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RESUMEN

En el presente estudio se investigaron los efectos genotdxico y citotéxico de nuevos insecticidas: el
neonicotinoide Calypso 480 SC (tiacloprid) y el piretroide Bulldock 125 SC (B-ciflutrina) en  linfocitos
periféricos humanos in vitro, mediante los ensayos de electroforesis unicelular alcalina y de la tincién con el
azul tripano, respectivamente. Los resultados de los tratamientos directos con diferentes concentraciones
de los dos plaguicidas a las células sanguineas humanas, muestran que ambos insecticidas son agentes
genotoxicos in vitro, al aumentar significativamente el promedio de la frecuencia de células con cometa y la
longitud de sus caudas con relacion al testigo. A concentraciones elevadas los dos insecticidas ocasionan
mayor fragmentacion del genoma.

El analisis de regresién aplicado a los promedios de la frecuencia de células con dafio al ADN y de la
longitud de la cauda del cometa en los dos insecticidas, evidencia una relacion de concentracidn-efecto.

Al comparar la accion genotoxica de ambos compuestos se observa que in vitro el neonicotinoide
Calypso produce mayor fragmentacion del genoma humano que el piretroide Bulldock.

En cuanto al efecto citotdxico; la viabilidad de los linfocitos antes y después del tratamiento con las
diferentes concentraciones de Calypso no se modifica con relacién al valor testigo. Sin embargo, a partir de
75 mg/mL del piretroide Bulldock, la viabilidad disminuye significativamente comparada con el testigo,

hasta producir muerte celular por toxicidad .



INTRODUCCION

1.1 Plaguicidas: historia y usos

Desde la implementacion de la agricultura y de las cosechas como medio de supervivencia para el
hombre ha surgido la preocupacion por aumentar y preservar la calidad de las mismas, en la lucha por
conseguirlo se ha llegado al uso inadecuado y excesivo de plaguicidas, fertilizantes y otros productos
agricolas que han generado problemas como infertilidad de suelos, asi como deterioro en la calidad de los
alimentos y la generacion de plagas resistentes, entre otros. A pesar de todos los esfuerzos realizados, las
plagas destruyen anualmente cerca del 35 % de las cosechas en todo el mundo e incluso ya almacenadas,
asi insectos, microorganismos, roedores y aves ocasionan pérdidas adicionales de entre 40 % y 50 %;
como una forma de reducir estos efectos se ha implantado el uso de fertilizantes para el mejoramiento de
suelos y de cultivos agricolas e insecticidas para controlar fitoparasitos, erradicar afidos, pulgones y otros
vectores de enfermedades transmisibles (Badii et al. 2006).

Segun la FAO, un plaguicida es una sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedades en animales y en el ser humano, los
fitopatogenos como hongos, bacterias, micoplasmas y particulas virales causantes de dafios o que
interfieren con la produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte 0 mercado de los alimentos y
otros productos agricolas, como madera y sus derivados, asimismo la eliminaciéon de ectoparasitos
(Barbera 1989a).

Los plaguicidas, son compuestos sintéticos, constituidos de uno o mas ingredientes activos y otros
componentes quimicos con diversas presentaciones como disolventes, emulsificantes y amortiguadores,

entre otros (Bolognesi 2003; Tomizawa y Casida 2005).



La historia de los insecticidas se remonta aproximadamente a 2 500 afios a. C., cuando los sumerios
utilizaban sulfuro debido a sus propiedades de acaricida e insecticida, mas tarde en China alrededor de 1
200 afios a. C., se usaba la tiza y la madera para el control de insectos en espacios cerrados, asi como
extractos de plantas para tratar los granos y el sulfato de arsénico para el control de los piojos en los seres
humanos (Perry y Yamamoto 1997).

El concepto moderno de plaguicida surge en el siglo XIX, cuando se sintetizaron maltiples sustancias con
propiedades toxicas y de insecticidas tales como sulfuro, arsénicos, fluor, jabdn, queroseno y extractos
botanicos como nicotina, rotenona, piretro, sabadilla y la quassia (Perry y Yamamoto 1997; Ferrer 2003).

La sintesis de compuestos organicos toxicos por el hombre y su liberacion en el ambiente natural,
asumid proporciones de mayor significado en el siglo XX, después de la segunda guerra mundial la
actividad quimica industrial era relativamente pequefia y el mayor impacto provenia de los compuestos
ciclicos aromaticos. Sin embargo, con el progreso de la industrializacion y la aparicion de nuevas
sustancias para el control de organismos dafiinos para el hombre, la emision de contaminantes se potencié
a niveles mayores, haciendo evidentes los efectos nocivos de estos productos al hombre y a los
ecosistemas (Perry y Yamamoto 1997).

El empleo del arsenito de cobre como insecticida para combatir escarabajos en Estados Unidos de
America en 1900 y su amplia extension, promovio la realizacion de la primera legislacion sobre la
aplicacion y el manejo de los plaguicidas. En 1939, se demostro la actividad insecticida del dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), y utilizado desde 1942 y hasta 1972. El hexaclorociclohexano (HCH) fue sintetizado en
1925, empleado como arma en la 1 Guerra Mundial y usado como insecticida en 1942. A partir de la 22
mitad del siglo XX, se acelera la sintesis de productos organofosforados (dimefox en 1949, malation en
1950) y de carbamatos (carbaryl en 1956, aldicarb en 1965), debido a su gran efectividad contra las plagas
(Ferrer 2003). En 1990, el consumo aproximado de agroquimicos fue del 43 % para herbicidas, 32 % de

insecticidas, 19 % de fungicidas y un remanente de 6 % dividido entre reguladores de crecimiento y otros



compuestos. En EUA, aproximadamente 800 millones de libras de plaguicidas se asperjan anualmente en
los campos agricolas, siendo de mayor aplicacion los herbicidas, seguidos por los insecticidas y fungicidas
(Mense et al. 2006). En la ultima década se han generado diversos tipos de plaguicidas en el mercado,
ocasionando diferentes problemas, los cuales van desde accidentes leves hasta muerte por toxicidad
(Mense et al. 2006).

Desde que se inicia el empleo de plaguicidas en 1838 y hasta 1948, alrededor de 38 agentes quimicos
fueron utilizados y en 1995 su volumen ascendi6 a 54 000 toneladas (INEGI 1998). Para el afio 2006, la
produccion de plaguicidas fue de 29 922 y de los cuales 14 641 toneladas corresponden a insecticidas
(INEGI 2008) y su importacién se elevé al 28 %. Segun el Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia
Epidemioldgica (SUIVE), las intoxicaciones agudas por agroquimicos han mostrado una tendencia
ascendente, reportandose 3 849 casos en el afio 2003, cifra que se incrementd a 3 902 en el 2005
(Hernéndez y Jiménez 2007). En México el estado con mas casos reportados de intoxicacion es Nayarit
con 227, seguido por el Estado de México con 145, Michoacan con 115, Jalisco con 112, Guerrero con 99 y
Morelos con 88 (SS 1993).

En los ultimos 20 afios la generacién de plaguicidas casi se triplica y actualmente es de mas de 4
millones de toneladas. Un total de 8 590 ingredientes activos estan registrados como plaguicidas en EUA'y
conforman aproximadamente 20 700 productos de marcas registradas (Bolognesi 2003). En México,
durante 1986 se aplicaron 750 g per capita de insecticidas (Restrepo 1992) y algunos de ellos estan
prohibidos en muchos paises debido a sus efectos perjudiciales en la salud y en los ecosistemas, no
obstante en nuestro pais continta el uso indiscriminado de varios de estos productos. Segun la FAO/WHO
(2001), alrededor del 30 % de los plaguicidas que se comercializan en los paises en desarrollo no cumplen
con las normas de calidad internacionales, adicionalmente pueden contener compuestos e impurezas
peligrosas restringidas en otros paises, por lo que constituyen un factor de riesgo extra para la salud

(FAO/WHO 2001; Gomez-Arroyo et al. 2006). Adicionalmente los plaguicidas pueden acumularse en



tejidos de animales (que pueden ser de consumo humano) o en la leche, aumentando el factor de riesgo en

el hombre (Waliszewski et al. 2003).

1.2 Clasificacion de los plaguicidas

Clasificacion por toxicidad y estatus requlatorio

La regulacion del empleo de plaguicidas se ha establecido con base en la actividad del ingrediente activo
y su toxicidad, de esta forma se ha dividido a los plaguicidas en dos grupos: 1. De aplicacion general (GUP,
General Use Pesticide), que de acuerdo con la EPA (Enviromental Protection Agency, EUA) pueden ser
utilizados por el publico en general, no es necesario estar certificado y son de uso no restringido; y 2. Los
de uso restringido (RUP; Restricted Use Pesticide), estos son de venta y de obtencion restringida a
aplicadores certificados o personas bajo supervision directa de expertos (Kamrin 1997).

Las palabras sefial o de riesgo (Signal word) estan basadas en la clasificacion de su toxicidad segun la
EPA y éstas se incluyen en la legislacion para los niveles de precaucion hacia el ingrediente activo
contenido en los productos (Tabla 1) y en la probable toxicidad aguda en los seres humanos (determinada
por ensayos en animales), dafio potencial en ojos y piel, ademas de los efectos ecolégicos como impacto

en suelo y agua superficial (Kamrin 1997).



Clasificacion por su naturaleza

+ Plaguicidas biolégicos

Son seres vivos o productos derivados de éstos, que han mostrado ser eficaces para combatir
organismos nocivos, entre éstos se encuentran especies que se comportan como enemigos naturales o
depredadores, insecticidas virales, plaguicidas bacterianos y fungicos, feromonas, hormonas de

crecimiento y de la metamorfosis de insectos (Ferrer 2003).

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas con base en la toxicidad y la sefial de precaucion (de acuerdo a

la EPA)
Clase de Rango de - Caracteristicas de toxicidad aguda en
. e Palabra sefal , Y
toxicidad toxicidad animales experiméntales @
LDso oral: 0-50 mg/kg
Toxicidad Peligro de LDso dérmica: 0-200 mg/kg
elevada envenenamiento LDsp inhalacion: 0-0.2 mg/L
Irritacién en piel/ojos: severa
LDso oral: >50-500 mg/kg
. LDso dérmica: >200-2000 mg/kg
I Toxicidad Advertencia LDso inhalacién: >0.2-2.0 mg/L
moderada oo Co
Irritacion en piel/ojos: moderada

LDso oral: 500-5000mg/kg
LDso dérmica: >2000-20,000 mg/kg

1] Toxicidad leve Precaucion LDso inhalacion: >2.0-20 mg/L
Irritacion en piel/ojos: leve

LDso oral: >5000 mg/kg
" . LDso dérmica: >20,000 mg/kg
\% No tdxico No requiere L Dso inhalacion: >20 mg/L

Irritacién en piel/ojos: ninguna

aCon relacion a la toxicidad aguda e irritacion de piel y ojos (Kamrin 1997)



+ Plaguicidas quimicos
Naturales: Son extractos de plantas de tipo alcaloide (estricnina, nicotina) o no (piretrina, rotenona),
aunque su uso ha sido reemplazado por productos quimicos sintéticos.
Sintéticos: Son los mas utilizados en la actualidad, destacan (Ferrer 2003):

+ Compuestos inorganicos y organometalicos: incluye compuestos de casi todos los metales. Los
més importantes debido a su toxicidad son los derivados del As, Ag, Ta, Pb, P y Hg.

+ Compuestos organoclorados (O-C): los representantes fundamentales son: DDT, HCH, aldrin y
toxafén, derivados del benceno y el fenol como el HCB, PCP, entre otros.

+ Compuestos organofosforados (O-P): es uno de los grupos mas extensos y empleados, los mas
importantes son el malation, paration, diclorvos, diazinon y demeton.

+ Carbamatos (ditiocarbamatos, tiocarbamatos): en general son inhibidores de la enzima acetil
colinesterasa; son fungicidas, herbicidas e insecticidas: carbaril, aldicab, molinate, proporxur, etc.

+ Compuestos nitrofenolicos y nitrocresolicos: constituyen un grupo de fenoles substituidos,
chermox PE, acetato de dinoseb, endoscan. Estos son usados como herbicidas y muchos de los
registros de éstos han sido cancelados por su impacto en la salud humana (Reigart y Roberts 1999).

+ Piretroides sintéticos: el grupo se distingue por que causan el sindrome T (tremor) y CS
(coreoatetosis/salivaciéon) en animales, algunos ejemplos de estos insecticidas son: aletrina,
cipermetrina, permetrina, resmetrina, tetrametrina, ciflutrina.

+ Neonicotinoides: son derivados sintéticos de la nicotina y actuan en el sistemaviso central de
insectos, los princpales comuestos son el imidaclpid, acetamipidy tiacoprid.

«+ Derivados bipiridilicos: son herbicidas organicos de contacto; los méas aplicados son: paraquat y
diquat.

+ Derivados dicumarinicos: son de tipo anticoagulante, derivados de la hidroxicumarina y sus

analogos, como: difenacoum, warfarina, bromadiolona, con accidn raticida.



Clasificacion por su persistencia en el ambiente

Los plaguicidas que permanecen mas tiempo en el ambiente tienen mayor probabilidad de interaccionar
con diversos elementos del suelo, agua y aire. Si la vida media y la persistencia de los plaguicidas es
mayor a la frecuencia con la que se aplican, tienden a acumularse tanto en los suelos como en la biota
(Kamrin 1997).

Los plaguicidas se clasifican de acuerdo con su periodo de persistencia en el ambiente como:
ligeramente persistentes (menos de cuatro semanas), poco persistentes (de cuatro a 26 semanas),
moderadamente persistentes (de 26 a 52 semanas), muy persistentes (més de un afio y menos de 20

semanas) y permanentes (mas de 20 afios) (Kamrin 1997).

Clasificacion quimica

Esta clasificacion se basa con mayor frecuencia en sus propiedades quimicas y las plagas que eliminan.

En general, se tiende a hacer clasificaciones mixtas por ambos criterios.

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas por uso y grupo quimico

INSECTICIDAS HERBICIDAS
Organofosforados Bipiridilicos
Organoclorados Organoclorados
Carbamatos Tiocarbamatos
Piretroides Otros
Neonicotinoides

RATICIDAS FUNGICIDAS
Dicumarinicos Organomercuriales

(Ferrer 2003)



1.3 Efectos toxicos de los plaguicidas

Los plaguicidas en si mismos son toxicos, pero el riesgo a la salud humana y animal varia dependiendo
del compuesto quimico. En este rubro se pueden distinguir dos tipos de riesgo:

1) Envenenamiento agudo, que generalmente se da en su manejo y aplicacion.

2) Riesgos cronicos, por exposicion a largo plazo en pequefas cantidades, ya sea por ingestion o

contacto.

Los efectos tdxicos de los plaguicidas en el ser humano estan dados por diversos factores tales como,
tipo de compuesto quimico, dosis, tiempo de exposicion, ruta de entrada o absorcion al cuerpo (Whitaker
2004). Los riesgos a la salud publica de los plaguicidas no dependen solo de sus compuestos activos, sino
también de otros factores como el nivel socio-econémico de las personas, su estado de salud, entre otros

(Whitaker 2004).

Los grupos potencialmente expuestos a los plaguicidas segin Mansour (2004) son:

1. Granjeros y/o agricultores.

2. Trabajadores y obreros de fabricas de plaguicidas.

3. Poblacidn que habita en areas de aplicacion intensa de agroquimicos o cercanas a su produccion.

4. Poblacion expuesta a alimentos contaminados por bioacumulacion.

Datos epidemioldgicos evidencian una relacion entre la exposicion de los plaguicidas y diversos efectos
toxicos a la salud como ceguera, enfermedades del higado y del sistema nervioso central, alergias en
nifios, asi como asma y jadeo (Duramad et al. 2007), induccion de malformaciones congénitas,
alteraciones en la estructura del ADN como intercambios de cromatidas hermanas, aberraciones

cromosomicas, aductos, micronucleos y mutaciones (Mansour 2004; Karabay y Oguz 2005; Bull et al.



2006). Se ha publicado que la exposicion a los herbicidas acido fendxi y otros plaguicidas inducen linfoma
de no-Hodgkin, sarcomas de tejido blando, cancer en diversos o6rganos, leucemias (asociada a
inmunosupresién), multiples mielomas y tumores (Mansour 2004). Algunos son disruptores endécrinos, los
cuales estan relacionados con desérdenes reproductores e inmunosupresion (Engel et al. 2005). Se ha
observado que algunos plaguicidas producen cancer pulmonar y pancreatico, sin embargo, son pocos los
reconocidos como carcinogénicos directos por la Agencia para la Investigacion sobre Cancer (IARC), la
mayoria se consideran activadores indirectos de cancer (Caballo et al. 1992; Agarwal et al. 1994; Alavanja
et al. 2004; Mansour 2004).

La poblacién que probablemente tiene mayor riesgo a recibir los efectos de los plaguicidas es la
ocupacionalmente expuesta. Segun estimaciones anuales de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS/WHO por su siglas en ingles) a nivel mundial, en la década de los ochenta se present6 un millén de
casos graves no intencionales; de éstos el 70 % ocurri6 por exposicion laboral (Hernandez y Jiménez
2007). Se ha documentado que en obreros de fabricas de plaguicidas, los indices de genotoxicidad son
mas elevados que en poblaciones no expuestas (Bull et al. 2006). Por otro lado, los aplicadores y los
floricultores tienen mayor riesgo al dafio genético que los granjeros, como consecuencia de las condiciones
de trabajo y manejo de los plaguicidas (Sailaja et al. 2006). En Quito, Ecuador, trabajadores de una
plantacion de flores expuestos a 27 plaguicidas mostraron aumento en la frecuencia de aberraciones
cromosémicas con respecto a una poblacidn testigo (20.59 % y 2.73 % respectivamente), adicionalmente el
nivele de acetil colinesterasa de eritrocitos disminuyé a 88 % (Mino et al. 2002).

No solo existen casos de intoxicacion por plaguicidas debido a factores ocupacionales o directos; los
plaguicidas contaminan tanto los ambientes terrestres como los acuaticos. En los primeros, los suelos y la
biota son mas afectados cuando se aplican directamente o se precipitan de la atmdsfera, como
consecuencia de las aspersiones aéreas, 0 por el uso para riego con aguas contaminadas. Si la

persistencia es mayor a la frecuencia con la que se aplica, el compuesto quimico tiende a acumularse tanto

10



en los suelos como en la biota, lo cual puede generar bioacumulaciéon de agentes tdxicos en la cadena
alimenticia incluyendo al ser humano (Badii et al. 2006). Ejemplos sobre la toxicidad de los plaguicidas son
los casos de intoxicaciones masivas en Colombia. La primera ocurrié en Chiquinquira (Boyaca) en 1967 e
involucré a mas de 500 personas, de los cuales 165 tuvieron tratamiento hospitalario y 63 murieron. En
Puerto Lopez (Meta) en 1970, hubo 190 intoxicados, de los cuales 157 requirieron tratamiento médico y 7
murieron. En Pasto (Narifio) en 1977, se detectaron mas de 300 intoxicados, con 120 hospitalizados y 15
muertos. En los casos de Chiquinquira y Pasto, los insecticidas organofosforados metil-paration y paration
fueron los implicados en las intoxicaciones mientras que en Puerto Lopez, solo se conoce que fue un
plaguicida organofosforado. Los tres casos ocurrieron por consumo de alimentos contaminados con
plaguicidas (Idrovo 1999).

En Tejupilco, Estado de México, se reportaron intoxicaciones por exposicion a organofosforados,
observandose que la mayoria de los intoxicados fueron los aplicadores, los cuales no contaban con la

capacitacion adecuada o no seguian las normas de seguridad (Hernandez y Jiménez 2007).

11



I ANTECEDENTES

2.1 Insecticidas neonicotinoides

Los neonicotinoides son la clase de insecticidas organicos sintéticos mas importante en las Ultimas tres
décadas, con una aplicacion mundial en el 2005 del 17 % del total de insecticidas procesados. Desde su
aparicion en 1991 en EUA, las ventas han sido estimadas en mil millones de dolares americanos (Matsuda
et al. 2001; Tomizawa y Casida 2005). Estos insecticidas fueron sintetizados a partir de nicotinoides
sintéticos derivados de la nicotina, que es un alcaloide del tabaco, el cual ha sido usado como insecticida
minoritario principalmente en China. Debido a su poca eficacia y selectividad se realizaron intentos de
mejorar su actividad, lo que condujo al descubrimiento de los neonicotinoides. El 2-(di bromo-nitrometil)-3-
metilpiridina, fue descubierto en 1970 por la Sell Development Company en California, al modificar su
estructura molecular optimizaron su accion, culminando con el plaguicida Niatiazin, insecticida de gran
efectividad y superior a la del metil paration para el combate de la mosca casera (Musca domestica). Sin
embargo, su fotoinestabilidad provocé que decayera su comercializacion como ingrediente activo de
trampas para mosca (Tomizawa y Casida 2003).

Nihon Tokoshu Noyaku Seizo en Japon (Bayer Cropscience Japoén), introdujo el grupo
cloropiridiniimetileno, después de varios intentos se descubrio el insecticida neonicotinoide imidacloprid por
Kabu en 1979 y fue patentado por Bayer Agrochem Japédn en 1985 (Tomizawa y Casida 2005), iniciando
una nueva era en la produccion de insecticidas neonicotinoides.

Estos insecticidas son utilizados principalmente como compuestos sistémicos para la proteccion de los
cultivos agricolas, estructuralmente similares a los insecticidas nicotinoides, la diferencia primaria radica en

la sustitucion de una amina basica ionizable o imina en los nicotinoides, mientras que los neonicotinoides
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suelen tener sustituyentes nitrometileno (C=CHNO>), nitroguanidina (C=NNO) y cianoamidina (C=NCN)
(Tomizawa y Casida 2005). Con base en estas diferencias los neonicotinoides se han subdividido en varios
grupos: (a) Cloropirinidilos o cloronicotinilicos de primera generacion, los Clorotiazolicos de segunda

generacion y los Tetrahidrofuranilos (Fig. 1).

Cl
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e NﬁN Re M |
imidacloprid =~ nitenpyram |
IMI NO; NIT NO,
CHs
[ -
R= Ny CHs R= _N_5
acetamiprid N thiacloprid  py__
ACE CN THI CN
. cl
Clorotiazoles S
N_A R
s e
.——N-.IrN-CHa B “I-r "CHE
clothianidin 2 thiamethoxam =~ 2
CLO TMX

Tetrahidrofuranilos HH

dinotefuran N-yo
DIN ?

Figura 1. Grupos de insecticidas neonicotinoides: cloronicotinilicos; IMI, THI, NIT,
ACE; clorotiazoles como CLO y TMX'y tetrahidrofuranilos como el DIN (Ford y Casida

2008).
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El grupo de los insecticidas neonicotinoide cloropiridinil o cloronicotinilicos son empleados principalmente
para cultivos agricolas y control de ectoparésitos como acaros, afidos, pulgas, piojos de gatos y perros.
Este grupo esta representado por el imidacloprid, tiacloprid y acetamidaprid, insecticidas que tienen en
comun el grupo pirinidilmetileno pero difieren por el grupo sustituyente nitroguanidina y cianoamidina en la
porcidn aciclica o ciclica (Fig. 2). Los clorotiazoles, agrupan al clotianidin que es aplicado a semillas para el
control del gusano trozador, la gallina ciega y el tiametoxam empleado principalmente en tratamiento foliar
y en el suelo para combatir afidos, mosca blanca, entre otros y los tetrahidrofuranilos como el dinitefuran
que es un insecticida de amplio espectro usado en vegetales y en interiores, y el nitempiram es aplicado

para eliminar pulgas en perros y gatos (Ford y Casida 2008).

_NO, «—
grupo G-cloro-pirinidilmetileno N|
N NG N NH «—
Cl | =
radical nitroguanidina
Imidacloprid
N,CN - N _CN =—
/”\ |
| / | CH
== o] = °
cl radical cianoguanidina radical nitroguanidina
Tiacloprid Acetamiprid

Figura 2. Estructuras quimicas del imidacloprid, tiacloprid y acetamiprid, éstos tienen en comun el
grupo pirinidilmetileno pero difieren por el grupo sustituyente nitroguanidina y cianoamidina en la

porcién aciclica o ciclica (Ford y Casida 2006).
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Los neonicotinoides actualmente son la mejor clase de insecticidas, debido a su baja toxicidad en
mamiferos y nula acumulacion en tejidos animales, debido a esto, en los Ultimos afios el registro de nuevos
neonicotinoides en diferentes presentaciones se ha elevado (Tabla 3).

Los beneficios que tienen los insecticidas neonicotinoides son (Bolboaca y Jantschi 2005):

a)  Pocos efectos toxicos para los seres humanos y para el ambiente.

b)  Son asperjados sobre superficies a bajas concentraciones por acre.

c)  Son solubles en agua y altamente sistémicos en semillas.

d)  Sonde gran eficacia para controlar y/o erradicar insectos.

e)  Laforma de aplicacion ayuda a minimizar los posibles efectos al ambiente.

f) Son de facil aspersién y manipulacion ya que no requieren de equipo especial.
g)  Sin problemas para ser transportados y/o almacenados.

h)  No tienen olores desagradables.

i) Son de bajo costo.

Los principales insectos blanco de los neonicotinoides son; pulgon, escarabajo, moscas blancas y otros
insectos chupadores, tanto de plantas como de animales. Su eficacia es debida a su movilidad en la planta
(sistémico) y a su solubilidad en el agua (Tomizawa y Casida 2003). Al aplicar un neonicotinoide a semillas,
suelo o follaje, la planta es capaz de absorber y transportar el plaguicida hacia los tallos en crecimiento,
produciendo mayor proteccion a largo plazo contra los insectos, permaneciendo en la planta hasta por 40

dias (Tomizawa y Casida 2005).
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Tabla 3. Neonicotinoides registrados o estan por ser registrados.

Ingrediente Activo  Nombre comun  Compafiia Usos
Admire Bayer En el surco (al sembrar)
Gaucho Gustafson Tratamiento de semillas
Génesis Gustafson Tratamiento de semillas
Imidacloprid Provado Bayer Foliar
Leverage' Bayer Foliar
Pasada, Alias Makhteshim Foliar y suelo
Couraze Cheminova Foliar y suelo
Platinum Syngenta En el surco (al sembrar)
Tiamethoxam Actara Syngenta Foliar
Cruiser Syngenta Tratamiento de semillas
Acetamiprid Assail Cerexagri Foliar
Tiacloprid Calypso Bayer Foliar y en suelo
Poncho Bayer Tratamiento de semillas
Clotianidina Belay? Arvesta En el surco (al sembrar)
Clutch? Arvesta Foliar
Dinotefuran Venom? Valent En el surco (al sembrar)/ foliar

1 (mezcla con ciflutrina), 2 (atn no registrado)
(National Potato Council 2006).

2.1.1 Mecanismo de accién

Los insecticidas neonicotinoides tienen accidn sobre el sistema nervioso central como agonistas
parciales, super agonistas y antagonistas del receptor de la acetilcolina-nicotina (nAChR) de insectos y
mamiferos. La acetilcolina (ACh) es el antagonista enddgeno y neurotransmisor del sistema nervioso
colinérgico. Los neonicotinoides interactuan en los receptores nicotinicos post-sinapticos a nivel del
dominio extracelular del complejo nAChR 'y del canal idnico, posteriormente un cambio conformacional abre
el canal promoviendo la entrada de Na* y la salida de K*. En los insectos el nAChR, esta distribuido

extensamente en el sistema nervioso central (Tomizawa y Casida 2003; Ihara et al. 2007).
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La accién de los neonicotinoides en este complejo produce una respuesta bi-fasica de descarga
espontanea que es seguida de un bloqueo completo en la propagacion del impulso nervioso que lleva a la
acumulacion de acetilcolina, lo cual genera pardlisis y la muerte (Karabay y Oguz 2005). Asi los
neonicotinoides son mas afines al receptor de acetilcolina-nicotina que la misma acetilcolina y tienen mayor
selectividad para los insectos que para mamiferos (Tomizawa et al. 2000; Matsuda et al. 2001; Schulz-
Jander y Casida 2002; Tomizawa y Casida 2003, 2005; lhara et al. 2007; Millar y Denholm 2007). No
obstante se ha observado que algunos metabolitos resultantes del imidacloprid son menos selectivos para

insectos que el compuesto original (Tomizawa et al. 2000).

2.1.2 Efectos toxicos

Se ha demostrado que los insecticidas neonicotinoides tienen mayor afinidad por los insectos que por los
mamiferos, sin embargo, las aves y los peces son extremadamente sensibles a los neonicotinoides,
teniendo la LDso de 49 mg/kg y en peces de 31 mg/kg comparada con la LDsp de 640 mg/kg en ratones.
Otra desventaja es que varios neonicotinoides son extremadamente dafiinos para abejas por contacto
directo y por ingestion, lo que afecta tanto a la apicultura como a los ecosistemas (Tomizawa y Casida
2005). La toxicidad en mamiferos es similar a la de los insecticidas nicotinoides, su accién antagénica y
afinidad a los receptores nAChR determina su érgano blanco, el cerebro. A exposiciones crénicas, los
insecticidas neonicotinoides y algunos de sus metabolitos, autorregulan los niveles del nAChR, alterando
los sitios de union, ademas modifican las vias de traduccion de sefiales intracelulares tales como la
cascada de la proteina cinasa C (Tomizawa y Casida 2005).

Por otro lado, se ha observado que esta clase de plaguicidas causan tumores en tiroides, Utero de rata 'y

en ovarios de ratén a dosis de 1.2 mg/kg por dia, por lo que se les considera como potentes carcindgenos
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a exposiciones continuas, ademas de tener efectos genotoxicos y mutagénicos (Tomizawa y Casida 2005).
El tiacloprid y el tiametoxam son clasificados como carcindgenos en humanos (Tomizawa y Casida 2005),
el imidacloprid induce malformaciones espermaticas en Eisenia fetida (Zang et al. 2000), es potencialmente
clastogénico e incrementa la frecuencia de aberraciones cromosémicas en médula dsea de rata,
intercambio de cromatidas hermanas y es positivo en la prueba de micronucleos en cultivo de linfocitos
humanos (Karabay y Oguz 2005), se ha reportado que producen micronucleos en eritrocitos de rana y
dafio al ADN detectado por el ensayo cometa alcalino (Feng et al. 2004). El acetamiprid es genotoxico y

citotoxico en linfocitos humanos in vitro (Kocaman y Topaktas 2007).

2.2 Calypso 480 SC (tiacloprid)

Calypso 480 SC es un insecticida que tiene como ingrediente activo el tiacloprid -C10HoCIN4S- (Fig. 3),
que fue patentado por CropScience Bayer EUA, en 1985, junto con otros neonicotinoides como el
imidacloprid. El tiacloprid es un insecticida neonicotinoide comercializado también en otras presentaciones
como: Alanto, Bariad, Biscaya, Monarca y Proteus. Pertenece al subgrupo de los cloroneonicotinoides,
posee un grupo cloropirinidil como sustituyente, ademas de un grupo cianoimina. Su nombre quimico es N-
{3-[(6-cloro-3-pirinidil) metil]-1,3-tiazolan-2-iliden} cianoamida (IUP) y tiene un peso molecular de 252.7 uma
(EPA 2003).

Es un insecticida foliar, sistémico, con accién antagdnica y agonista del receptor de la acetilcolina-
nicotina, se aplica a diversos cultivos agricolas como: canola, arroz, algodén, papa, en cereales y otros
vegetales comestibles. Se usa en diversos paises como Australia, Japén, Korea, Africa, Europa, EUA y

México. Es de amplio espectro para plagas de insectos y con diversas formulaciones como suspension,
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granulado y en aceite, entre otros (NRAAVC 2001; Tomizawa y Casida 2005; Bayer CropScience México
2008).

El tiacloprid inhibe los receptores de la acetilcolina en el sistema nervioso, es un insecticida de primera
generacion, sin embargo, ha sido comercializado mas recientemente como Calypso 480 SC en solucién
concentrada y lanzado al mercado por Bayer CropScience México (2008).

Este plaguicida frecuentemente se asperja en ciruelos, duraznos y otros arboles frutales; las plagas mas
controladas con este insecticida son las polillas de manzana, algarribo, langostino, pulgdn, entre otros
(Bayer CropScience México 2008).

Después de la ingestion, Calypso es rapidamente absorbido, metabolizado por el cuerpo y excretado
principalmente en la orina. Es moderadamente toxico por ingestion oral y por inhalacién, poco agudo en
toxicidad dérmica, no irrita la piel, pero es ligeramente dafiino para los ojos (NRAAVC 2001; Tomizawa y
Casida 2005). El higado es el principal 6rgano blanco de Calypso en mamiferos, donde es metabolizado y
produce alteraciones de la actividad de algunas hormonas esteroides. También tiene efectos en las
glandulas tiroides y adrenales, como consecuencia, incrementa la actividad hepatica. Se ha observado
gran incidencia de tumores en utero, ovarios y tiroides en ratas y ratones expuestos al tiacloprid sin

embargo, no existe informacién concluyente sobre su efecto genotoxico (NRAAVC 2001; Tomizawa y

Casida 2005).
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Figura 3. Estructura quimica del cloroneonicotinoide tiacloprid.

19



2.3 Insecticidas Piretroides

Entre los derivados vegetales con accion de insecticida, destaca el piretro, el cual se extrae
principalmente del crisantemo (Chrycantemum cinerariaefolium). A partir de este extracto vegetal se
produjeron las piretrinas, grupo de compuestos quimicos afines entre si que constituyen los principios
activos de la actividad insecticida del piretro, determinada por Staudinger y Ruzicka en 1924, reportando
que las piretrinas de tipo | y Il estan constituidas por seis compuestos base. Posteriormente se
desarrollaron las piretrinas sintéticas, denominadas piretroides, disefiadas y optimizadas con base en las
piretrinas naturales (Barberd 1989b; Kaneko y Miyamoto 2001; Soderlund et al. 2002). Los piretroides son
insecticidas ampliamente usados desde 1970, comprenden aproximadamente el 25 % del mercado mundial
y en los Ultimos afios su consumo ha aumentado considerablemente (Meacham et al. 2008). Estos
insecticidas tienen pocos efectos neurotdxicos y citotdxicos en mamiferos, ademas de escasa persistencia
en el ambiente terrestre y poca resistencia en insectos, son poco volatiles y casi insolubles en agua. Son
liquidos viscosos con poca movilidad en el suelo; los vapores de baja presion les dan una rapida accion en
insectos y lento movimiento sistémico al interior de hojas en plantas, son efectivos como insecticidas de
contacto pero no por ingestion (Celik et al. 2003).

Estos insecticidas son ampliamente usados en el sector agricola, veterinario y programas de salud
publica. Por otro lado, existen pocos reportes por envenenamiento, aunque en los casos reportados la
farmacoterapia es dificil y el tiempo de duracién de la intoxicacién es incierto. Las ventajas que se han
encontrado en los piretroides radica en que su vida media es del orden de 10 horas y la intoxicacién por via
oral es de corto plazo, ademas la toxicidad dérmica es muy limitada debido a la baja absorcidn a través de
la piel; el potencial tdxico es mayor, sin embargo, se limita debido a la rapida desintoxicacion en la sangre e

higado (Ray y Forshaw 2000). A pesar de estas ventajas se observd que en 2001-2003, el nimero de
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incidentes por exposicidn a piretroides ha aumentado, debido a que estan sustituyendo a los insecticidas
organofosforados, ya que producen pocos efectos adversos segun la EPA (Sudakin 2006).

Los piretroides se clasificaron con base en su estructura quimica y el tipo de sintoma que generaron
después de la intoxicacion aguda por administracion intravenosa del insecticida a ratas o intracerebral a
ratones a dosis cercanas a la letal.

Las piretrinas naturales y los piretroides sintéticos fueron caracterizados, inicialmente como compuestos
de tipo I, que inducen temblor involuntario en el cuerpo (sindrome T) y los piretroides de tipo I, que
producen convulsiones progresivas (coreoatetosis), acompafiadas con salivacién (sindrome CS) y parélisis;
un tercer tipo se ha considerado debido a los sintomas mixtos que generan (Fig. 4) (Ray 2001; Choi y
Soderlund 2006).

La diferencia estructural entre los piretroides de tipo | y de tipo Il es la ausencia o presencia, de un grupo
ciano en el carbén o del 3-fenoxibencil del alcohol primario de los piretroides, que causan diferentes
sindromes de toxicidad (Fig. 4 y 5) (Shafer et al. 2005; Choi y Soderlund 2006). Los insecticidas que
representan a los piretroides Il, son cipermetrina, deltametrina, ciflutrina, los cuales comparten una

estructura quimica base en comun y son los més estudiados (Fig. 9).
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2.3.1 Mecanismos de accion

Los piretroides son neurotoxinas que actuan principalmente en los canales de sodio y cloro, originando
excitacion prolongada, generan dafio citotoxico indirecto. El principal sitio de accion esta en los canales de
sodio dependientes del voltaje, este efecto es resultado de su estereoespecificidad, ciertos isdémeros son
més toxicos que otros; estos canales se encuentran en el cerebro en desarrollo de mamiferos y en el
ganglio de la espina dorsal en adultos, siendo los insectos 100 veces mas sensibles. Los piretroides alteran
el funcionamiento del sistema nervioso central (SNC) al aumentar la permeabilidad del Na* en la
membrana nerviosa y perturbando su potencial de accién. Los de tipo | generan un amplio potencial de
accion en los nervios sensoriales, motores y en las inter-neuronas dentro del SNC, adicionalmente se ha
observado que algunos piretroides de este grupo también tienen efecto en los canales de Ca?* sensibles al
voltaje (Soderlund et al. 2002), en contraste los de tipo Il no afectan a los canales de calcio, asimismo no
generan disparos repetidos, pero bloquean el potencial de accion en las membranas de los axones en la
estimulacion nerviosa y despolarizan el potencial de reposo, esto reduce la amplitud del potencial de accion
y lleva a la pérdida de la excitabilidad eléctrica. Estas cascadas de hiperexcitacion conducen a una
paralisis del centro respiratorio asi como de otras regiones del sistema nervioso que controlan la funcion
‘cardiaca” y del cuerpo del insecto resultando la muerte. EI nimero de canales modificados por estos
insecticidas es dependiente de la dosis y el tiempo que el canal permanece abierto es producto de la
estructura del piretroide (Soderlund y Bloomquist 1989; Ray y Forshaw 2000; Ray 2001; Soderlund et al.
2002). Otro sitio blanco de los piretroides de tipo Il son los canales de cloro y sodio sensibles al voltaje
localizados en nervios, musculos, glandulas salivales y diferentes regiones anatomicas del sistema
nervioso central y periférico,, donde generan una disminucion en la apertura normal de los mismos. Estos
canales son modulados por la proteina Cinasa C y su funcidn es controlar la excitabilidad de la célula (Ray

y Forshaw 2000).
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Figura 4. Estructura y clasificaciéon de los piretroides. La ausencia del grupo ciano
(CN) en los piretroides de tipo | marcan la distinciéon del tipo I, con respecto al
piretroide fenvalerato, debido a las reacciones toxicas que causa, se le considera de

tipo lll, aunque por su estructura pertenece al tipo Il.
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Figura 5. Los insecticidas piretroides permetrina (a), cipermetrina (b) y ciflutrina (c),poseen una
estructura tridimensional similar y difieren entre si, Unicamente por los grupos quimicos sustituyentes
en el anillo bencilico; el grupo a-ciano en el carbon bencilico de permetrina forma cipermetrina, la

diferencia entre la cipermetrina y la ciflutrina es la sustitucion p-fluoro (Wolansky y Harril 2008).
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2.3.2 Efectos toxicos

En general, los periodos largos de exposicion a los insecticidas piretroides causan sintomas de
envenenamiento, pero estos varian dependiendo del tipo de piretroide. Los signos tipicos de intoxicacion
por los piretroides del tipo I: incluyen hiperexcitabilidad y convulsiones en insectos y temblores en el cuerpo
de los mamiferos, reconocido como el sindrome “T”; los de tipo I, causan principalmente ataxia y
descordinacion en insectos, mientras que en mamiferos producen salivacion y coreoatetosis (salivacion sin
lagrimeo, seguido de estirones en piernas, movimientos y convulsiones progresivas) y efectos directos en
el esqueleto, musculo cardiaco y glandulas salivales que son moduladas por la proteina cinasa C (Forshaw
y Ray 1993). El reflejo de hiperexcitabilidad es resultado de la combinacion de activacion y supresion de
los canales de Na*, estos sintomas corresponden al llamado sindrome coreoatetosis/ salivaciéon 6 “CS”
(Ray 2001). En insectos, los efectos toxicos de los piretroides de tipo I, culminan en la caida del organismo
después de 1 6 2 min del tratamiento, es decir, con pérdida de la postura normal y de la locomocion. La
exposicion en los seres humanos a los dos tipos de piretroides puede causar parestesia, sensacion de
quemazdn o picazdn en la piel y pueden ser mas intensos con los compuestos del tipo Il (Ray y Forshaw
2000, Ray 2001). Existen piretroides que causan sintomas mixtos de los dos tipos; en todos los casos los
signos motores de intoxicacion son a nivel de la espina dorsal y en otros sitios del cerebro. Los reportes de
intoxicacion en el hombre indican que los piretroides tipo Il son mas téxicos que los del tipo | (Soderlund et
al. 2002; Wolansky et al. 2007).

En exposicion dérmica los piretroides | y I, ocasionan parestesia con gran toxicidad debido a su actividad
repetida en las terminales nerviosas de la piel. En algunos animales, se ha observado un efecto similar
después de una intoxicacion sistémica (Ray y Forshaw 2000; Soderlund et al. 2002). Ambas clases de
piretroides (tipo | y tipo I1), causan aumento en los niveles adrenalina y noradrenalina, alterando los signos

motores. Se ha determinado que a concentraciones bajas del insecticida deltametrina, se eleva la
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secrecion de corticoesteroides; la cipermetrina aumenta la densidad de los receptores de dopamina renal
en ratas y ratones jovenes; la bioaletrina disminuye la densidad del receptor muscarinico en la neocorteza
cerebral de ratas, generando cambios en la conducta de los adultos, sin embargo, en los seres humanos
existe poca informacién sobre estos efectos (Ray y Forshaw 2000).

Con relacion a la genotoxicidad; diversas investigaciones han mostrado que algunos piretroides de tipo |
y Il tienen efectos in vivo e in vitro. El fenvalerato incrementa la frecuencia de micronucleos en linfocitos
humanos en cultivo, indicando actividad clastogénica y/o aneugénica (Surrallés et al. 1990), la deltametrina
ocasiona micronucleos en células de médula ésea de ratones (Gandhi et al. 1995); la cipermetrina induce
genotoxicidad en el cerebro, higado y rifién (Bhunya y Pati 1988; Chauhan et al. 2005; Patel et al. 2006).
La A-cialotrina produce aberraciones cromosoémicas, intercambio de cromatidas hermanas y eleva la

frecuencia de micronucleos en células de médula de raton (Celik et al. 2003, 2005a,b).

2.4 Bulldock 125 SC (B-Ciflutrina)

La ciflutrina (Fig. 6a), es un insecticida piretroide del grupo alfa-ciano piretroides, los cuales contienen un
grupo ciano (CN) en su carbono alfa (a-C). Este compuesto es empleado en el hogar, agricultura,
horticultura y viticultura, debido a su gran actividad de insecticida, tiene amplio espectro y baja toxicidad en
mamiferos; fue sintetizada a principios de los afios 70, como uno de los primeros piretroides y fue hasta
1987 que se registré como el primer piretroide sintético para el control de saltamontes, mosquitos y para el
tratamiento de vectores y ectoparasitos portadores de diversas enfermedades. Desde su aparicién la
ciflutrina ha aumentado su aplicacion a mas del 40 % en EUA (lla et al. 2008) y recientemente se han

desarrollado y comercializado estereoisomeros con mayor efectividad para el control de insectos, entre los
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cuales estd Bulldock 125 SC, con ingrediente activo B-ciflutrina, (1R-cis-3R;1R-trans-3S)-3- (2,2-di-
clorovinil)-2,2- di-metil-ciclopropano é&cido carboxilico SR)-a-ciano- (4-fluoro-3-fenoxi-fenil) metil-ester
(IUPAC), éste es un liquido en solucion concentrada de color beige, soluble en agua, clasificado como
moderadamente toxico (categoria Ill) y muy téxico para organismos y ambientes acuaticos (Kaneko y
Miyamoto 2001; Bayer CropScience México 2008).

La B-ciflutrina (Fig. 6b) es una mezcla de dos diasteromeros de la ciflutrina (Fig. 6a), cada uno formado
por un par de enantiomeros (European commision, Directorate general health for health and consumer
protection 2002), que actua al igual que la ciflutrina, por contacto y envenenamiento estomacal, genera
sintomas tales como salivacion, hipotermia, movimientos repetidos de la mandibula, temblor en las manos,
pérdida de coordinacion, coreoatetosis, fasciculacion muscular y disminucion en la sensibilidad a los
estimulos, como el sindrome CS correspondiente a los piretroides del tipo Il. Por su gran especificidad
hacia los insectos es aplicado para erradicar fitoparasitos de diversos cultivos agricolas como el algodén,
maiz, tabaco, girasol, papa y hortalizas (Kaneko y Miyamoto 2001; Soderlund et al. 2002; Zhang et al.
2008).

Se ha sugerido que los piretroides ciflutrina y B-ciflutrina tienen similar perfil toxicolégico (FAO 1999), sin
embargo, la presencia mayoritaria de los diasteromeros Il y 1V, potencia la accidn insecticida tal que la p-
ciflutrina tiene toxicidad aguda 2 a 5 veces mas que la ciflutrina (Wolansky y Harril 2008).

La B-ciflutrina afecta el crecimiento y desarrollo de larvas sepia y blanca de Drosophila melanogaster,
(Nadda et al. 2005), genera neurotoxicidad aguda por ingestion; altera la locomocion en huesos y genera
postura anormal (EPA 2005); es genotoxica en células de mucosa nasal humanas en cultivo (Tisch et al.
2005). La B-ciflutrina y la ciflutrina son disruptores enddcrinos tanto in vitro como in vivo con actividad anti-
androgénica en ratas machos medida por cambios histomorfoldgicos de las vesiculas seminales y prostata

(Zhang et al. 2008).
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lla et al. (2008) reportan que la ciflutrina no es mutagénica para Salmonella typhimurium; no causa
incrementos significativos en intercambios de cromatidas hermanas en linfocitos humanos, pero induce

aberraciones cromosdmicas y micronucleos en las mismas células, con disminucion del indice mitético.
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Figura 6. Estructura quimica de los insecticidas piretroides, (a) ciflutrina y (b) p-ciflutrina que consiste
predominantemente de dos diasteromeros (Il y IV) con un par de enantiomeros. (Liu y Gan 2004; Liu et

al. 2005; Vodeb y Petanovska-llievska 2006)
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2.5 Electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa)

Los xenobioticos son capaces de generar rupturas en el ADN, ya sea de cadena doble o sencilla en los
sitios de reparacion retardada del ADN, asi como en regiones alcali-labiles. EI ensayo cometa se basa en
que el ADN fragmentado adquiere una carga neta que le permite migrar hacia el anodo de un campo
eléctrico y dependiendo del tamafio de los fragmentos sus velocidades seran diferentes, de esta manera se
puede observar los nucleos no dafiados como un circulo brillante (Fig. 7A), mientras que las células
dafiadas forman la figura de un cometa (Fig. 7B).

El ensayo cometa o electroforesis unicelular fue introducido originalmente por Ostling y Johanson en
1984 como una técnica micro-electroforética para visualizar el dafio del ADN en células individuales
obtenidas de biopsias en pacientes con cancer sometidos a terapia con radiacion. Ellos suspendieron las
células en un gel de agarosa sobre un portaobjetos, formando un microgel que posteriormente sumergieron
en una solucion de lisis para romper las células y poder visualizar los nucleos, los geles se sometieron a
una electroforesis neutra, para evidenciar la fragmentacion de la cadena doble de ADN y posteriormente se
tifieron con bromuro de etidio para observar los nucleos. Las imagenes obtenidas de estos nucleos fueron
llamadas “cometas” por su semejanza a estos (Fairbairn et al. 1995). En 1988, Singh et al. mejoraron la
técnica introduciendo una electroforesis alcalina (pH>13), que a diferencia de la neutra mejora el
desenrollamiento del ADN y la separacion de proteinas asociadas, incrementando la movilidad y
visualizacién de los fragmentos de ADN, debido a esto se pueden observar rupturas de cadena sencilla y
doble; lesiones en los sitios sensibles al alcali y en sitios de reparacion retardada del ADN; ofreciendo
mayor sensibilidad para detectar agentes genotoxicos (Fairbairn et al. 1995; Rojas et al.1999). La version
alcalina (pH>13) de la electroforesis en el ensayo cometa, fue considerada la mejor y aceptada por el panel

Internacional Workshop on Genotoxicity Test Procedures como el ensayo de genotoxicidad méas sensible,
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en comparacion con otros y recientemente se ha usado esta técnica para detectar apoptosis y diferenciarla

de la necrosis (Fairbairn et al. 1995; Rojas et al. 1999; Tice et al. 2000; Avishai et al. 2003).

Las ventajas del ensayo cometa alcalino son:

a) Los datos son obtenidos de células individuales, lo que hace posible identificar diferentes
poblaciones celulares en una misma muestra, ademas permite observar respuestas mixtas de
cada célula en la poblacién.

b) Se requiere un numero pequefio de células para llevar acabo el ensayo.

c) Se puede aplicar en cualquier célula eucaridtica.

d) Es una prueba muy sensible, reproducible, simple y de bajo costo.

e) Los datos experimentales se obtienen en poco tiempo.

f)  No se necesitan células en proliferacion o division celular.

(MacKelvey-Martin et al. 1993; Rojas et al. 1999; Woods et al. 1999; Tice et al. 2000).

Los parametros para evaluar el dafio en el ADN, pueden ser:
1. El porcentaje de células con dafio al ADN (con cometa)
2. Longitud y porcentaje de ADN en la cauda (longitud y frecuencia de rompimientos de la cadena)

3. El momento de la cauda entre otros.

Los parametros pueden usarse en conjunto o por separado, siendo més utilizados la longitud de la cauda

y el porcentaje de células con cometa (Hellman et al. 1995; Tice et al. 2000).
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Figura 7. Nucleos de linfocitos humanos tefiidos con bromuro de etidio, después del ensayo de

electroforesis alcalina. A. Nucleos sin dafio al ADN (sin cometas), B. Nucleos con dafio al ADN

(con cometa).
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1l JUSTIFICACION

Actualmente, la poblacion humana esta expuesta a diversas fuentes de contaminacion fisica, biologica y
quimica. Una de las méas dafiinas es la exposiciéon a plaguicidas, esta puede ser a través del uso de
shampus y lociones especiales para eliminar ectoparasitos del humano y de animales, mediante el
consumo de alimentos contaminados con residuos de agroquimicos y/o sus metabolitos; como: leche,
carne, vegetales comestibles como granos, frutas y verduras; lo cual constituye factores de riesgo para la
salud humana. Ademas muchos de estos compuestos quimicos, han mostrado dafiar el ADN tanto in vivo
como in vitro. Las modificaciones en la estructura del ADN pueden ser cambios en una base o pérdida de
éstas (sitios apurinicos y apirimidicos), entrecruzamiento de cadenas de ADN, cruzamientos de proteinas y
ADN, y rompimientos de una o dos hebras del genoma. Si el dafio al ADN no es reparado, se altera la
integridad del genoma, lo cual es vital para la homeostasis y el funcionamiento celular (Kocaman y
Topaktas 2007). El dafio al ADN es considerado como uno de los principales eventos de iniciacion de
enfermedades como el cancer lo cual puede conllevar a la tumorogénesis, metastasis y la muerte. Por tales
antecedentes la presente investigacion evalué los efectos genotoxico y citotdxico de nuevos insecticidas en
México, el neonicotinoide Calypso 480 SC y el piretroide Bulldock 125 SC en linfocitos periféricos humanos
in vitro, usando el ensayo cometa alcalino y sus posibles efectos sobre la viabilidad celular mediante la

tincion con azul tripano.
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\Y OBJETIVOS

1. Realizar tratamientos con cinco concentraciones de los insecticidas Bulldock 125 SC vy
Calypso 480 SC en linfocitos de sangre periférica humana in vitro.

2. Evaluar el dafo sobre el ADN de los linfocitos de sangre periférica humana expuestos a los
dos plaguicidas, mediante la frecuencia de células con cometa y la longitud de sus caudas
(fragmentacion del ADN) en microscopia de fluorescencia.

3. Determinar los efectos sobre la viabilidad de los linfocitos humanos después de los
tratamientos con diferentes concentraciones de Bulldock 125 SC y Calypso 480 SC con la

tincion azul tripano.
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Y, HIPOTESIS

Si algunos plaguicidas neonicotinoides y piretroides han mostrado ser agentes genotoxicos al provocar
intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones cromosomicas y citotoxicos sobre células humanas,
entonces estos mismos efectos se produciran en los linfocitos de sangre periférica expuestos a los
insecticidas Bulldock 125 SC y Calypso 480 SC, visualizado con el incremento en la frecuencia de células

con cometas y en la longitud de sus caudas, asi como su repercusion en la viabilidad celular.
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Vi MATERIALES Y METODOS

6.1 Preparacion de las soluciones patrén de los insecticidas

Los insecticidas Calypso 480 SC (Registro RSCO-INAC-0191-003-014-012) y Bulldock 125 SC (Registro
RSCO-INAC-0102T-301-064-040), fueron donados por Bayer CropScience México. Se realizd una dilucion
del producto comercial Calypso 480 SC en proporcion 1:10 con agua desionizada, para Bulldock 125 SC se

uso el plaguicida original (sin dilucién).

6.2 Aislamiento de linfocitos

Se tomaron muestras de 20 mL de sangre heparinizada de un donador sano y joven, las cuales fueron
transferidas a tubos estériles para ser centrifugadas a 2 500 rpm por 20 min a 37 °C. Se Aislaron los
linfocitos con pipeta Pasteur estéril y diluyeron 1:1 con solucién de Hank’s (37 °C) e inmediatamente se
colocaron sobre una capa de ficol para realizar la separacion de los linfocitos por centrifugacion a 1 500
rpm por 10 min a 37 °C. El boton celular se lavé dos veces con medio RPMI 1640 a 1 500 rpm por 10 min.
Finalmente, se tomaron 10 pl del boton celular para determinar el numero de linfocitos/mL con la camara
de Neubauer, el resto del botdn celular se incub6 a 37 °C en medio RPMI 1640 con 1 % de

penicilina/estreptomicina para posteriormente ser usado para los tratamientos con los dos insecticidas.
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6.3 Tratamientos directos de los insecticidas Calypso 480 SC y Bulldock 125 SC en los

linfocitos de sangre periférica humana y ensayo de viabilidad

En la campana de flujo laminar; se colocaron 250 000 linfocitos con una viabilidad = 98 %, en microtubos
estériles méas medio RPMI 1640 y 14.4, 24, 30.5, 33.2 y 35.2 mg/mL de Calypso 480 SC y 6.25, 25, 37.5,
50, 75 mg/mL de Bulldock 125 SC. El testigo fue el medio RPMI 1640 més los linfocitos humanos (libre de
plaguicida) por duplicado a un volumen final de 500 pl y se coincubaron 37 ° C, durante 2 horas.

Posteriormente la viabilidad celular fue analizada de acuerdo con la técnica de tincion por exclusion con
Azul tripano de Altmann et al. 1993. Se mezcld 10 pl del botdn celular mas 10 pl de azul tripano (0.4 %,
Sigma), después de 3 min se cuantifico el porcentaje células vivas en 100 células consecutivas, por

duplicado para cada grupo experimental incluyendo el testigo, con un microscopio foténico a 40X.

6.4 Electroforésis unicelular alcalina o ensayo cometa alcalino

Para |a analizar el dafio sobre el ADN en los linfocitos expuestos y no expuestos a los dos plaguicidas se
realiz el ensayo cometa alcalino de la siguiente manera: una mezcla con 5 000 células de cada
tratamiento con Calypso y Bulldock més 75 uL de agarosa de bajo punto de fusion (LMPA 0.5 % Gibco) a
37 °C, se coloco en un portaobjetos esmerilado (Fisher, EUA) con una monocapa de agarosa normal (1 %,
Gibco) (por duplicado). Los portaobjetos se dejaron solidificar a 4 °C por 5 min, después los geles fueron
sumergidos en una solucion fresca de lisis final fria (2.5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA, 1 % Triton X-100y 10
% DMSO, 10 mM Tris, ajustada a pH=10) por 1 h. Posteriormente, los geles fueron transferidos a una
camara de electroforesis horizontal (Bioselect) con amortiguador alcalino frio (300 mM NaOH, 1mM EDTA,
pH=13), por 20 min para desenrollar el ADN, a continuacion se aplico una corriente de 25 V, 300 mA por 20

min. Los portaobjetos fueron lavados tres veces con amortiguador neutralizante (0.4 M Tris a pH 7.5) por 5
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min, se fijaron en metanol absoluto frio por 10 min, fueron secados al aire en oscuridad y guardados en una
caja negra para posteriormente ser analizados.

Los geles de todos los lotes experimentales, asi como, los testigos, fueron reetiquetados con clave
desconocida para el observador, tefiidos con bromuro de etidio (20 pg/mL) para examinar el dafio sobre el
ADN con un objetivo micrométrico a 40X (1 unid = 2.41 pym), en un microscopio de fluorescencia (Axiostar
Plus Zeiss fluorescent), equipado con filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm.

Se analizaron tres parametros indicadores de dafio al ADN: a) la frecuencia de células con y sin dafio al
ADN (con y sin cometa) (50 nucleos en cada gel); b) la longitud de la cauda del cometa en micrémetros (de
la region nuclear terminal hasta el final de la cauda) en 100 nucleos consecutivos y c) el dafio sobre el ADN
fue clasificado en cinco categorias dependiendo de la longitud de la cauda del cometa. Las categorias
fueron: nivel 0: sin cauda o nucleo no dafiado; Nivel 1: cauda 1-44 um, Nivel 2: cauda 45-88 pm; Nivel 3:
cauda 89-132 um y Nivel 4: cauda 133-176 um (nucleo con ADN severamente dafiado) (Calderén-Segura

et al. 2007).

6.5 Analisis estadistico

Los valores promedios de la frecuencia de células con cometa y de la longitud de la cauda del cometa
fueron obtenidos de tres experimentos consecutivos de los lotes experimentales y del testigo y se
expresaron como promedios =+ error estandar (E.E). Se les aplic un andlisis de varianza (ANOVA) con p<
0.05 y la prueba de comparacién multiple de Newman-Keuls para encontrar las diferencias significativas
entre el testigo y los grupos experimentales. Para determinar la relacién de concentracion-efecto, se realizé
un analisis de regresion a los promedios de los dos parametros genotoxicos, estableciendo un intervalo de

confianza de a=0.05, con el programa estadistico SPSS Statistics 17.0.
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VI RESULTADOS

Los resultados de los tratamientos directos con los insecticidas neonicotinoide Calypso 480 SC
(tiacloprid) y piretroide Bulldock 125 SC (B-ciflutrina) a los linfocitos humanos in vitro, muestran que los dos
plaguicidas son agentes genotoxicos (Tablas 4 y 5, Gréficas I-VI).

La Tabla 4, muestra que las concentraciones de 14.4 y 24 mg/mL de Calypso 480 SC, no causan dafio
significativo en el ADN de los linfocitos humanos in vitro, pero a partir de 30.5-35.2 mg/mL del insecticida,
aumentan significativamente los promedios de la frecuencia de linfocitos con dafio al ADN (con cometa) y
la longitud de las caudas del cometa (fragmentacién del ADN), con relacion al testigo (linfocitos sin
plaguicida) (Graficas | y II). Los linfocitos humanos a concentraciones elevadas de Calypso muestran
mayor fragmentacién del ADN comparados con el testigo. El grado de dafio sobe el ADN esta dentro de las
categorias 1-4 (Tabla 4).

El analisis de regresion de los promedios de la frecuencia de células con dafio al ADN y la longitud de la
cauda del cometa evidencia que existe una correlacion de tipo exponencial entre la concentracion del
insecticida Calypso y el aumento del dafio sobre el ADN de las células sanguineas humanas (r2= 0.9), es
decir, una respuesta de concentracion-efecto (Gréfica ll).

La viabilidad de los linfocitos periféricos humanos expuestos a las diferentes concentraciones del
neonicotinoide Calypso 480 SC no fue modificada con relacion al valor testigo (Tabla 4).

Los linfocitos periféricos humanos coincubados con 6.25-75 mg/mL del insecticida piretroide Bulldock
125 SC (B-ciflutrina), muestran induccién significativa en la frecuencia de células con cometa y en la
longitud de sus caudas al ser comparados con los valores del testigo (Tabla 5, Gréficas IV y V).

El analisis de regresion aplicados a los promedio de ambos parametros genotoxicos del insecticida
piretroide Bulldock mostr6 que existe una relacién de concentracion-efecto (r2= 0.8) con un comportamiento

parabdlico, es decir a partir de 25 a 50 mg/mL de Bulldock aumenta significativamente el dafio sobre el
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ADN de las células humanas y disminuye significativamente con 75 mg/mL con respecto al testigo (Tabla 5,
Grafica VI).

La viabilidad de los linfocitos expuestos a 6.25 y hasta 50 mg/mL de Bulldock no fue alterada con
relacion al valor testigo, sin embargo, a partir 75 mg/mL de plaguicida éste es citotdxico hasta ocasionar

muerte celular (Tabla 5).
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VIl DISCUSION

Desde la formacién de Bayer CropScience en el afio 2002 y su llegada a México, es una empresa lider
en nuestro pais y esta al frente en la produccién y venta de nuevos insecticidas neonicotinoides y
piretroides, (Bayer CropScience México 2008). Los neonicotinoides representan el 17 % del total de los
insecticidas procesados (Ford y Casida 2008) y los piretroides el 25 % del mercado mundial (Meacham et
al. 2008). Segun la Organizacion Internacional de las Uniones de Consumidores, cada 4 horas muere un
trabajador agricola en los paises en desarrollo, debido a intoxicaciones con plaguicidas, que equivale a
méas de 10 000 defunciones al afio, ademas de 375 000 intoxicaciones (Garcia 1998). La Organizacion
Mundial de la Salud estima 3 millones de casos de envenenamiento agudo y severo (incluyendo suicidios),
mas los no reportados de media y moderada intoxicacion, con alrededor de 2 200 000 muertes (Gonzalez
etal. 2001; WHO 2003).

Actualmente, la poblacion esta expuesta a los plaguicidas neonicotinoides y piretroides principalmente
por el consumo de alimentos, los cuales son asperjados en los cultivos agricolas, como papa, maiz, soya,
girasol y canola; en hortalizas como lechuga y brécoli; en arboles frutales como manzana, pera y pistache;
algunos piretroides se aplican en el hogar, en centros comerciales, en construcciones, invernaderos,
jardines publicos y privados, en campafias contra insectos vectores de enfermedades del ser humano y de
animales de importancia econémica. En EUA, los insecticidas piretroides cipermetrina, permetrina,
resmetrina y sumitrina estan registrados exclusivamente para programas de control de mosquitos. Se
calcula que la produccion de ciflutrina y cipermetrina es de 175 000 toneladas y de la permetrina de 1000
000 toneladas (Ford y Casida 2008). Con base en estos antecedentes es necesario realizar estudios
genotoxicos sobre estos nuevos plaguicidas, ya que trabajos epidemioldgicos han relacionado la induccion

de dafio al material genético por exposicién con insecticidas con el desarrollo de diferentes enfermedades
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como el cancer de pulmon, de pancreas, de vejiga, de mama y leucemias (Caballo et al. 1992; Agarwal et
al. 1994; Alvanja et al. 2004; Mansour 2004).

En el presente trabajo se analiz6 los efectos genotdxico y citotdxico de los insecticidas neonicotinoide
Calypso 480 SC (tiacloprid) y el piretroide Bulldock 125 SC (B-ciflutrina) en linfocitos periféricos humanos in
vitro mediante el ensayo cometa alcalino y la tincién por exclusién con azul tripano, respectivamente. El
ensayo cometa alcalino es eficaz para detectar fragmentacion del ADN y en comparacion con otras
pruebas citogenéticas como, el intercambio de cromatidas hermanas, los micronucleos y las aberraciones
cromosomicas, es una prueba mas sensible para evaluar agentes genotdxicos ambientales, no requiere de
células en proliferacion, es aplicable a cualquier célula eucariota, en poco tiempo se obtienen resultados y
es reproducible (Tice et al. 2000; Speit y Hartmann 2005).

Los resultados de los tratamientos directos con el insecticida neonicotinoide comercial Calypso 480 SC
(con principio activo tiacloprid) a los linfocitos humanos in vitro, muestran que este compuesto es un agente
genotoxico al producir fragmentacion significativa del genoma a bajas concentraciones (30.5-35.2 mg/mL),
con relacion al testigo y con un comportamiento de concentracion-efecto. La viabilidad de las células
humanas expuestas a las diferentes concentraciones de tiacloprid no fue modificada en comparacion con el
valor testigo. Estos resultados concuerdan con los pocos estudios genotdxicos realizados para otros
insecticidas neonicotinoides. Zang et al. (2000), publican alteraciones espermaticas en Eisenia fetida
expuestas con 0.2 y 0.5 mg/kg de suelo seco del insecticida neonicotinoide imidacloprid por 14 dias y dafio
al ADN de celomocitos de la lombriz expuestas con 0.05, 0.1, 0.2 y 0.5 mg/L de imidaclorid por 2 h.

Feng et al. (2004), reportan elevada frecuencia de micronucleos en eritrocitos del ajolote de Rana
nigromaculata- Hallowell expuestas por 7 dias con 8 y 32 mg/L-! de imidacloprid. Con 0.05. 0.1, 0.2,y 0.5
mg/L-! del plaguicida aumenta el niumero de eritrocitos con dafio al ADN (con cometa) y la longitud de la
cauda de los cometas, mediante la electroforesis unicelular alcalina. Feng et al. (2005), muestran

produccion significativa de intercambio de cromatidas hermanas y de micronucleos en cultivo de linfocitos
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periféricos humanos coincubados con 0.1 y 0.5 mg/L de imidacloprid por 48 h y mayor fragmentacion del
ADN de los linfocitos humanos expuestos con 0.05, 0.1, 0.2 y 0.5 mg/L-! de imidacloprid por 24 h.

Green et al. (2005a, 2005b) publican incidencia significativa de tumores en higado de ratones hembras y
machos tratadas con el insecticida neonicotinoide tiametoxam y dos de sus metabolitos.

Karabay y Oguz (2005), muestran incremento significativo en la tasa de mutacion reversa de las cepas
TA98 y TA100 de Salmonella thyphymurium a concentraciones de 25, 50, 75 y 100 ug/lplaca de
imidacloprid con y sin activacion metabolica con la mezcla S9 y aumento significativo de aberraciones
cromosomicas y micronucleos, en células de médula ésea y eritrocitos, respectivamente, de rata Winstar
alimentadas diariamente con croquetas tratadas con 50 y 100 mg/kg peso corporal del mismo insecticida.

Demsia et al. (2007) corroboran que el imidacloprid es positivo para micronucleos en eritrocitos
policromaticos de ratas tratadas con 300 mg/kg de peso corporal y en linfocitos humanos en cultivo
expuestos a 0.1, 1, 5, 50 y 100 pg/mL de insecticida, sin embargo en el caso de la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas la prueba es negativa con relacion al testigo a las mismas
concentraciones.

Kocaman y Topaktas (2007) encontraron produccion significativa de intercambio de cromatidas
hermanas, micronucleos y aberraciones cromosomicas en cultivo de linfocitos humanos coincubados por
24 y 48 h con 30, 35 y 45 pg/mL del insecticida neonicotinoide acetamiprid. La viabilidad celular no fue
alterada con ninguna concentracion del insecticida.

Costa et al. (2009), evidencian que el insecticida neonicotinoide imidacloprid puro y comercial (Confidor
200SL), incrementan significativamente la frecuencia de micronucleos en los linfocitos humanos en cultivo
coincubados con 20 pM de imidacloprid comercial con y sin activacion metabolica S9 por 24 h y generan
dafio en el ADN evidenciado por el ensayo cometa en leucocitos incubados con las mismas concentracion
del imidacloprid comercial (Confidor 200 SL) y del producto puro. Al comparar el efecto genético in vitro de

ambas presentaciones del imidacloprid se observa que el insecticida comercial Confidor induce mayor
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aumento de MN, siendo mas genotdxico que la sustancia pura, pero ninguno de los compuestos son
agentes citotoxicos en ambos sistemas de prueba.

Gomez-Eyles et al. (2009) encuentran disminucién en la reproduccién de Caenorhabditis elegans y de
Eisenia fetida expuestos por 14 dias a concentraciones de 20 y 50 mg/kg' de los insecticidas
neonicotionoides imidacloprid y tiacloprid.

El mecanismo molecular de genotoxicidad de los insecticidas cloropiridinil-neonicotinoides, como el
imidacloprid, acetamiprid y tiacloprid, es desconocido. Sin embargo, este grupo de insecticidas tienen en
comun el grupo 6-cloro-piridinilmetil y difieren en el radical nitroguanidina y cianoguanidina en la porcién
aciclica o ciclica (Fig. 2). Se sugiere entonces, que el tiacloprid interactua con el ADN, ocasionado su
fragmentacién como ha sido observado para los insecticidas imidacloprid y acetamiprid en células
humanas in vitro.

Por ofra parte, en las ultimas décadas se han reportado grandes abusos en el empleo de los piretroides
hacia el hombre y en animales domésticos, esto por su rapida degradacién en el ambiente, poca
persistencia, rapido metabolismo en los animales y por ser menos toxicos para mamiferos, esta clase de
plaguicidas estan sustituyendo a los organofosforados, organoclorados y carbamatos. Por ejemplo, el
insecticida permetrina es constituyente de shampus y lociones para el combate de piojos, pulgas y otros
ectoparasitos. Por cromatografia liquida de alta resolucion, se han cuantificado residuos de insecticidas
piretroides en miel de abeja, en agua de consumo humano y en diferentes vegetales comestibles, asi como
en orina de nifios y adultos que viven en diferentes ciudades de EUA se han identificado metabolitos de los
piretroides ciflutrina, deltametrina y cipermetrina (Heudorf y Angerer 2001) y en trabajadores agricolas se
han observado sintomas clinicos de toxicidad via inhalacion y exposicion dérmica (Laskoswky 2002).

Diversos estudios in vivo e in vitro, evidencian que los piretroides son neurotoxicos (Wolansky y Harrill
2008), inmunosupresores (Duramad et al. 2007), disruptores endécrinos (Chen et al.2002; Mani et al. 2002;

Xu et al. 2006; Pine et al. 2008), alteran la fertilidad animal (Bian et al. 2004; Xia et al. 2004; 2008), entre

43



otros. Numerosos estudios han demostrado sus acciones genotoxica y carcindgena (Ishmael y Litchfield
1988; Cabral y Galendo 1990; Shukla et al. 2002). El fenvalerato, la deltametrina, la cipermetrina y la A-
cialotrina aumentan significativamente la frecuencia de micronucleos en eritrocitos policromaticos de rata y
raton. (Bhunya y Pati 1988; Benova et al. 1989; Ghosh et al.1992; Amer et al.1993; Gandhi et al 1995; Celik
et al. 2003, 2005a,b); en eritrocitos del pez Cheiroden interruptus interruptus (Campana et al. 1999); en
eritrocitos de ajolotes de Rana temporaria y Xenopus leavis (Rudek y Rosek 1992), ademas inducen
aberraciones cromosomicas e intercambio de cromatidas hermanas en diferentes lineas celulares humanas
in vivo e in vitro (Puig et al. 1988; Caballo et al 1992; Amer et al. 1993; Naravaneni y Jamil 2005; Undeger y
Basaran 2005; Suman et al. 2006; Chauhan et al. 1997; 1999; 2007) y en plantas (Chauhan et al. 1986;
Saxena et al. 2005; Chauhan et al. 2005). La a-cipermetrina y supermetrina son positivas para
micronucleos en cultivo de linfocitos humanos (Surrallés et al. 1995; Kocaman y Topaktas 2009); la
permetrina induce genotoxicidad en células primarias de mucosa nasal humanas (Tisch et al. 2002), el
fenvalerato disminuye la mitosis en linfocitos humanos (Carbonell et al. 1989; Chauhan et al. 2007), en
células CHO en cultivo (Hadnagy et al. 1999) y en células de meristemos apicales de Allium cepa,
Hordeum vulgare y Vicia faba (Saxena et al. 2005; Singh et al. 2008); la deltametrina es positiva para la
induccion de micronucleos en células de médula 6sea de raton (Gandhi et al. 1995). El clorpirifos y la
cipermetrina forman aductos en el ADN de hepatocitos de raton (Cui et al. 2006). La cipermetrina aumenta
significativamente la fragmentacién del ADN en cerebro, higado, rifion, pulmén, médula ésea y en linfocitos
periféricos de raton (Patel et al. 2006) y en células CHO in vitro (Patel et al. 2007). El bifentrin, piretroide de
recién produccion, es citotoxico y genotéxico en la linea celular FL de amniocitos humanos in vitro (Liu et
al. 2008).

Para el caso del insecticida piretroide ciflutrina son escasos los ensayos genéticos y no hay

investigaciones para los diasteromeros de la B-ciflutrina. Nadda et al. (2005) reportan reduccion en el
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desarrollo y el crecimiento de las larvas mutantes sepia y blanca de Drosophila melanogaster expuestas al
insecticida comercial Bulldock 025 SC (B-ciflutrina). Tisch et al. (2005), muestran aumento significativo de
dafio en el ADN de células epiteliales de la mucosa nasal humana coincubadas con 0.05, 0.1, 0.5, 0.75 y
1.0 mM del isdmero transfluthrin y de ciflutrina por 1 h mediante el ensayo cometa alcalino. lla et al. (2008),
encuentran que la ciflutrina no es mutagénica en las cepas TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium a
concentraciones de 1000, 2000, 3000, 4000 y 5000 pg/mL de placa de compuesto sintético puro (CAS no.
8359-37-5), con y sin activacién metabdlica con la mezcla S9 y no modifica la frecuencia de intercambios
de cromatidas hermanas en linfocitos periféricos humanos in vitro. Sin embargo, aumenta
significativamente las aberraciones cromosdmicas y los micronucleos en cultivo de linfocitos humanos
coincubados con 500,1000 y 2000 pg/mL y con 1000-5000 pg/mL del compuesto por 48 h
respectivamente. Estos datos apoyan los resultados obtenidos en este trabajo, en el cual se evidencia que
el insecticida comercial Bulldock 125 SC con el estereoisomero B-ciflutrina, que a concentraciones de 6.25-
75 mg/mL induce dafio al ADN de las células humanas in vitro y a concentraciones mayores de 75 mg/mL,
disminuye significativamente la viabilidad de los linfocitos humanos hasta ocasionar muerte celular por
toxicidad, estos resultados concuerdan con los reportados para la ciflutrina que a concentraciones mayores
de 0.1mM disminuye el indice mitético y la viabilidad de células de mucosa nasal humana en cultivo (Tisch
et al. 2005) y para otros piretroides en diferentes lineas celulares in vitro (Carbonell et al. 1989; Puig et al.
1988; Caballo 1992; Ghosh et al. 1992; Dianovsky y Sivikova 1995; Hadnagy et al 1999; Agarwal et al.
1994; Liu et al. 2008).

Al comparar la actividad genotdxica de los dos insecticidas, el neonicotinoide Calypso y el piretroide
Bulldock, observamos que Calypso produce mayor fragmentacion del genoma humano y no es citotdxico,
mientras que el piretroide Bulldock es genotoxico y citotoxico para los linfocitos humanos in vitro. La
composicion de los componentes de la mezcla comercial de cada clase de insecticida, asi como, la

concentracion de los principios activos B-ciflutrina y tiacloprid, determinan sus actividades tdxicas sobre las
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células humanas in vitro, reflejdindose en la sensibilidad y grado de dafio sobre el ADN y su repercusion
sobre la viabilidad celular.

El analisis de regresion de los datos promedios de la frecuencia de células con cometa y de la longitud
de sus caudas revela curvas distintas para los dos insecticidas, para Calypso 480 SC la pendiente de la
curva es exponencial, con una relaciéon de concentracidn-efecto, mientras que para Bulldock 125 SC es
parabdlica, comportamiento similar al piretroide ciflutrina (lla et al. 2008).

Algunos estudios reportan un mecanismo molecular similar de genotoxicidad de los insecticidas
piretroides deltametrina, cipermetrina, permetrina y ciflutrina, los cuales tienen una estructura quimica en
comun y difieren solamente en el grupo quimico sustitiyente en el carbéon bencilico (Figs. 4 y 5), por otra
parte los enantioméros han resultado ser mas genotoxicos que sus moléculas originales, asimismo todos
estos piretroides inducen estrés oxidante y formacion de especies reactivas al oxigeno (EROs), implicados
en la induccién del dafio genético en células de mamifero in vivo e in vitro (Kale et al.1999; Giray et al.
2001; El-Demerdash et al. 2004; Prasamthi et al. 2005; Yousef et al. 2006). Ademas esta documentada la
relacion entre la formacion de EROs vy las alteraciones del genoma, lo cual puede ocasionar rompimientos
en sus cadenas y mutaciones (Zegura et al. 2004). Los insecticidas permetrina, cipermetrina y ciflutrina son
quimicamente similares (Fig. 5) y se ha sugerido que interaccionan con las bases citosina y timina del
ADN, lo cual esta relacionado con la produccion de aberraciones cromosémicas, intercambio de cromatidas
hermanas y micronucleos en plantas y en células de mamifero in vitro (Giray et al 2001; Saxena et al.
2005). Para el caso de la B-ciflutrina, esteroisémeros de la ciflutrina, no hay investigaciones sobre sus
efectos genéticos, sin embargo, hipotetizamos que al igual que la ciflutrina, el mecanismo primario de
induccion del dafio sobre el ADN en los linfocitos humanos in vitro por la B-ciflutrina, sea a través de la
produccion de EROs, ya que recientemente se ha observado que la ciflutrina genera estrés oxidante
medido por la presencia de lipidos peroxidados, entre otros factores, en la carpa Cyprinus carpio | (Das et

al. 2009) 6 via interaccion con el ADN, lo cual debe investigarse y comprobarse.
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Por otro lado, cabe mencionar que recientemente se ha comprobado que los insecticidas neonicotinoides
y piretroides son absorbidos por las raices de las plantas y transportado a otros érganos, lo cual representa
una ruta importante de exposicion a genotoxinas via cadena alimenticia. Ford y Casida (2008), muestran el
mecanismo de biotransformacién vegetal in vivo de diversos neonicotinoides entre los que se encuentran el
imidacloprid y tiacloprid, siendo las principales reacciones metabdlicas nitrorreduccion, desmetilacion,
sulfoxidacion, hidroxilacion, muy similares al metabolismo animal in vivo (Ford y Casida 2006a; 2006b). Los
sulféxidos-tiacloprid y ureas son los metabolitos primarios mas abundantes. Varias investigaciones han
mostrado que los sulféxidos de plaguicidas pueden interactuar con macromoléculas celulares como el ADN
ocasionando dafio al genoma humano (Calderdn-Segura et al. 1999, 2007; Sandermann 1992),
considerado como otro factor de riesgo adicional para la salud humana y animal. Ya que se ha sugerido
que al consumir carne, leche y vegetales comestibles con residuos de plaguicidas y/o sus metabolitos
podrian ser biotransformados y/o activados por las enzimas del tracto digestivo, interaccionando con
macromoléculas celulares como el ADN y ARN ocasionado alteraciones moleculares, celulares y diversas
enfermedades.

En resumen, esta investigacién revela los efectos genotoxico y citotdxico de nuevos insecticidas
comerciales piretroide Bulldock 125 SC (B-ciflutrina) y neonicotinoide Calypso 480 SC (tiacloprid) y su
repercusion en la viabilidad de los linfocitos humanos in vitro a concentraciones menores comparadas con
las aplicadas en los campos agricolas, los cuales son de gran relevancia cientifica ya que contribuye con el

conocimiento sobre la toxicidad de estos compuestos quimicos.
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IX CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

1. El neonicotinoide Calypso 480 SC (tiacloprid) y el piretroide Bulldock 125 SC (B-ciflutrina), son
agentes genotoxicos para los linfocitos humanos in vitro con una relacion de concentracion-
efecto.

2. El insecticida neonicotinoide Calypso 480 SC, induce mayor dafio al ADN que el piretroide
Bulldock 125 SC, observado por la frecuencia de cometas y la longitud de la cauda.

3. La viabilidad de los linfocitos humanos expuestos a diferentes concentraciones de Calypso no
se modifica, sin embargo, a concentraciones mayores de 75 mg/mL del piretroide Bulldock 125
SC la viabilidad disminuye significativamente hasta ocasionar muerte celular por toxicidad.

4. Este trabajo aporta evidencias de la produccion del dafio sobre el ADN en los linfocitos
periféricos humanos in vitro por nuevos insecticidas comerciales como el neonicotinoide

Calypso 480 SC y el piretroide Bulldock 125 SC.
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Xl TABLAS Y GRAFICAS.

Tabla 4. Dafio al ADN inducido por el insecticida neonicotinoide Calypso 480 SC en linfocitos periféricos
humanos in vitro. a

Porcentaje Frecuencia Longitud _ N
promedio de promedio de promedio de la  Niveles de dafio al ADN

Insecticida viabilidad celular@ células con dafio cauda del cometa (um)P.

[mg/mL] al ADN (%)a (um)a

X +EE X +EE X+EE o 1 2 3 4
00.0 98.0+0.0 1+£03 0.12 £0.1 9 1 0 0 0
14.4 99.0+0.5 1+06 0.20 £0.1 9 1 0 0 0
24.0 99.8+0.2 5+12 2.20 £0.6 9%5 4 1 0 0
30.5 99.0+0.2 46 +6.1** 25.50 +1.9¥ 54 17 25 3 1
33.2 98.0+04 61 +£0.7* 3712 £1.9¥ 39 13 45 3 0
35.2 99.0+0.5 79 +4.5* 50.30 +1.8* 21 11 64 3 1

a Promedio de tres experimentos.

b Niveles promedio de dafio definidos de acuerdo con el tamafio de la cauda designados desde:
0= sin dafio; 1= 1-44 um; 2= 45-88 um; 3= 89-132 um; 4 = 133-176 (maximo dafio) en 100 células
consecutivas (medidas arbitrarias).

* Diferencias significativas con respecto al testigo con F= 262.261 y p<0.05.

" Diferencia significativas con respecto al testigo F= 122.73 y p<0.05.
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Tabla 5. Dafio al ADN inducido por el insecticida piretroide Bulldock 125 SC en linfocitos periféricos humanos

in vitro. @

Porcentaje Frecuencia Longitud ) B
promedio de promediode  promediodela  Niveles de dafio al ADN

Insecticida viabilidad celular2 células con dafio cauda del cometa (nm)®.

[mg/mL] al ADN (%)2 (um)a

X+EE X+EE X+EE c 1 2 3 4
0.0 98 +0.5 1 4+1.2 03 £0.2 9 1 0O 0 0
6.2 98 +0.9 18 £3.8 85 +1.2* 82 7 10 1 0
25.0 97 £1.0 28 +2.3* 135 £1.5* 72 14 13 1 0
37.5 9 +1.3 30 +4.6* 204 +2.0* 7 6 17 7 0
50.0 9 +1.4 29 +3.8* 209 +2.1* M1 6 17 5 1
75.0 94 +1.1% 23 +0.9* 15.6 £1.9* 77 8 10 4 1

Muerte celular

a Promedio de tres experimentos.

b Niveles promedio de dafio definidos de acuerdo con el tamafio de la cauda designados desde 0= sin dafio;
1=1-44 um; 2= 45-88 um; 3= 89-132 um; 4 = 133-176 um (maximo dafio) en 100 células consecutivas
(medidas arbitrarias).

* Diferencias significativas con respecto al testigo con F=20.80 y p<0.05.
** Diferencias significativas con respecto al testigo con F= 10.37 y p<0.05.

*** Diferencias significativas con respecto al testigo con F= 3.2 y p<0.05.
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Grafica . Longitudes promedio de la cauda del cometa en linfocitos periféricos humanos expuestos al

insecticida neonicotinoide Calypso 480 SC in vitro.
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Grafica Il. Frecuencias promedio de células con dafio al ADN en linfocitos periféricos humanos

expuestos al insecticida neonicotinoide Calypso 480 SC in vitro.
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Grafica lll. Analisis de regresion de los valores promedio de la longitud de la cauda del cometa y porcentaje
de células con dafio al ADN en linfocitos periféricos humanos in vitro. expuestos al insecticida
Calypso 480 SC (p<0.05).
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Grafica IV. Longitudes promedio de la cauda del cometa en linfocitos periféricos humanos expuestos al

insecticida piretroide Bulldock 125 SC in vitro.
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Grafica V. Frecuencias promedio de células con dafio al ADN en linfocitos periféricos humanos expuestos

al insecticida piretroide Bulldock 125 SC in vitro.
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Grafica VI. Analisis de regresion de los valores promedio de la longitud de la cauda del cometa y

porcentaje de células con dafio al ADN en linfocitos periféricos humanos in vitro. expuestos al

insecticida Bulldock 125 SC (p <0.05).
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