de
capsulas. Ademas, Ampligo tiene efectos citostaticos ya que fue capaz de alterar la tasa
de division nuclear independientemente del tamafio de las capsulas.



INTRODUCCION

l. Plaguicidas

Segun el Cadigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucion y Uso de
Plaguicidas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (mejor conocida como FAO, por sus siglas en inglés) (2010), los plaguicidas
son cualquier sustancia o mezcla de ellas destinadas a prevenir, destruir o controlar
cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedades, especies de plantas o animales,
gue causan perjuicio o interfieren en cualquier actividad de interés. Dentro de éstos se
incluyen sustancias reguladoras del crecimiento de los insectos o de las plantas;
defoliantes; desecantes; agentes para establecer, reducir o prevenir la caida prematura
de la fruta y sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para
proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte
(Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

Por tanto, la finalidad de los plaguicidas es destruir ciertos organismos Vivos,
constituyéndose asi como un grupo particular de los biocidas que puede alcanzar una
capacidad letal amplia (FAO, 2010). Se consideran como una herramienta econémica y
eficiente para el manejo de plagas (Singh et al., 2018).

Clasificacion de Plaguicidas

El término plaguicida engloba una enorme cantidad de compuestos naturales o
sintéticos que pueden clasificarse en funcion de sus caracteristicas principales como son
toxicidad, vida media del ingrediente activo, persistencia en el ambiente, estructura
guimica, modo de accion y el organismo al que van dirigidos (Mahmood et al., 2016).

La toxicidad es la capacidad del plaguicida de producir dafio intenso a la salud a través
de una o mdultiples exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente breve. La
toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLso) 0 de la concentracion letal media
(CLso), los cuales dependen de la presentacion del producto, la via de entrada (oral,
dérmica, respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad y el sexo (Ramirez y Lacasafia,
2001). Entre todas las categorias de pesticidas, los insecticidas se consideran los mas
toxicos, mientras que los fungicidas y herbicidas ocupan el segundo y tercer lugar en la
lista de toxicidad (Mahmood et al., 2016).



Por otro lado, la vida media se refiere al lapso requerido para que se degrade la mitad
del ingrediente activo del plaguicida aplicado. Mientras que, la persistencia especifica la
capacidad del plaguicida de permanecer en el ambiente por un periodo de tiempo limitado
después de su emision, reteniendo sus caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales
(Jdquez et al., 2014).

Conforme a su estructura quimica, los plaguicidas se clasifican principalmente en
compuestos organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrinas, piretroides,
neonicotinoides y compuestos inorganicos que contienen azufre, cobre o mercurio, entre
otros (Ramirez y Lacasafa, 2001; Mahmood et al., 2016).

Por ultimo, por el organismo blanco se dividen principalmente en: herbicidas que actian
sobre las malezas; insecticidas para el control de insectos, incluyendo huevos vy larvas;
fungicidas y bactericidas que previenen la propagacion de microorganismos causantes
de enfermedades (Lira et al., 2018).

Importancia de los Plaguicidas

El uso de plaguicidas es una actividad comuan alrededor del mundo, ya que son
empleados tanto en actividades agricolas como domésticas, por lo que es relativamente
facil encontrarlos en productos alimenticios y en el ambiente (Mahmood et al., 2016). De
acuerdo a informacién de la Organizacion Mundial de la Salud (2022), en el mundo son
utilizados mas de mil diferentes plaguicidas actualmente.

Enfermedades como la malaria, fiebre amarilla, peste bubdnica, la fiebre tifoidea, entre
otras, se han mantenido bajo control debido al uso efectivo de los plaguicidas. Se estima
gue estos productos han prevenido la muerte de alrededor de 7 millones de personas en
todo el mundo, debido al control de las poblaciones de organismos vectores de
enfermedades (Mahmood et al., 2016).

Estas sustancias, también juegan un papel importante en mantener la productividad de
los cultivos al prevenir su perdida provocada por la presencia de algun tipo de plaga (Zhao
et al.,, 2017). Segun la FAO (2022), el control de plagas ha restaurado el 30 % de la
produccion total de productos agricolas, lo que ha provocado un aumento en el uso de
plaguicidas. Solo en 2020, 2.7 millones de toneladas de plaguicida fueron utilizadas
alrededor del mundo. Asi, mejorar el rendimiento de los cultivos evita la expansion de
tierras agricolas (Mahmood et al., 2016).



Por otra parte, los plaguicidas ayudan a proteger los bosques y habitats de vida silvestre,
de plantas e insectos invasores y otras plagas, incluso, el uso doméstico de insecticidas
mejora las condiciones sanitarias de los hogares (Mahmood et al., 2016).

Efectos Ambientales del Uso de Plaguicidas

Para disminuir las pérdidas econdmicas y mejorar la productividad de los cultivos,
los agroquimicos se han empleado de forma excesiva e indiscriminada. En consecuencia,
los riesgos asociados al uso de los plaguicidas han superado sus efectos benéficos
(Mahmood et al., 2016; Lira et al., 2018).

Por ejemplo, los plaguicidas pueden generar efectos adversos en especies a las que no
estan destinados, afectando la biodiversidad animal y vegetal, las redes alimentarias y
los ecosistemas acuaticos Yy terrestres (Mahmood et al., 2016). Adicionalmente, el uso
descontrolado de plaguicidas conduce al deterioro del suelo, la degradacién de
ecosistemas, la contaminacion del ambiente y la generacion de resistencia hacia ciertos
plaguicidas de insectos y patégenos (Lira et al., 2018). Por otro lado, los plaguicidas
liposolubles hacen que se desarrolle un fendmeno conocido como “bioamplificacién”, que
se refiere al proceso por el que estas sustancias son absorbidas en los tejidos grasos de
los animales y resulta en la persistencia del plaguicida en la cadena alimentaria durante
largo tiempo. Por tanto, cuanto mayor sea el nivel tréfico, mayor sera la concentracion de
plaguicidas (Mahmood et al., 2016).

Efectos en la Salud del Uso de Plaguicidas

A pesar de que los plaguicidas han contribuido a la disminucion de ciertas
enfermedades, su uso indiscriminado y a largo plazo ha tenido efectos graves para la
salud, ya que la exposicion a estos productos quimicos ha aumentado considerablemente
(Mahmood et al., 2016).

La aplicacion de plaguicidas a menudo no es especifica, por lo que se producen
exposiciones involuntarias de organismos no objetivo incluidos los seres humanos. Los
organismos jovenes y en desarrollo son particularmente susceptibles a los efectos
nocivos de los plaguicidas, incluso a niveles muy bajos de exposicién. Cada afio se
registran alrededor de tres millones de casos de intoxicacion por plaguicidas y doscientos
veinte mil muertes, principalmente en los paises en desarrollo (Singh, 2017).



Los efectos de los plaguicidas en la salud son muy variables ya que dependen de la
exposicion y toxicidad del producto. Pueden aparecer en dias y son de naturaleza
inmediata o pueden tardar meses o afios en manifestarse y, por lo tanto, se denominan
efectos cronicos o de largo plazo (Mahmood et al., 2016).

La exposicion cronica puede causar dafios en el higado, los pulmones y los rifiones,
efectos neuroldgicos, como pérdida de coordinacion y memoria, capacidad visual y
sefalizacion motora, dafios en el sistema inmunoldgico, alteraciones en los niveles de
hormonas reproductivas, lo que da como resultado muerte fetal, defectos de nacimiento,
aborto espontaneo e infertilidad (Singh, 2017).

De igual manera, pueden inducir genotoxicidad, inmunosupresion, estrés oxidante,
inflamacion, generar alteraciones en la modulacion de receptores hormonales y otras
respuestas biolégicas adversas, que son caracteristicas importantes de los carcin6genos
(Leon et al., 2019).

De hecho, se ha encontrado una mayor cantidad de residuos de plaguicidas en el torrente
sanguineo de pacientes con cancer en comparaciéon con individuos sin la enfermedad.
Como resultado, los plaguicidas se han asociado con leucemia, cancer de cerebro,
linfoma, cancer de mama, prostata, ovarios y testiculos (Mahmood et al., 2016).

Por lo tanto, existe la urgente necesidad de cambiar la forma en la que se usan los
agroquimicos por otros que sean mas amigables a la salud y con el ambiente, puesto que
se considera que el nivel actual de conocimiento no es suficiente para comprender los
efectos del uso de plaguicidas en la salud humana, su persistencia en el medio, el
transporte y la bioacumulacion (Amjad et al., 2018; Lira et al., 2018).

. Nanotecnologia y Plaguicidas

Se ha reportado que menos del 0.1 % del total del plaguicida convencional aplicado,
llega al objetivo biolégico, lo que se traduce en una alta ineficiencia (Zhao et al., 2017).
Es por eso que, con el fin de mejorar este problema, la nanotecnologia ha sido una
herramienta auxiliar en el desarrollo de nuevas formulaciones de plaguicidas.

El término “nanotecnologia” describe una gama de metodologias realizadas a escala
nanometrica con grandes aplicaciones en diversas industrias. La nanotecnologia abarca
la fabricacion, manipulacion y aplicacion de materiales, sistemas y procesos que operan
a una escala que va desde atomos y moléculas hasta materiales de entre 1 a 100
nanometros (Organization for Economic Cooperation and Development, sf.).



La nanotecnologia ha surgido como un avance tecnoldgico-cientifico que puede
proporcionar herramientas novedosas en el sector agricola, en particular, siendo auxiliar
en la generacion de nuevas formulaciones de plaguicida a escala nano (Lira et al., 2018),
aunque también se han creado reguladores del crecimiento vegetal y fertilizantes
potencialmente mas eficientes que los usados actualmente (Lugo-Medina et al., 2010).

En los ultimos afios, ha aumentado el uso de nanomateriales debido a que existe una
diferencia considerable en las propiedades de las entidades de tamafio nanométrico
contra aquellas de mayor tamafo y de igual composicidon quimica (Lugo-Medina et al.,
2010). Son muy prometedores en la formulacion de plaguicidas debido a su tamafio
pequefio, gran area de superficie y propiedades modificadas, lo que puede aportar
mejoras benéficas en las propiedades y el comportamiento de los plaguicidas, como la
solubilidad, dispersion, estabilidad, movilidad y administracion en los organismos blanco
(Zhao et al., 2017).

Entonces, se considera que un nanoplaguicida es cualquier plaguicida que
intencionalmente incluye materiales en el rango de tamafio nanométrico y que se afirma
gue posee propiedades novedosas asociadas con su tamafio (Kah et al., 2013; Anandhi
et al., 2020;). Actualmente, se pueden encontrar a la venta plaguicidas que contienen
ingredientes activos nanométricos, y muchas de las principales firmas agroquimicas del
mundo como Bayer, DuPont, Syngenta y otras empresas, llevan a cabo investigaciones
para el desarrollo de nuevas férmulas de plaguicidas a nanoescala (ETC group, 2004,
Zhao et al., 2017).

Dado que no todas las sustancias pueden manipularse para formar un nanomaterial, en
ocasiones, las formulaciones de nanoplaguicidas se desarrollan mediante el uso de un
ingrediente activo junto con estructuras nanométricas como nanocapsulas, polimeros o
nanoparticulas derivadas de metales, 6xidos metéalicos y arcillas, o reciben tratamientos
con surfactantes o tensoactivos para formar nanoemulsiones (Kookana et al., 2014; Kah
et al., 2013).

Segun Wang et al. (2022), los nanoplaguicidas se pueden clasificar en:

» Tipo 1: son aquellos a base de metales, por ejemplo, Ag, Cuy Ti.

» Tipo 2: aquellos que incluyen materiales en los que los ingredientes activos estan
encapsulados por nanoestructuras, entre los que se encuentran los polimeros,
arcillas y nanoparticulas.

Una ventaja de las nuevas formulaciones a escala nano es que liberan los ingredientes
activos en respuesta a desencadenantes ambientales y demandas biologicas a traves de
la entrega dirigida o mecanismos de liberacion controlada (Zhao et al., 2017). Por



ejemplo, hay nanocépsulas disefiadas para abrirse en respuesta a la luz solar, el calor o
condiciones alcalinas en el tubo digestivo de los insectos (Lugo-Medina et al., 2010).
Asimismo, el uso de nanoplaguicidas aumentan la eficacia de los ingredientes activos,
extendiendo la duracion del efecto, reduciendo la dosis requerida y mejorando la
estabilidad de las cargas de plaguicidas al ambiente (Zhao et al., 2017).

En particular, el encapsulamiento de los plaguicidas consiste en atrapar el ingrediente
activo dentro de una cubierta polimérica hueca y se ha aplicado a la fabricacion de
plaguicidas comerciales durante afios para producir formulaciones de suspension de
capsulas con tamafios de particulas promedio en la escala de micras (Meredith et al.,
2016).

Sin embargo, al confinar el ingrediente activo en capsulas de polimero de tamafo
nanometrico cambia la distribucion biolégica y la persistencia de la sustancia quimica, en
relacion con particulas de tamafio micrométrico de la misma composicion, ya que, es
conocido que los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién, estan
influenciados por el tamafio del xenobiético. De acuerdo con Zhao et al. (2011) las
particulas mayores de 500 nm son absorbidas por fagocitosis, mientras que particulas de
menor tamafio son absorbidas por pinocitosis. Ademas, se ha demostrado que las
microesferas poliméricas con diametro entre 2 y 3 ym aumentan la fagocitosis en
comparacion con particulas mas grandes a esta medida o mas pequefas de la misma
composicién (Champion et al., 2008).

Por lo tanto, es probable que el encapsulamiento de una sustancia en estructuras de
escala nano puede dar lugar a alteraciones en la toxicocinética de los nanomateriales en
comparacion con aquellas de tamafio micrométrico y las no encapsuladas (Meredith et
al., 2016).

En la agricultura, la nanotecnologia ha realizado el encapsulamiento de ingredientes
activos de fertilizantes, herbicidas, fungicidas, insecticidas y nutrientes (Lira et al., 2018).

Nanoplaguicida Ampligo

Un ejemplo de nanoplaguicida de venta libre es Ampligo, el cual es de los
insecticidas de aplicacidn foliar que contiene dos ingredientes activos, A-cihalotrina y
clorantraniliprol, con distinto modo de acciébn. Ampligo esta conformado por
microcapsulas en suspension, dentro de las cuales se encuentran los ingredientes activos
(Syngenta México, 2022).

En México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) clasifica a Ampligo en la categoria toxicologica 3, donde su riesgo es
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moderadamente toxico y esta autorizado para la aplicacion en cultivos de pepino, melén,
calabacita, calabaza, sandia, jitomate, chile, papa, tomate, aguacate, nogal, lechuga,
manzano, peral, maiz, y sorgo.

Respecto a sus ingredientes activos, A-cihalotrina pertenece al grupo de los plaguicidas
piretroides que se utiliza para el control de insectos como afidos, larvas y adultos de
coleopteros y larvas de lepidépteros (He et al., 2008). Actua a nivel del sistema nervioso
de los insectos, alterando el funcionamiento de las neuronas al interactuar con el canal
de sodio (Syngenta México, 2022). Especificamente, penetra en la cuticula del insecto,
interrumpiendo la conduccién nerviosa en cuestiobn de minutos, lo que posteriormente
lleva a la pérdida de control muscular, paralisis y eventual muerte del insecto (He et al.,
2008).

Por otro lado, clorantraniliprol es miembro de las bisamidas o diamidas antranilicas,
presenta actividad insecticida sobre un amplio rango de plagas de lepidépteros, dipteros,
isdpteros, hemipteros y coledpteros (Bentley et al., 2010). Interviene en el proceso de
contraccion muscular de los insectos, actuando como activador de los receptores de
rianodina, activando la liberacién de calcio en los musculos y causando letargo, paralisis
y muerte del insecto (Maero y Anguiano, 2018).

Ambos compuestos se encuentran contenidos en capsulas con tecnologia Zeon, la cual
consiste en la produccion de microcdpsulas de aproximadamente 2.5 micrémetros de
diametro con paredes de polimeros entrelazados, donde el ingrediente activo permanece
dentro de las c4psulas durante su uso, lo que ofrece mayor proteccion a los usuarios. Se
considera que la tecnologia Zeon tiene la capacidad de mejorar el rendimiento del
plaguicida al mantenerlo encapsulado durante un periodo prolongado y le permite
adherirse a la superficie de la planta mejor que su contraparte genérica, ademas de
mejorar su cobertura (Perrin, 2000; Syngenta, 2015).

La pared de la cdpsula encierra al ingrediente activo disuelto en una pequefia cantidad
de aceite aromatico, cuya velocidad de liberacién puede controlarse variando el tamafio
de las particulas, el grosor y la densidad de reticulacion de la pared (Wege et al., 1999).

A pesar de las ventajas reportadas por los fabricantes de nanoplaguicidas, hay riesgo de
generar algun tipo de dafio en organismos no objetivo como los seres humanos, debido
a que las nanoestructuras son capaces de atravesar paredes y membranas celulares por
su tamafio, el cual es comparable al de muchas estructuras celulares, biomoléculas u
organelos, por lo que es de esperarse que ocurran ciertas interacciones entre ellos y los
sistemas biolégicos (Yanamala et al., 2013).

No obstante, los efectos y mecanismos de toxicidad de los nanoplaguicidas no se han
dilucidado por completo, pero se ha comprobado que estan relacionados con la dosis, la
nanoestructura, composicion, tamafio de particula y su estructura quimica (Aslani et al.,

8



2014; Cano y Mendoza, 2017). Es por eso el interés para investigar los mecanismos por
los cuales los nanoplaguicidas ocasionan algun efecto adverso.

Ademas, varios estudios han establecido asociacion entre la exposicion ocupacional a
plaguicidas y la presencia de aberraciones cromosomicas, intercambios de cromatidas
hermanas y/o micronicleos, los cuales son considerados biomarcadores de dafio
genotoxico (Goémez-Arroyo et al., 2000; Garaj-Vrhovac y Zeljezic, 2001; Martinez-
Valenzuela et al., 2009).

Por esta razon, el biomonitoreo genotoxicolégico en poblaciones humanas es de las
herramientas recurridas para estimar el dafio al material genético ocasionado por
exposicidon a dichas sustancias. Aunque la OMS establece que ningun plaguicida
actualmente empleado en el control de plagas en productos alimenticios es genotéxico,
si considera que se pueden generar efectos adversos cuando se rebasa cierto nivel de
exposicion (OMS, 2022).

. Dafio Genotoéxico

El dafio genotdxico se origina como consecuencia de la modificacion de la estructura
del ADN debido a la interaccion con agentes xenobidticos (fisicos, quimicos o bioldgicos)
gue pueden dafiar al material genético tanto en la interfase como durante la division
celular de las células sométicas o de las células germinales, o de ambas, que resultan en
alteraciones en las mismas (Ruiz de Arcaute et al., 2021). En los organismos eucariotas,
el dafio genético en las células somaticas puede desencadenar procesos carcinogénicos,
mientras que en las células germinales puede afectar negativamente a la reproduccién o
provocar mutaciones hereditarias (Phillips y Arlt, 2009).

Los agentes genotdxicos son capaces de generar aductos, rupturas, mutaciones
puntuales, fusiones, inserciones, amplificaciones de genes, reordenamientos
cromosomicos, cambios cromosémicos numéricos, defectos en la segregacion
cromosomica, entre otros procesos (Phillips y Arlt, 2009; Mohamed et al., 2017). Aunque
el término genotbéxico es mas amplio, ya que incluye los agentes que inducen no sélo
mutaciones sino cualquier otro tipo de dafio relacionado con en el ADN celular (Mudry y
Carballo, 2006).

Con el fin de visualizar y cuantificar las alteraciones al material genético relacionadas con
la exposicion a xenobidticos se pueden llevar a cabo diferentes tipos de pruebas o
bioensayos, los cuales ayudan a conocer el potencial de causar genotoxicidad (Ruiz de
Arcaute et al., 2021). En esta categoria, se incluyen pruebas que miden la capacidad de
las sustancias para dafiar el ADN o a los componentes celulares que regulan el genoma,
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como el huso mitético, las topoisomerasas, los sistemas de reparacion del ADN y las ADN
polimerasas, por mencionar algunos (World Health Organization, 2021).

Particularmente, los estudios de poblaciones humanas expuestas a plaguicidas se han
centrado esencialmente en evaluar biomarcadores de dafio genotéxico como las
aberraciones cromosomicas, la frecuencia de micronlcleos y el intercambio de
cromatidas hermanas (Bolognesi, 2003).

Durante la division celular, el ADN contenido en el nacleo celular se replica y divide
equitativamente dando lugar a dos células hijas. Este proceso puede desarrollarse de
manera incorrecta debido a errores durante la replicacion y posterior division del ADN, a
roturas cromosomicas y por exposicién a agentes genotoxicos, lo que puede derivar en
pérdida de material genético. Cuando esto ocurre, el material genético no se incorpora
correctamente al nucleo de la célula hija y da lugar a la formacién de un nuevo nucleo de
menor tamafo que el ndcleo principal, denominado micronucleo, MN (Zalacain et al.,
2005). La deteccion de MN es ampliamente utilizada debido a que la metodologia es
sencilla y la cuantificacidon es relativamente rapida (Kanagaraj et al., 2017).

IV. Biomarcadores de Dafio Genotdxico y Ensayo de Micronucleos con
Bloqueo de Citocinesis

Los biomarcadores son caracteristicas objetivas y cuantificables de los procesos
biolégicos (Strimbu y Tavel, 2010). A nivel nuclear, la formacion de MN, puentes
nucleoplasmicos (PN) y brotes nucleares (BrN) durante la division celular, son
considerados biomarcadores de dafio genotoxico.

Micronucleos

Los MN son estructuras extranucleares morfolégicamente similares al ndcleo
celular principal, rodeadas por una doble membrana dentro de la que se encuentra
material genético. Aunque muchos MN muestran una morfologia similar, tienen contextos
gendmicos diferentes y, debido a su pequefio tamafio, no tienen suficiente material
cromosoémico para formar un genoma funcional (Balmus et al., 2015; Willan et al., 2018).

Los MN se originan a partir de fragmentos de croméatidas o cromosomas aceéntricos (CrA),
asi como de cromatidas o cromosomas completos (CrC). Los CrA se originan por una
reparacion incorrecta de rupturas de doble cadena del ADN o, en menor proporcion, por
la ausencia de reparacion de dicha ruptura cuando la carga de dafio al ADN excede la
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capacidad de reparacion de la célula dentro de un periodo de tiempo especifico. La
propension a la reparacion incorrecta aumenta si la via de reparacion de ADN por
recombinaciéon homéloga es disfuncional o si existen defectos en las enzimas de la via
de unién de extremos no homologos. También se ha demostrado que los MN de
fragmentos acéntricos pueden originarse cuando se forman, extienden y rompen PN
durante la telofase (Fenech et al., 2011).

Por su parte, los MN derivados de CrC se forman cuando éstos no son incluidos en los
nacleos de la progenie al término de la telofase mitdtica debido a deficiencias en la
segregacion cromosémica durante la anafase. Lo anterior ocurre debido a fallas en la
unién del cinetocoro con los microtubulos del huso mitético, por la ausencia o dafio de
centrémeros, deficiencias en la polimerizacion o despolimerizaciéon de los microtubulos
del huso, hipometilacién de citosinas en secuencias centromeéricas y paracentroméricas
que alargan las regiones repetidas y disminuyen la tension entre cinetocoro y microttbulo,
defectos genéticos en las proteinas requeridas para la mitosis y para el punto de control
del ensamblaje del huso, duplicacibn anormal del centrosoma y por configuraciones
centroméricas que generan tensién insuficiente en la unién del huso al cinetocoro, o bien,
configuraciones centroméricas inactivantes del punto de control del ensamblaje del huso
(Cimini et al., 2003; Mateuca et al., 2006; Fenech et al., 2011; Balmus et al., 2015).

La alta exposicion a sustancias genotéxicas, radiacion ionizante, agentes formadores de
aductos de ADN, agentes interferentes centroméricos o inhibidores de la polimerizacion
de microtubulos, asi como una gran produccion de metabolitos endégenos resultado del
estrés metabodlico o una deficiencia de micronutrientes, cofactores de enzimas de
replicacion y reparacion, son factores que pueden promover, de forma individual o
sinérgica, la ocurrencia de los errores previamente mencionados que llevan a la
generacion de CrA, CrCy, finalmente, de MN (Willan et al., 2018;Fenech, 2020).

Una vez formados los MN, hacia el final de la telofase se genera una envoltura nuclear
alrededor del cromosoma(s), croméatida(s) o fragmento(s) rezagado(s), que en conjunto
y de manera gradual, asumen la morfologia del nucleo interfasico, pero con tamafio
menor al del nacleo principal de la célula (Fenech, 2000); por lo que en una célula se
pueden encontrar uno o mas MN.

Frecuentemente, los MN se desarrollan en células de pacientes con trastornos
hereditarios, como la ataxia-telangiectasia y la anemia de Fanconi. Aunque también se
pueden encontrar en células cancerigenas y en células expuestas a agentes genotoxicos,
ya que son un reflejo de inestabilidad cromosomica (Balmus et al., 2015; Chmielewska et
al., 2018).
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Puentes Nucleoplasmicos y Brotes Nucleares

El fallo en la reparacion de roturas de doble cadena de ADN, las fusiones de
extremos teloméricos o algunos agentes de dafio genotdxico (oxidantes enddgenos,
radiacion ionizante e hidrocarburos arométicos policiclicos) pueden provocar
translocaciones robertsonianas o inversiones paraceéntricas que llevan a la fusion de dos
segmentos cromosomicos, cada uno con un centrémero, originando un cromosoma
dicéntrico que se une a dos cuerpos opuestos del huso durante la divisién celular
(Kravtsov et al., 2000; Nussbaum et al., 2015; Fenech et al., 2011; Hartwell et al., 2011).

Esto ocasiona que los dos centrémeros de una misma cromatida sean jalados hacia cada
polo durante anafase, dobldndose la regién intracentromérica sobre si misma y
formandose asi, en la telofase, un puente de cromatina entre los dos ndcleos denominado
PN. Eventualmente, la membrana nuclear envuelve tanto a los dos nucleos, como al PN.
La tension ejercida sobre el PN ocasionara uno de tres posibles eventos:

i.  Ruptura en fragmentos acéntricos y dicéntricos durante la citocinesis que pueden
reorganizarse en el siguiente ciclo celular (generando inestabilidad cromosémica).

ii. Liberacion del cromosoma dicéntrico de uno de los dos polos, arrastrandose hacia
el polo opuesto y dejando a una de las dos células hijas con un cromosoma entero,
el cual faltaré en la otra.

ii.  Liberacién del anclaje microtubular de ambos polos y permanencia en el ecuador
de la célula, quedando excluido de los nucleos principales e incorporado en un MN
(Pampalona et al., 2010; Fenech et al., 2011).

Por otra parte, los BrN pueden ser considerados como un tipo de expansion del nacleo
debido a la expulsion de ADN no deseado que puede ser producto de amplificaciones de
éste, o bien, que contenga ADN que permanecié libre en citoplasma y que fue capturado
por la membrana nuclear, asi como ADN excesivo que extruye del nlcleo durante la
division celular. Asimismo, la rotura de un PN también puede dar origen a un BrN (cuando
los fragmentos resultantes se encogen hacia los nucleos). La exposicion a radiacion
gamma o deficiencias de acido folico son promotores de la formacion de BrN (ademas de
todos los factores mencionados en PN, cuando éstos dan origen a los primeros).
Morfologicamente, los BrN son bastante similares a un MN, con la excepcion de que
contiene fragmentos intersticiales o terminales sin regiones centroméricas o teloméricas
y de que se ubica mas proximo a un nucleo principal debido a que se encuentra
conectado a él mediante una parte de material nuclear (Dutra et al., 2010; Fenech et al.,
2011).
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Observacion de Biomarcadores de Daino Genotoxico

La observacion de los biomarcadores de dafio genotoxico antes descritos requiere
de la finalizacién de la division celular para que puedan ser distinguidas como entidades
separadas de los nucleos de las células hijas. Para ello, Fenech y Morley (1985)
desarrollaron el ensayo de MN con bloqueo de citocinesis (MNBC), el cual se basa en la
adicion de citocalasina B (Cyt-B) que inhibe la polimerizacion de la actina necesaria para
la formacién del anillo de microfilamentos que constrifie el citoplasma y divide a los dos
ndcleos de las células hijas durante la citocinesis, teniendo como resultado la
acumulacion de células en un estado morfologico binucleado (Fenech, 2020).

El ensayo de MNBC de “citoma” de inestabilidad cromosdmica (Figura 1), implica que
para cada célula observada habra una evaluacion del estado de citotoxicidad (necrosis,
apoptosis), el estado mitético (mononucleado, binucleado o multinucleado) y el dafio
cromosomico (MN, PN y BrN) (Fenech, 2007).

i EXPOSICION A XENOBIOTICO

GENOTOXICIDAD ] | CITOTOXICIDAD
MN BrN PN Necrosis Apoptosis

Figura 1. Representacion esquematica de los eventos citotdxicos y genotdxicos que pueden ser
observados con el ensayo MNBC. Cuando hay dafio citotoxico, las células entran en procesos de
apoptosis 0 necrosis, principalmente. Mientras que los agentes genotéxicos provocaran dafio
homonimo que resultara en la formacion de micronucleos (MN), puentes nucleoplasmicos (PN) y
brotes nucleares (BrN). Mas informacion en Fenech (2007) y Migliore et al. (2014) . Imagen
realizada en BioRender.com
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Para determinar la citotoxicidad en células expuestas a los xenobibéticos, en el ensayo de
MNBC se pueden cuantificar células en apoptosis 0 necrosis. En la primera, las células
se caracterizan por la contraccion de citoplasma, redondeo celular, pérdida de polaridad,
formacion de cuerpos apoptéticos, condensacion de cromatina contra la envoltura nuclear
y fragmentacién. En cambio, la necrosis esta determinada por aumento del volumen
celular, vacuolizacion de citoplasma, cambios en la morfologia nuclear sin condensacion
de cromatina y ruptura de membrana plasmética (Chaabane et al., 2013).

Para conocer el efecto citostatico de ciertas sustancias sobre las células, se pueden
calcular el indice de division nuclear (IDN), que indica el nimero de nucleos por célula,
y el indice de proliferacion por bloqueo de citocinesis (IPBC) que indica el promedio
de divisiones por célula.

Ambos indices proporcionan una medida del estado proliferativo de las células y los
posibles efectos citostaticos de los agentes examinados en el ensayo (Fenech, 2007,
Roszak et al., 2016). Para obtener el IDN y el IPBC se realiza el conteo de 500 células
en las que se determina la frecuencia de células con uno, dos, tres o cuatro nucleos.

El IDN se calcula de acuerdo con la férmula propuesta por Eastmond y Tucker (1989):
IDN = (M1 + 2(M2) + 3(Ma) + 4(Ma)) / N
Mientras que el IPBC se obtiene con la siguiente formula:
IPBC = (M1 + 2(M2)+ 3(M3+Ma)) / N

En ambos casos, M1, M2, M3 y Marepresentan el numero de células que presentan entre
uno a cuatro nucleos por célula y N se refiere al nimero total de células cuantificadas.

El menor valor posible en el IDN es 1, que se obtiene si las células no se han dividido
durante el periodo de bloqueo de citocinesis y, por lo tanto, se encuentran en estado
mononucleado. Si las células completaron una division nuclear y, por lo tanto, estan en
estado binucleado (BN), el valor de IDN deberia ser 2. Este valor solo puede ser > 2 si
una proporcion sustancial de células ha completado mas de una division nuclear durante
la fase de blogueo de citocinesis y, por lo tanto, contiene mas de dos nucleos (Fenech,
2007). Por lo tanto, valores superiores a 1.8 indican que el ritmo de la division celular es
normal, valores < 1.5 indican ritmo bajo de division y, valor de 1 muestra cese en el ritmo
de la division celular (Fenech, 2000; Paz- Trejo et al., 2022).

14



Las ventajas del ensayo de MNBC incluyen:

e Sencillo y rapido de realizar.

e Posee alta confiabilidad y reproducibilidad.

e En lineas celulares, presenta gran poder estadistico debido a que se elimina la
variacion interindividual al estimarse una gran cantidad de células.

e Evalla diversos efectos adversos en el material genético: inestabilidad
cromosOmica, eventos clastogénicos y aneugénicos, proliferacion y muerte
celular. Sin embargo, debe mencionarse que el ensayo MNBC puede que no
llegue a identificar el total de eventos producto de dafio genotdxico, como las
translocaciones reciprocas simétricas (aunque si las asimétricas).

e Proporciona una medida del reordenamiento cromosémico en el analisis de PN
(Thomas et al., 2003; Mauteca et al., 2006; Fenech, 2007).

Para aumentar la especificidad del ensayo de MNBC, la deteccion de cinetocoro y de las
regiones centromeéricas del MN permiten determinar el origen del contenido de MN (CrA
o CrC). Lo anterior se realiza a traves de inmunofluorescencia con anticuerpo anti-
cinetocoro humano (producido por pacientes con el Sindrome de Crest) y mediante
Hibridacion Fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés), respectivamente.
Cuando una o ambas pruebas resultan negativas, se puede concluir que el MN contiene
fragmentos acéntricos (Russo et al., 1992). Otra técnica de evaluacion de biomarcadores
para PN es el reconocimiento de regiones subteloméricas en fusiones de telomeros con
sondas especificas para la cuantificacion de PN producto de fusiones teloméricas,
aunque también ayuda a cuantificar los PN resultado de roturas de doble cadena de ADN
cuando dicha prueba resulta negativa (Fenech, 2007).

En el Cuadro 1, se enlistan los criterios de seleccion descritos por Fenech et al. (2003) y
Fenech (2007) de células binucleadas (BN) para la evaluacion de MN, PN y BrN mediante
el ensayo de MNBC, con el fin de obtener un conteo confiable y objetivo del estado
celular.
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Cuadro 1. Criterios de seleccién para la evaluaciéon y cuantificacion de células binucleadas
(BN), micronucleos (MN), puentes nucleopldsmicos (PN) y brotes nucleares (BrN).

BN
Los nucleos deben
tener membranas
nucleares intactas y
estar dentro del mismo
limite citoplasmatico.

Los nucleos deben ser
de aproximadamente el
mismo tamafio, patrén
e intensidad de tincion.

Los ndcleos pueden
estar unidos por un
puente nucleoplasmico.

Los ndcleos pueden
tocarse, pero lo ideal es
gue no se superpongan
entre si. Se consideran
si los limites nucleares
de cada nucleo se
distinguen.

La membrana de la
célula BN debe estar
intacta y claramente
distinguible del limite
citoplasmatico de las
células adyacentes.

MN
El diametro de los MN
puede variar entre 1/16 y
1/3 del diametro de los
nacleos principales.

Deben tener forma
redonda u ovalada.

No son refractarios por lo
gue deben distinguirse
facilmente de estructuras
como las particulas
colorantes.

No deben estar
conectados a los
nucleos principales.

Pueden tocar a los
ndcleos principales, pero
no superponerse.

El limite del MN debe
distinguirse del limite
nuclear.

Deben tener la misma
intensidad de tincion que
los ndcleos principales,
aunque la tincion puede
ser mas intensa.

PN
El ancho de un puente
nucleoplasmico puede
variar, pero por lo
general no supera %
del diametro de los
nuacleos.

Debe tener las mismas
caracteristicas de
tincion de los nucleos
principales.

Puede haber mas de
un puente
nucleoplasmico dentro
de una célula BN.

Una célula BN con un

puente nucleoplasmico

puede contener uno o
mas MN.

Los PN se punttan
preferentemente en
células BN con nucleos
claramente separados
porque es dificil
observar un PN cuando
los nucleos se tocan o
se superponen.

BrN

Son similares a los

MN en apariencia,
con la excepcion de
gue estan conectados
al nucleo a través de
un puente que puede
ser ligeramente mas

estrecho que el
diametro del brote.

Generalmente tienen
la misma intensidad
de tincion que los MN.

Ocasionalmente,
pueden parecer
ubicados dentro de
una vacuola
adyacente al nucleo.

Si es dificil determinar
si la anomalia nuclear
observada es un MN
gue toca el nucleo o
BrN, es aceptable
clasificarlo como este
altimo.

Mas informacién en Fenech et al., 2003 y Fenech, 2007.
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V. Linea Celular NL20

La linea celular NL20 (ATCC CRL-2503), cuya morfologia se muestra en la Figura 2, es
derivada de un bronquio humano sano inmortalizado y por tanto no es tumorigénica
(Schiller et al.,1994). Las células fueron inmortalizadas mediante la transfeccion de un
plasmido del antigeno T grande del virus SV40 el cual tiene como funcién inactivar a las
proteinas de los genes p53 y retinoblastoma (Yeager, 1999), con la finalidad de mantener
al maximo las propiedades fisiologicas, bioquimicas y genéticas en cultivos posteriores
(Ortiz, 2019). De acuerdo con su distribuidor, las células conservan sus caracteristicas y
funciones hasta el pase 250 (ATCC, sf.).

ATCC Number: CRL-2503
Designation:  NL20

Low Density S bars 100w High Denalty ' T Seale Bar = 100um
Figura 2. Cultivo de células NL-20. A la izquierda se observa el cultivo de células con baja densidad
y a la derecha se observa el cultivo de células con alta densidad (ATCC, sf.).
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ANTECEDENTES

Se ha reportado que A-cihalotrina presenta actividad genotoxica y en particular
clastogénica. En células de médula 6sea de ratas Wistar expuestas a este quimico
incrementa la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales y de MN (Celik et
al., 2003), mientras que in vitro la exposicion de linfocitos humanos a A-cihalotrina induce
aberraciones cromosOmicas y rompimientos en la cadena de ADN (Naravaneni y Jamil,
2005).

De la misma manera, Saleem et al. (2014) con el ensayo de Ames hallaron que A-
cihalotrina presenta actividad mutagénica dependiente de la dosis. Por ultimo, se ha
observado que este insecticida disminuye la concentracion de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y provoca dafio genotdxico en células de la
glandula tiroides (Al-Amoudi, 2018).

El insecticida A-cihalotrina estad clasificado por la OMS en la categoria Il, como
moderadamente toéxico (WHO, 2020). Sin embargo, debido a su riesgo para los
organismos acuaticos y artropodos que no son su objetivo, ha sido prohibido en el
mercado europeo desde 2021 (Ganilho et al., 2022).

Por otro lado, Bentley et al. (2010) realizaron varias pruebas in vitro e in vivo para
determinar el potencial genotoxico de clorantraniliprol a diferentes concentraciones. Las
pruebas incluyeron ensayos de mutacion de genes bacterianos (ensayo de Ames en
Salmonella typhimurium y Escherichia coli) y de mamiferos (células de ovario de criceto
chino), ensayos de aberraciones cromosomicas en linfocitos humanos y de MN en células
de ratén, obteniendo resultados negativos en todos los estudios, lo que indica que el
clorantraniliprol no causa dafio genotdxico. Clorantraniliprol esta clasificado por la OMS
en la categoria U, improbable que presente toxicidad aguda con uso normal (WHO, 2020).

En el caso de los nanomateriales, al poseer la capacidad de atravesar las membranas
biolégicas e ingresar a las células, logran interactuar con algunos componentes celulares.
Especificamente, pueden penetrar en el nucleo por difusion a través de la envoltura
nuclear (si es que su tamafio lo permite), a través de los poros nucleares o ingresar
durante la division celular en el momento en que la membrana nuclear se disuelve y luego
se regenera en cada célula hija. Al llegar al nucleo, los nanomateriales pueden interactuar
de manera directa con el ADN o sus proteinas asociadas y causar dafio estructural (Singh
et al., 2009). Chen y Vonmikecz (2005), hallaron que las nanoparticulas de silice (SiO2)
son capaces de ingresar en el citoplasma de las células epiteliales. No obstante, solo las
nanoparticulas de entre 40 y 70 nm de diametro son capaces de ingresar al nucleo
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celular. Ahi, las nanoparticulas inducen la formacion de agregados de proteinas
intranucleares, lo que inhibe la replicacion, la transcripcion y la proliferacion celular.

Por otro lado, el dafio al ADN causado por los nanomateriales puede surgir a través de
mecanismos indirectos, lo que quiere decir que los nanomateriales no interactuan
fisicamente con la molécula de ADN, sino con proteinas que inducen respuestas
celulares que conducen a la genotoxicidad, entre las que se encuentran el estrés
oxidante, inflamacion y disfunciones en la sefalizacion celular (Singh et al., 2009). Dentro
de los diferentes tipos de nanoestructuras que se han desarrollado, las nanoparticulas
como el fullereno Ceso (Molécula conformada por 60 &tomos de carbono acomodados de
manera esférica (Kharissova y Méndez, 2002)), son capaces de unirse al sitio activo de
las enzimas e inhibir su actividad, como en el caso de la enzima glutatiéon S-transferasa,
cuya funcion esta relacionada con el metabolismo de xenobi6ticos y en la proteccion del
organismo contra los radicales libres, lo cual podria aumentar el estrés oxidante dentro
de las células y generar efectos citotoxicos (Yanamala et al., 2013).

De igual manera, las nanoparticulas pueden interferir con las funciones de otros
componentes celulares como los microtubulos y centrémeros, lo que resulta en
disfunciones del huso mitético, fragmentacion de los cromosomas, formacion de células
sin nucleo o multinucleadas y generacion de mutaciones. También pueden afectar las
funciones de otros organelos, ya que su organizacion y localizacion en la célula esta
influenciada por el citoesqueleto, ademas de tener un papel fundamental en la division
celular (Sargent et al., 2009; Yanamala et al., 2013).

Meredith et al. (2016) compararon la toxicidad inducida por A-cihalotrina en suspension
concentrada, conformada por micro y nanocapsulas, contra los efectos del ingrediente
activo sin encapsular, evaluando los efectos neurotoxicos en el de pez cebra (Danio
rerio), considerando la presencia de temblores, alteraciones en el desarrollo embrionario
y mortalidad. Ambas presentaciones de A-cihalotrina provocaron alteraciones en el
desarrollo embrionario y mortalidad en los peces, sin presentar diferencias por el tamafio
de cépsula. Sin embargo, el ingrediente activo no encapsulado provocé una cantidad
significativamente menor de peces que experimentaron temblores, los cuales tuvieron
menor duracién, en comparacion con las fracciones del producto encapsulado. Esto
altimo sugirié, que el tamafio de la capsula no influia en la respuesta téxica de la A-
cihalotrina, pero si la presencia o ausencia de las capsulas.

Por su parte, Paz-Trejo et al. (2022) realizaron la caracterizacion quimica vy fisica de
Ampligo, describiendo que el plaguicida esta conformado por capsulas dentro de las
cuales se encuentran los dos ingredientes activos, cuya presencia también fue
confirmada. Asimismo, empleando microscopia electronica de transmision, observaron
que las capsulas presentaban morfologia esférica y determinaron que la cubierta de la
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capsula estad constituida por el polimero poliurea-formaldehido. Ademas, mediante
centrifugacion se logro determinar que Ampligo puede descomponerse en dos fracciones
de capsulas con escala de tamario diferente: fraccién con capsulas de diametro en escala
micrométrica (fracciobn micrométrica, FM) y capsulas de didametro en la escala
nanomeétrica (fraccion nanométrica, FN), presentando un diametro promedio de las
capsulas de 2.2 £ 0.123 ym y 384 £ 96 nm, respectivamente.

En este trabajo también evaluaron la capacidad genotoxica de Ampligo con el ensayo
cometa y el MNBC, ambos en linfocitos de sangre periférica. Con dicho ensayo
encontraron que la presentacion completa del plaguicida generé mayor dafio genético
observado en los pardmetros del momento de la cola y del porcentaje de ADN en la cola
de los cometas en todas las concentraciones empleadas, en comparacion con las dos
fracciones de cdpsulas contenidas en el plaguicida. Y, en el caso del CBMN, las capsulas
de la FN generd mayor dafio genotoxico que las de la FM y que el plaguicida completo.
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JUSTIFICACION

El uso de plaguicidas es un practica comun y necesaria para el mantenimiento de los
cultivos en el mundo. A pesar de que desde hace varios afios se ha sefialado que el uso
indiscriminado de estas sustancias provoca efectos adversos en el ambiente, en la
diversidad de los organismos no objetivo y en la salud humana. Es por eso que las
empresas agroquimicas se han dado a la tarea de desarrollar nuevas formulaciones que
mejoren la eficacia de los plaguicidas para disminuir su diseminacion en el ambiente.
Dentro de las estrategias propuestas, los nanoplaguicidas son una herramienta
innovadora que promete cumplir con el manejo de las plagas sin las consecuencias ya
conocidas de las viejas formulaciones de plaguicidas. Sin embargo, al disminuir el tamafio
de los materiales o estructuras a escala nano, éstos adquieren caracteristicas y
comportamientos diferentes a los ya conocidos que, si bien han sido estudiados, no se
conoce por completo el tipo de interacciones que tienen en los seres vivos y no se puede
suponer que tendran los mismos efectos que los plaguicidas convencionales.

Lo anterior es preocupante porque existen personas, especialmente los trabajadores
agricolas, que estan expuestos a sustancias que contienen entidades que, debido a su
tamanfo, tienen el potencial de ingresar a las células e interactuar con estructuras o
moléculas como el ADN y provocar algun tipo de dafio o estrés, que pueden derivar en
el desarrollo de enfermedades degenerativas. Hasta el momento, México no cuenta con
mecanismos regulatorios sobre los efectos perjudiciales provocados por los
nanomateriales hacia la salud de la poblacion y el ambiente (Saldivar, 2022).

El plaguicida Ampligo se comercializa en forma de microcapsulas en suspensioén acuosa
dentro de las que se encuentran sus dos ingredientes activos. Sin embargo, Paz--Trejo
et al. (2022) demostraron que dentro de sus componentes también se pueden encontrar
capsulas de tamafio nanométrico con tendencia a inducir dafio genotoxico en linfocitos
humanos. De acuerdo a lo anterior, este trabajo pretende evaluar los efectos celulares
de Ampligo en otro tipo celular, como es el caso de las células de epitelio bronquial, ya
que la inhalacion es la via principal de exposicion a los plaguicidas.

Al evaluar el dafio genotéxico de Ampligo con el ensayo MNBC, se podrian conocer los
posibles efectos del uso de nanoplaguicidas en los organismos y aportar evidencia para
la regulacién de los nanomateriales ya que en un topico que debe ser tratado de manera
prioritaria. Con el fin de impedir que mas personas estén expuestas de manera
indiscriminada y desinformada a este tipo de sustancias.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el dafio genotodxico y citostatico causado por el plaguicida encapsulado
Ampligo en su presentacion completa, asi como en su fraccion nanométrica y
micrométrica, en la linea celular de epitelio bronquial NL20, mediante el ensayo de MN
con blogueo de citocinesis.

Objetivos particulares

e Obtener las particulas nanométricas y micrométricas presentes en el plaguicida
Ampligo.

e Observar y cuantificar la presencia de biomarcadores de genotoxicidad como
MN, PN y BN en células NL20 expuestas a las micro y nanocaspulas de Ampligo.

e Evaluar los posibles efectos citostaticos provocados por la exposicion a
particulas nano y micrométricas de Ampligo mediante los indices de division y
proliferacion, IDN e IPBC en células NL20.

e Determinar la relacién del tamafio de particula con el dafio genotoéxico.

HIPOTESIS

Debido a su tamafio y a su capacidad para ingresar a la célula, las nanocapsulas del
plaguicida Ampligo seran capaces de provocar dafio genotdxico y citotoxico mayor que
las particulas micrométricas o el plaguicida completo, dicho efecto se evidenciara con la
formacion de MN, PN, BrN y con cambios la proliferacion celular.
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MATERIALES Y METODO

Cultivo Celular

Para realizar los experimentos se utiliz la linea celular NL20 (ATCC CRL-2503),
una linea inmortalizada, no tumorigénica derivada de epitelio bronquial humano.

El cultivo celular se realizé en medio HAM F-12 (In Vitro, S.A., México) complementado
con suero fetal bovino (Biowest, EUA) al 5 %, L-glutamina (In Vitro, S.A., México) a 2 mM,
aminoacidos no esenciales (In Vitro, S.A., México) a 0.1 nM, penicilina-estreptomicina (In
Vitro, S.A., México) al 0.001_mg/mL, insulina (In Vitro, S.A., México) a 0.005 mg/mL,
hidrocortisona (Sigma, EUA) a 500 ng/m y factor de crecimiento epidérmico (GoldBio,
EUA) a 10 ng/mL.

El vial de células se mantuvo en congelacion hasta el momento de uso. Antes de
sembrarse, las células se descongelaron e incubaron en frascos de cultivo de 25 cm? con
5 mL del medio de cultivo suplementado, a 37 °C y 5 % de CO2, hasta obtener una
confluencia minima del 70-80 % (Figura 3).

Figura 3. Imagen representativa de células NL20 cultivadas en el laboratorio con una confluencia
aproximada del 70 %.

Al alcanzar la confluencia deseada, las células se despegaron del frasco de cultivo
agregando 5 mL de una dilucion de tripsina-verseno (In Vitro, S.A., México) con solucion
salina 1:9. Posteriormente, se centrifugaron a 1,600 rpm por 8 minutos, se eliminé el
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sobrenadante y el boton de células fue resuspendido en 1 mL de medio suplementado
para realizar el conteo celular.

En este paso, se preparo una mezcla con 10 pL de colorante azul tripano, 40 uL de medio
de cultivo suplementado y 10 pL de la suspension de células. Con ayuda de la cAmara
de Neubauer, se contabilizé6 el numero de células presentes en 10 pyL de la mezcla
previamente preparada y se determind el numero de pL de la suspension celular
necesarios para sembrar 60,000 células, las cuales fueron expuestas a los diferentes
tratamientos experimentales.

Obtencion de los Diferentes Tamafios de Particulas del Plaguicida

Las células fueron expuestas al plaguicida Ampligo, cuya formulacién esta
compuesta por A-cihalotrina al 5 % y clorantraniliprol al 10 %, en suspensién concentrada.
Registro: RSCI-INAC-0177-312-085-005.

Con el proposito de separar los diferentes tamafios de particula de Ampligo ®, se utilizé
la metodologia empleada por Paz-Trejo et al. (2022). Por lo cual, se realizé una dilucion
del plaguicida con agua Milli-Q filtrada hasta obtener una concentraciéon de 1 g de
ingrediente activo/L. En el caso de Ampligo que presenta dos ingredientes activos, las
concentraciones se determinaron a partir de la concentracion reportada de A-cihalotrina.
Al obtener la concentracion de 1 g de A-cihalotrina/L, la disolucién fue centrifugada a
3,050 rpm por 10 min. El sobrenadante representd la fraccion nanométrica y el botén
resuspendido en agua Milli-Q filtrada constituy6 la fracciébn micrométrica de cdpsulas. En
cuanto al plaguicida completo, se utilizd la dilucion de 1 g de A-cihalotrina/ L sin
centrifugar.

Establecimiento de Concentraciones

Se realizé una curva de concentracidén-respuesta con el fin de determinar la
viabilidad de las células NL20 expuestas al plaguicida completo, la FM y la FN de
Ampligo, para establecer las concentraciones para los posteriores experimentos. En una
placa de 96 pozos, se sembraron 16,000 células NL20 en cada pozo, las cuales fueron
expuestasa 1, 5, 10, 15y 20 yM de A-cihalotrina; cada experimento se hizo por triplicado.
Después se llevo a cabo el ensayo de viabilidad celular con la tincion de cristal violeta. El
porcentaje se establecio a partir de las mediciones de absorbancia de cada pozo
determinadas por el lector de placas (H READER 1, HLab) a una longitud de onda de 595
nm.
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Disefio Experimental

La exposicion al plaguicida se realizé en placas de cultivo de 6 pozos donde, a
partir de la curva de concentracién-respuesta, se determiné el uso de 1, 0.5 y 0.1 uyM
como concentraciones para las dos fracciones de capsulas y para el plaguicida completo.
En cada pozo se colocd un cubreobjetos previamente tratado con poli-L-lisina, en el que
se sembraron 60,000 células. Cada placa contenia un testigo negativo, un testigo positivo
y las tres concentraciones a probar para las dos fracciones de capsulas y para el
plaguicida completo. Como testigo negativo se utilizaron las células NL20 en el medio de
cultivo HAM F-12 (In Vitro, S.A., México) suplementado sin presencia de plaguicida.
Como testigo positivo, se utilizaron células NL20 expuestas a bleomicina (Teva, México)
a 1 yg/mL. Se realizaron en total 6 repeticiones de cada placa por tratamiento.

Ensayo de Micronucleos con Blogueo de Citocinesis (MNBC)

En la Figura 4 se muestra la secuencia de pasos desarrollada para el MNBC. Las 60,000
células se dejaron crecer en los cubreobjetos dentro de las placas por 24 h. Pasado ese
tiempo, se expusieron a 1, 0.5 y 0.1 yM de Ampligo en presentacion completa, la FM y
FN. A las 24 h de exposicidn, se retird el plaguicida cambiando el medio de cultivo y se
agrego Cyt-B (Cayman Chemical, EUA) a 3 pg/ mL. Las células se dejaron crecer por 24
h mas.

Al término de esas Ultimas 24 h, las células se fijaron con metanol absoluto para
posteriormente llevar a cabo la tincion. De las seis repeticiones realizadas, tres de ellas
fueron tefiidas con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) mediante el medio de montaje
Vectashield (Vector Laboratories, EU) y las tres restantes se tifieron con el colorante
Giemsa (Merck, EU).

En los cubreobjetos tefiidos con DAPI se realizé el conteo de 1,000 células BN que
permitieron evaluar la presencia de MN, BrN y PN. Las observaciones se realizaron en el
microscopio de fluorescencia (Zeiss) con un filtro de 352—477 nm a 400 aumentos

En los cubreobjetos tefiidos con colorante Giemsa se observaron 500 células para
evaluar el estado mono y multinucleado de las células con el fin de obtener el IDN vy el
IPBC. Las observaciones se realizaron en el microscopio optico de campo claro (Zeiss)
a 400 aumentos.
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Figura 4. Secuencia de pasos realizados durante el desarrollo del MNBC. La exposicién celular se
realiz6 24 h después del cultivo de células en las placas de 6 pozos. A las 48 h se afiadié Cyt-B para
inhibir la citocinesis. Finalmente, a las 72 h de cultivo se realiz6 la fijacion y tincion de las células
para su posterior observacion y conteo. Imagen realizada en BioRender.com

Andlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico, se obtuvo la Media + Error Estandar de MN, BrN y PN, asi
como para el IDN e IPBC. Primero, se realizd la prueba de normalidad de Shapiro—Wilk
en los dos conjuntos de datos. Los datos de genotoxicidad no presentaron distribucion
normal, por lo que se llevd a cabo la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis para
determinar las diferencias entre las concentraciones y contra el testigo negativo dentro
de cada presentacion del plaguicida, p < 0.05 se consideré estadisticamente significativo.

Los indices presentaron distribucién normal, por lo que se realiz6 la prueba ANOVA para

determinar las diferencias entre concentraciones vs. el testigo negativo. Todos los
andlisis se realizaron en el software GraphPad Prism version 9.4.
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RESULTADOS

Ensayo de Viabilidad Celular con Cristal Violeta

En la Figura 5, se muestra la curva de concentracién-respuesta, en la cual se
evalué la viabilidad celular con la tincién de cristal violeta. En la gréafica se puede observar
que el porcentaje de viabilidad de las células expuestas al plaguicida completo tiende a
disminuir conforme aumenta la concentracién. Sin embargo, para las fracciones del
plaguicida, se observa que a la concentracion de 5 uM la viabilidad celular incrementa y
posteriormente disminuye conforme aumenta la concentracion de los tratamientos.
También se muestra que en las concentraciones de 10 uM y 20 uM de la fraccion micro,
la viabilidad es menor al 50 %. Lo mismo se observa en la concentracién de 20 uM del
plaguicida completo.

Para los posteriores experimentos, se consideraron las concentraciones en las que el
plaguicida completo y las fracciones generaron un porcentaje de viabilidad celular mayor
al 50 %, es decir, 1 y 5 uM. Sin embargo, en la concentracién de 5 UM no se encontré
presencia significativa de dafio genotéxico (datos no mostrados), por lo que las
concentraciones finales a utilizar para cada tratamiento fueron <1 uM; 0.1, 0.5y 1 uM.
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Figura 5. Curva de concentracion-respuesta que muestra el porcentaje de viabilidad de las células
NL20 expuestas a 1, 5, 10, 15 y 20 yM de Ampligo en su presentacion completa (linea amarilla), de
la fraccion de capsulas micrométricas (linea azul) y nanométricas (linea verde).
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Evaluacion del Daio Genotoéxico

La Figura 6 muestra imagenes representativas de células NL20 expuestas a
Ampligo tefiidas con DAPI. En A, By C, se observan células BN, en D, E y F se sefiala
con las flechas rojas la presencia de células BN con un MN y, en G,H, | se observan
células BN con BrN. A pesar de que también se intent6é cuantificar la presencia de PN,
no se logré la observacion de este biomarcador en ninguna de las concentraciones de
las tres presentaciones del nanoplaguicida.
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Figura 6. Células NL20 expuestas a Ampligo y evaluadas con el ensayo de MNBC donde se
observan: células BN (A, B, C); células BN con un MN, sefialados con la flecha roja (D, E, F) y
células BN con un BrN, sefialado con la flecha amarilla (G, H, I). Las células fueron tefiidas con

DAPI y las observaciones se realizaron en el microscopio de fluorescencia a 400 aumentos ( 352—
477 nm.
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En el Cuadro 2, se muestran las frecuencias de MN, BrN y PN observados en las células
expuestas a la presentacion completa de Ampligo. Se puede notar que la concentracion
de 1 uM fue la que provocd mayor cantidad de MN, seguida de la concentracion 0.5 uM
y 0.1, es decir, conforme aumenta la concentracion de Ampligo, incrementa el nimero de
MN. Sin embargo, solo las concentraciones de 1 uM y 0.1 yM evidenciaron diferencias
significativas vs. el testigo negativo (p < 0.05). En el caso de los BrN, se observé que la
concentracion 0.1 uM provocé la mayor cantidad de los mismos, ademas hubo diferencias
significativas contra el testigo negativo (p< 0.05), sin embargo, la cantidad obtenida de
BrN fue muy baja. No se observaron PN en ninguna de las concentraciones de la
presentacion del plaguicida completo.

Cuadro 2. Frecuencia de micronticleos (MN), brotes nucleares (BrN) y puentes nucleoplasmicos
(PN) inducidos por la exposicion a tres concentraciones de la presentacion completa de
Ampligo en células NL20.

Células BN con

Ampligo Células BN con MN BrN Células BN con PN
A-cihalotrina  Clorantraniliprol Media * E.E. Media * E.E. Media * E.E.
Testigo Negativo 11.33+0.01 0 0
Testigo Positivo 73.33+£0.13 17.33+£0.25 0.67 £0.01
1uM 2 uM 31.00+0.24° 1.67 £0.04 0
0.5 uM 1uM 28.00 £ 0.27 1.00 £ 0.03 0
0.1 uM 0.2 uM 19.00+£0.14 &® 2.00+£0.03° 0

2 Indica diferencia significativa vs. el testigo negativo.
b Indica diferencia significativa vs. 1 uM.
Se considerd p < 0.05 como valor estadisticamente significativo.

En el Cuadro 3, se muestran las frecuencias MN, BrN y PN observados en las células
expuestas a la fraccién de capsulas micrométricas de Ampligo. En este caso, la media
de MN fue mayor en la concentraciéon de 0.1 uM, seguido de 0.5 uM y 1 uM, es decir, la
cantidad de MN disminuy6 conforme aumenté la concentracion de la FM. Solo en 1 uM
se evidenciaron diferencias significativas contra el testigo negativo (p < 0.05). Como en
el caso de las células expuestas a la presentacion completa, los BrN solo mostraron
diferencias significativas en la concentraciéon de 0.1 uM (p < 0.05), aunque con un namero
pequefio de éstos en la muestra. De la misma forma, no se registraron PN en ninguna de
las concentraciones empleadas.

29



Cuadro 3. Frecuencia de microntcleos (MN), brotes nucleares (BrN)y puentes nucleoplasmicos
(PN) inducidos por la exposicidn a tres concentraciones de fraccion de capsulas de tamafo
micrométrico (FM) de Ampligo en células NL20.

Células BN con

Ampligo Células BN con MN BrN Células BN con PN
A-cihalotrina  Clorantraniliprol Media * E.E. Media * E.E. Media * E.E.
Testigo Negativo 8.33+0.131 0.33+0.018 0
Testigo Positivo 54.33 £ 0.079 18.00 £ 0.192 0
1uM 2 uM 16.00 £ 0.031° 0.33+£0.018 0
0.5 uM 1-uM 20.67 +0.329 1.33+0.036 0
0.1 uM 0.2 uM 21.33 +0.286 2.00 £ 0.000° 0

Los datos se muestran como media * error estandar.
2 Indica diferencia significativa vs. el testigo negativo.
Se considerd p < 0.05 como valor estadisticamente significativo.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos de la exposicén de las células NL20
a la fraccion de capsulas de Ampligo de tamafio nanométrico. La cantidad de células BN
con MN fue mayor en la concentracion de 1 uM y fue disminuyendo a la par de la
concentracion. En este caso, todas las concentraciones utilizadas provocaron diferencias
significativas en la presencia de MN y , ademas, también se mostraron diferencias entre
concentraciones (p < 0.05). El numero general de BrN aumentd en comparacién con las
otras dos presentaciones del plaguicida, existiendo diferencias significativas en 1y 0.5
MM vs. el testigo negativo pero sin ser lo suficientemente alto su valor (p < 0.05). De
nueva cuenta, no hubo presencia de PN en ninguna concentracion.

Cuadro 4. Frecuencia de microntcleos (MN), brotes nucleares (BrN) y puentes nucleoplasmicos
(PN) inducidos por la exposicion a tres concentraciones de la fraccion de capsulas de tamaino
nanométrico (FN) de Ampligo en células NL20.

Células BN con

Ampligo Células BN con MN NBUD Células BN con PN
A-cihalotrina Clorantraniliprol Media * E.E. Media * E.E. Media * E.E.
Testigo Negativo 7.67 £0.048 0.33+£0.018 0
Testigo Positivo 45.50£0.111 12.00£0.178 0
1uM 2 uM 19.67 £ 0.048° 2.67 £0.048° 0
0.5 uM 1uM 15.00 £ 0.031*° 1.67 £0.018° 0
0.1 uM 0.2 uM 14.00+0.031b¢ 1.33+0.048 0

2 Indica diferencia significativa vs. el testigo negativo.

b indica diferencia significativa vs. 1 pM.

¢indica diferencias significativas vs. 0.5 pM.

Se considerd p < 0.05 como valor estadisticamente significativo.
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De acuerdo a los resultados presentados, es posible mencionar que en general la
presentacion completa de Ampligo fue la que generé mayor cantidad de MN en todas sus
conccentraciones, resultando ser la mas genotoxica. La FN provoco valores altos de MN
en comparacion con el testigo negativo, aunque con menor cantidad de MN en
comparacion con el plaguicida completo.

Evaluaciéon del dafo citostatico.

En la Figura 7 se muestran imagenes representativas de el andlisis citostatico que se
realizo en las células NL20 expuestas a las tres presentaciones de Ampligo a diversas
concentraciones. Para el analisis citostético, se realizo el conteo del numero de células
con uno, dos, tres y cuatro nucleos principales, es decir, células mononucleadas,
binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas, respectivamente.

A | B
8

Figura 7. Células NL20 tenidas con colorante Giemsa. En A se observan células mononucleadas,
en B se aprecia una célula binucleada, en C se puede ver una célula trinucleada y D muestra una
célula tetranucleada. Las observaciones se realizaron en el microscopio 6ptico a 400 aumentos.

En el Cuadro 5, se muestran los valores obtenidos para el IDN y el IPBC para cada
presentacion del plaguicida, en sus respectivas concentraciones (media * error estandar).
En general, se puede observar que al exponer las células a Ampligo completo y a la FN,
el valor de ambos indices tiende a aumentar conforme disminuye la concentracion, sin
embargo, esta tendencia no se observa en la FM.
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Todas las concentraciones empleadas para cada fraccion y presentacion completa de
Ampligo, tuvieron valores menores que el testigo negativo, lo cual fue confirmado con el
andlisis estadistico en donde se observaron diferencias significativas entre las
concentraciones vs. el testigo negativo (p < 0.05). Asimismo, se notd que el valor de los

indices es similar

entre fracciones,

estadisticamente (p < 0.05).

las cuales no mostraron ser

diferentes

Cuadro5. indice de division nuclear (IDN) e indice de proliferaciéon por bloqueo de citocinesis (IPCB) de células
NL20 expuestas a tres concentraciones de la presentacién completa, la fraccién de capsulas micrométricas (FM) y

nanométricas (FN) de Ampligo.

) IDN IPBC
Ampligo
Completo FM FN Completo FM FN
. A- i clorantraniliprol | Media + EE Media = EE Media = EE | Media t EE Media £ EE Media t EE
cihalotrina
Testigo negativo 1.848 £ 0.002 1.815 + 0.000 1.844 +0.002 ]1.834+0.002 1.806+0.000 1.830+0.001
Testigo positivo 1.638+0.000 1.569 +0.001 1.601+0.001 |J1.627+£0.000 1.567+0.001 1.597 +£0.000

1uM 2 uM
0.5 uMm 1uM
0.1 uMm 0.2 uMm

1.514 +0.001 @
1.596 + 0.002 @
1.573+0.002 2

1.610 + 0.000 @
1.594 +0.000 2
1.601 + 0.000 @

1.598 + 0.005 @
1.631 + 0.006 2
1.673+0.002 2

1.514 +0.001 2
1.592 +0.002 @
1.570 +0.002°

1.605 +0.000 2
1.592 +0.008 2
1.598 + 0.000 2

1.596 + 0.005 °@
1.627 +0.006°@
1.670 +0.002

2 Indica diferencia significativa vs. el testigo negativo.

Se considerd p < 0.05 como valor estadisticamente significativo.
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DISCUSION

La nanotecnologia es una herramienta que le ha permitido a los plaguicidas
convencionales la adquisicion de nuevas propiedades para mejorar sus efectos en contra
de las plagas y el ambiente. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha demostrado que
muchos de los nanomateriales empleados en la formulacion de los nanoplaguicidas
poseen la capacidad de ingresar a diferentes organismos para los que no fueron
disefiados y, en consecuencia, desencadenar efectos adversos en las células y en los
componentes celulares.

El significado biologico de la aparicion de MN se refiere a alteraciones en la hebra de
ADN que conducen a la formacién de fragmentos cromosomicos acéntricos o
cromosomas completos rezagados en la interfase (Fetoui et al., 2013), los cuales pueden
emplearse como indicadores de exposicion a xenobidticos que, a largo plazo, puede
incrementar la posibilidad de desarrollar algun tipo de efecto adverso sobre la salud.
Particularmente, la exposicion de los sistemas bioldgicos a los nanomateriales puede
inducir genotoxicidad (Singh et al., 2009).

En este trabajo, se evallto el nivel de dafio genotdxico y citostatico provocado por el
plaguicida Ampligo, el cual, de acuerdo con Paz-Trejo et al. (2022), esta constituido por
micro y nanocépsulas, dentro de las que se encuentran embebidos los dos ingredientes
activos que lo conforman. Esperando que, por su tamafio, las nanocapsulas produjeran
mayor dafio genotdxico en comparacion con las microcapsulas y el plaguicida completo.

Para ello, el primer paso fue determinar las concentraciones a usar en cada tratamiento
con el ensayo de viabilidad con cristal violeta, el cual mediante la capacidad de
adherencia de las células epiteliales permite determinar de manera indirecta su viabilidad.
Cuando una célula muere pierde la adherencia al sustrato y disminuye la cantidad de
colorante cristal violeta que se puede detectar por medio del lector de placas, el cual mide
la absorbancia de las células que restan en el cultivo, determinando asi la cantidad de
células vivas después de la exposicion al agente citotdéxico (Feoktistova et al., 2016).

Como se mostré anteriormente, se tomaron en cuenta las concentraciones de plaguicida
gue mantuvieron el porcentaje de viabilidad mayor al 50 % en las tres presentaciones de
Ampligo a probar, esto de acuerdo a lo recomendado por Kirsch-Volders et al. (2000),
donde la concentracion mas alta a examinar deberd inducir al menos el 50 % de
citotoxicidad. Por lo tanto, las concentraciones consideradas fueron de 1y 5 yM.

Sin embargo, al realizar la evaluacion de genotoxicidad en las células expuestas a 5 uyM
de las tres fracciones, no se observo la presencia de biomarcadores, por lo que se
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determind que esa concentracion no era ideal para llevar a cabo el MNBC. El analisis de
viabilidad con cristal violeta arrojé informacion de la citotoxicidad que puede estar
ejerciendo Ampligo en las células NL20.

Las pruebas de citotoxicidad evaluan el dafio celular debido tanto a cambios
intracelulares, como en la proliferacion celular, metabolismo celular, integridad de la
membrana, morfologia celular, necrosis y apoptosis (Drasler et al., 2017). Este analisis
no proporciona informacion sobre el dafio al ADN, su importancia radica en determinar el
nivel del efecto general dentro de las células, que ayuda al establecimiento de las
concentraciones que afectan la viabilidad de las células.

Una vez que se establecieron las concentraciones, se procedié a determinar el dafo
genotdxico de Ampligo y de las fracciones de cdpsulas que lo conforman con el ensayo
MNBC. Los resultados mostraron que, en general, el plaguicida completo fue el que
provoc6 mayor dafio genotoxico en comparacion con las fracciones de capsulas. Pero,
dentro de las fracciones, la FN generé dafio significativamente mas alto que la FM en las
tres concentraciones evaluadas.

Estos resultados contrastan con la informacién presentada por Paz- Trejo et al. (2022),
en cuyo trabajo se expusieron linfocitos de sangre periférica humana a cuatro
concentraciones Ampligo (15, 20, 25 y 30 uM) para cada tratamiento. En el ensayo de
MNBC, los autores obtuvieron que la presencia de MN fue superior en las células
expuestas a la FN y FM en comparacion con la presentacion completa, la cual no genero
MN. Igualmente, observaron mayor presencia de PN y BrNs en linfocitos expuestos a la
FN y FM en comparacion con el plaguicida completo. No obstante, al evaluar la
genotoxicidad de Ampligo con el ensayo cometa, los resultados muestran que el
plaguicida completo es el responsable de provocar la mayor cantidad de dafio al ADN en
comparacion con las fracciones de capsulas. De acuerdo a los autores, esta discrepancia
en los resultados se debe a que las nanocapsulas contenidas en el plaguicida llegan a
interferir con los analisis de fluorescencia, como el ensayo cometa, e inducen una gran
variacion en los resultados obtenidos. Ademas, evaluaron la genotoxicidad inducida por
otro plaguicida llamado Karate, el cual tuvo un comportamiento similar al de Ampligo en
ambas metodologias (Paz-Trejo et al., 2022).

Recientemente, Paz-Trejo (2023) demostré que al evaluar el dafio genotoxico producido
por Karate en las células NL20, la induccion de MN fue mayor que la obtenida con los

linfocitos, como también se demostrd en el presente trabajo.

Otro punto a resaltar, es que las concentraciones empleadas para evaluar a Ampligo en
la linea NL20, fueron inferiores a las probadas por Paz- Trejo et al. (2022), lo que puede

34



deberse a que las células de epitelio bronquial fueron mas sensibles al plaguicida que los
linfocitos.

De acuerdo a Almutary y Sanderson (2016), las respuestas intracelulares y los
mecanismos de toxicidad hacia un mismo tipo de nanomaterial pueden ser diferentes e
incluso contradictorias dependiendo del tipo celular, de ahi la importancia que la
evaluacion de los efectos de los nanomateriales abarque diversos tipos celulares.

La generacion de biomarcadores de dafio genotdxico derivadas de la exposicion a
nanoplaguicidas, también ha sido observada por Sundaramoorthy et al. (2016), quienes
evaluaron la genotoxicidad y citotoxicidad provocada por el insecticida permetrina en
formulacion normal y en nanoformulacién, encontrando que ambas formas producen
dafio genotdxico y citotdéxico dependiente de la concentracion. Ambas formulaciones
disminuyeron la viabilidad celular, generaron un aumento en la induccién de MN, BrNs y
PN en linfocitos, mientras que en los eritrocitos ambas formulaciones provocaron formas
anormales incrementando el conteo de equinocitos.

Da Silva Gindel et al. (2019) determinaron la accion citotdxica y genotoxica derivada de
la exposicion de células mononucleares de sangre periférica al fungicida Mancozeb
encapsulado, el cual provocé aumento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) y dafio al ADN, pero no afect6 la viabilidad celular en las
concentraciones mas bajas del producto. Por otra parte, el Mancozeb no encapsulado
redujo la generacién de ROS y no provoc6 dafio genotédxico, pero disminuyd la viabilidad
celular al provocar disfuncion mitocondrial.

En el trabajo de Slattery et al. (2019), se realizé la separacion de las capsulas de un
insecticida cuyo ingrediente activo es y-cihalotrina, un esterecisémero de A-cihalotrina.
En este caso, pudieron separar capsulas de 758 + 8 nm (capsulas grandes) y de 449 + 2
nm (cdpsulas pequefias) y observaron sus efectos tdxicos en una pulga de agua
(Ceriodafnia dubia) y determinaron que las capsulas pequefas provocaron una toxicidad
mas alta en comparacion con las capsulas grandes y el insecticida no fraccionado, lo cual
se traduce en un aumento en la toxicidad dependiente del tamafio de la capsula.

Song et al. (2012) evaluaron la toxicidad del insecticida Clorfenapir embebido en micro y
nanocapsulas de silice en larvas de gusano y en polilla de la col. En ambos modelos, se
obtuvo que el efecto de las nanocapsulas era dos veces mas grande que de las
microcapsulas.

Otro tipo de nanomateriales como las nanoparticulas de plata (AgNP) también han
desencadenado aumento en las alteraciones citotoxicas y genotoxicas en células de
cebolla, en comparacién con las microparticulas de plata. Scherer et al. (2019)
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encontraron que después de la exposicion de células de Allium cepa a AgNP, el indice
de MN aument6é conforme disminuyé el diametro de la nanoparticula, lo cual ocurrid
probablemente debido a la incorporacion de éstas dentro de las células, debido a que
tienen el potencial de interactuar con regiones celulares a las que microparticulas no son
capaces de llegar.

Otro tipo de respuesta producida por las AgNP, es el sefialado por Carlson et al. (2008)
al exponer macrofagos a diferentes tamafios de nanoparticula y encontraron que se
produjo una absorcion significativa de NP por parte de las células. Ademas, la viabilidad
disminuyo y se observé un aumento en los niveles de ROS en las células expuestas
AgNP de menor didmetro, lo que sugiere que la citotoxicidad observada probablemente
estd mediada por estrés oxidante.

Amjad et al. (2018) expusieron peces de la especie Channa punctatus ante
nanoparticulas de Cipermetrina y evaluaron la induccion de MN en eritrocitos, en donde
se encontraron niveles mas altos de MN, en comparacion con los peces no expuestos.
Pero, al comparar dichos efectos con la Cipermetrina convencional, la genotoxicidad de
las nanoparticulas fue menor.

De acuerdo a la informacion presentada, los nanomateriales son capaces de ejercer
efectos genotdxicos los cuales son potenciados al disminuir el tamafio de las particulas
que entran en contacto con las células. Este comportamiento puede explicar porque la
FN de Ampligo gener6é mayor cantidad de MN en comparacién con la FM. Esto implicaria
que los nanomateriales son capaces de ingresar a las células y producir efectos.

Segun lo reportado por Paz-Trejo et al. (2022), la presentaciéon completa de Ampligo
evidencia una amplia variedad de tamanos de capsulas, desde 0.18 nm a 18 um; el
diametro promedio de la FM fue de 2.2 um y la FN tiene un diametro promedio de 384
nm. Esto es relevante porque ha sido reportado que las nanoparticulas que miden
alrededor de 100 a 200 nm pueden ser internalizadas por endocitosis mediada por
receptor, mientras que las particulas de mayor tamafio lo hacen por fagocitosis o
micropinocitosis (Rabinovitch, 1995), lo que demuestra que existen mecanismos por los
cuales las nanocapsulas pueden ser asimiladas por las células NL20.

En el estudio de Paz-Trejo (2023), se demostré que las nanocapsulas del insecticida
Karate ingresan a las células NL20 por medio de pinocitosis mediada por clatrinas y
macropinocitosis.

Ademas, dependiendo del tipo celular con el que se trabaje, se modifica la capacidad de
internalizacion de materiales de acuerdo a su tamafo, lo cual ha sido observado
especialmente en ensayos in vitro (Zauner et al.,2001). Por ejemplo, las células hepaticas
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(Hepa 1-6, HepG?2) internalizan particulas de entre 93-220 nm y casi ninguna o ninguna
microesfera de 560 nm. Otros tipos celulares como ECV 304, HUVEC y HNX son capaces
de internalizar particulas de hasta 1 ym de diametro. También, en la linea KLN 205
(carcinoma de células escamosas de raton), las células fueron capaces de internalizar
particulas grandes, pero solo ocurrié en las células ubicadas en la periferia del cultivo,
donde no habia mucha confluencia celular. De acuerdo a lo anterior, el tamafio del
nanomaterial, el tipo celular y la densidad celular influyen en su ingreso a las células, pero
también este proceso puede depender de la densidad celular, puesto que las células
confluentes generalmente toman menos material del medio y en algunos casos pierden
la capacidad de introducir las particulas mas grandes (Zauner et al., 2001).

Esta diferencia en la capacidad de internalizar los nanomateriales, podria explicar la
diferencia en los niveles de biomarcadores de genotoxicidad inducida por Ampligo en los
resultados presentados por Paz-Trejo et al. (2022) y lo que se ha sefialado en el presente
trabajo.

Por otra parte, el efecto de los ingredientes activos puede estar relacionado con la
induccion de dafio a las células NL20. Se ha demostrado que A-cihalotrina posee
actividad mutagénica y también esta relacionado con la produccion de estrés oxidante.
En el estudio de Fetoui et al. (2013), A-cihalotrina indujo la formacion de MN y provoco
un aumento de la produccion de ROS, cuya presencia puede desencadenar en estrés
oxidante, ademas de peroxidacion lipidica y fragilidad osmética en eritrocitos de sangre
periférica de rata Wistar, lo cual indica que es capaz de alterar la integridad y fluidez de
la membrana en células de mamiferos (Fetoui et al., 2013). Por su parte, Al-Amoudi
(2018) ha sefialado que la exposicion de células de la tiroides a A-cihalotrina disminuye
la concentracion de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT) y provoco dafio genotoxico.

Paz-Trejo (2023) report6é que las nanocapsulas que contienen A- cihalotrina presentes en
el nanoplaguicida Karate inducen estrés oxidante, sin embargo, el dafio genotéxico no
esta relacionado con la liberacién de ROS sino que es posible que las nanocépsulas
interactien de manera directa con la hebra de ADN.

De acuerdo a Bentley et al. (2010) hasta el momento no existe evidencia de que
clorantraniliprol sea un agente genotéxico como es el caso de A-cihalotrina, sin embargo,
puede ser que ejerza un efecto sinérgico que aumente la actividad de A-cihalotrina. El
uso de mezclas es una estrategia comun para el control de plagas. En particular, los
piretroides se usan en combinacion con otros grupos quimicos debido a su alta eficiencia,
el uso de dosis bajas y los efectos sinérgicos (Bynum et al., 1997; Corbel et al., 2003;
Martin et al., 2003). Los piretroides preferentemente se combinan con compuestos
nuevos, como es el caso de clorantraniliprol, debido a los efectos desfavorables de las
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clases de insecticidas mas antiguas en la salud humana y ambiental (Wirtz et al., 2009;
Bhatti et al., 2013; Darriet y Chandre, 2013; Graily-Moradi et al., 2021).

Dicho lo anterior, se abre la posibilidad de comparar los resultados de genotoxicidad de
Ampligo encapsulado con los ingredientes activos que lo conforman sin encapsular, para
asegurar con toda la evidencia que el dafio observado es por la presencia de las
nanocapsulas. No obstante, la encapsulacioén de los ingredientes activos reduce el dafio
causado a las células, proceso en el cual pueden estar involucradas la liberacion lenta y
controlada, que permite que se reduzca la concentracion del compuesto a la que esta
expuesta la célula y evita el contacto directo de las sustancias con los componentes
celulares, disminuyendo la toxicidad (Clemente et al., 2014; Frank et al., 2015). Zhang et
al. (2019) encontraron que las nanocapsulas que contienen A-cihalotrina presentaron
mayores efectos perjudiciales hacia las plagas que el insecticida convencional y, ademas,
la nano encapsulacion redujo significativamente la aparicion de MN derivados de la
exposicion a A-cihalotrina. A su vez, Grillo et al. (2012) determinaron que las
nanocapsulas poliméricas de poli(-caprolactona) que contenian los herbicidas ametrina,
atrazina y simazina mostraron efectos genotoxicos menores que las formulaciones no
encapsuladas.

Karimi et al. (2018) y Wang et al. (2022) describieron que el mecanismo posible por el
gue las nanoestructuras interactian con los componentes celulares. El proceso inicia con
la adhesion de la nanoestructura con la membrana, la pared celular o ambas dependiendo
el tipo celular. Después, ingresan a la células por difusién, por endocitosis o por
combinacion de las dos y, dentro de las células, provoca la desnaturalizacion de
proteinas, desestabilizacion de ribosomas, disfuncion mitocondrial, activacién y posterior
agotamiento de enzimas antioxidantes y produccién de ROS, lo que induce citotoxicidad
y estrés oxidante. Al llegar al ndcleo, interaccionan con el ADN, donde puede ocurrir la
ruptura y oxidacion de la cadena de ADN vy la posterior mutacion genética, induciendo
genotoxicidad .

Sin embargo, es necesario afiadir otras metodologias al estudio de Ampligo para
determinar su comportamiento dentro de la célula. Lo que es posible afirmar es que,
debido a su tamafio, las nanocapsulas tienen el potencial de ingresar a las células vivas
e inducir dafio genotoxico.

Una vez determinados los efectos genotdxicos, se prosiguio a evaluar si Ampligo posee
efectos citostaticos, es decir, si es capaz de detener o disminuir la proliferacion celular.
Para lo cual se llevo a cabo la observacion y conteo de células mono y multinucleadas,
que fueron utilizadas para obtener el IDN y el IPBC. Los resultados mostraron que todas
las concentraciones de las dos fracciones y del plaguicida completo disminuyeron los
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valores de ambos indices, teniendo diferencias significativas vs. el testigo negativo, lo
que indico que en las células NL20, Ampligo no detuvo la division celular al 100%.

Los valores obtenidos para ambos indices indicaron que estan cerca de presentar un
ritmo de division baja, de acuerdo con los datos aportados por Fenech (2000) y Paz- Trejo
et al. (2022). El IDN proporciona informacion sobre la capacidad de las células para
dividirse después de haber sido expuestas al agente en estudio (Souza et al., 2016).
Mientras que el IPBC indica el nimero de ciclos celulares por célula durante el periodo
de exposicidon, por lo que ambos indices suelen usarse para evaluar la proliferacion
celular (OECD, 2010).

Los resultados mostrados en este trabajo, contrastan con los obtenidos por Paz- Trejo et
al. (2022) debido a que, en linfocitos la exposicion al Ampligo en presentacion completa
ambos indices indican que se detiene la proliferacion celular. Con la FN se logré el mismo
efecto, pero en menor medida, mientras que la FM disminuyé el valor de los indices, pero
sin alcanzar el mismo nivel de dafio que los otros dos tratamientos. Las cépsulas
presentes en Karate no provocaron una reduccion tan evidente en la proliferacion celular,
pero se observa que disminuyen al aumentar la concentracion del plaguicida. Por otra
parte, los efectos de las nanocapsulas de Karate en las células NL20, mostraron una
pequefia reduccién en los indices que concuerdan con lo publicado por esos autores.

Algunos nanomateriales tienen la capacidad de causar afectaciones en la proliferacion
celular. Souza et al. (2016) encontraron que la exposicién de células CHO-K1 y CHO-
XRS5 (células de ovario de criceto chino) a AgNPs de 100 nm de didmetro, ocasiond la
disminucién del IDN.

Otro parametro que puede otorgar informacién sobre la actividad proliferativa de las
células es el indice mitético, el cual indica la proporcion de células que se encuentran en
divisiobn de una poblacién expuesta a alguna sustancia en estudio y se utiliza como un
criterio para evaluar la citotoxicidad (Valencia-Quintana et al. 2013; Kato y Haskins,
2023).

Scherer et al. (2019) encontraron que la exposicion de células de Allium cepa a AgNPs
provocd una reduccion de alrededor del 50% en el IM, que fue proporcional a la
disminucién del diametro de la particula. Los descensos del IM son indicadores de un
aumento del dafio celular resultado del estrés inducido por alguna sustancia (Clemente
et al., 2014).

Conforme a la evidencia recabada, los datos obtenidos en el presente trabajo y los
presentados por Paz-Trejo et al. (2022), se puede observar que Ampligo ejerce efectos
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citostaticos, teniendo un efecto superior en los linfocitos de sangre periférica humana, en
comparacion a las células NL20.

Los plaguicidas como Ampligo, al estar conformado por elementos de escala
nanomeétrica, representan un riesgo para la salud de la poblacion expuesta a ellos. En
este estudio se confirmo que en su presentacion completa, Ampligo fue capaz de inducir
dafio genotoxico a concentraciones bajas y, dentro de sus componentes, son las
capsulas nanométricas las que provocaron mayores efectos de dafio al ADN.

Es necesario ampliar el estudio de este tipo de sustancias para mostrar evidencia del

dafio potencial que pueden ejercer, para que en México se comience con la regulacion
del uso y manejo de los nanoplaguicidas y, en general, de los nanomateriales.
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CONCLUSIONES

Las nanocapsulas presentes en Ampligo ejercen genotoxicidad en
concentraciones de 0.1, 0.5y 1 yM de Ampligo en las células NL20, sin embargo,
el plaguicida completo indujo mayor numero de MN a las misma concentraciones.

El biomarcador genotéxico de mayor presencia fueron los MN, por lo que la
interaccion de Ampligo con las células NL20 podria estar generando fragmentos
de material genético acéntricos o pérdida de cromosomas completos.

Ampligo disminuye el ritmo de proliferacion celular de las células NLZ20,
independientemente del tamafio de la capsula.

El potencial genotoxico de Ampligo esta relacionado con el tamafio de las
capsulas, su concentracion en el medio y el modelo celular de estudio.
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