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Resumen

En los ultimos afos la implementacion de la nanotecnologia en diferentes sectores ha
generado expectativas como nueva fuente de aprovechamiento debido a las caracteristicas
novedosas que traerd consigo. Particularmente, su uso en plaguicidas promete generar
productos mas sustentables y menos dafiinos con el ecosistema y la salud humana; sin
embargo, la mayoria de los estudios continuan con un enfoque dirigido a su eficacia en
campo, dejando de lado el efecto en modelos animales y en los seres vivos.

El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto genotéxico de la fraccidn nanométrica del
plaguicida encapsulado, en cultivo de células de epitelio bronquial de la linea NL-20, y
dilucidar el mecanismo molecular por el cual inducen dafio.

Para ello se caracterizd y separd la fraccion nano del plaguicida Karate Zeon® 5 CS, se
evalud la via de entrada a la célula y los cambios inducidos en la ultraestructura celular. Se
estimaron los principales marcadores de estrés oxidante, estrés de reticulo y se evaluo la
genotoxicidad por medio de la prueba de micronucleos.

Se obtuvo la fraccién de 700 nm con el potencial Z de -40 mV, cuyo principal componente
es poliurea formaldehido, esto les permite a las capsulas ingresar a la célula por medio de
macropinocitosis y endocitosis mediada por clatrinas. En el interior de la célula, inducen
estrés oxidante que activa la respuesta de estrés de reticulo por medio de la proteina BIP y el
sensor IRE-1, desencadenando la activacion de IL-6.

Asimismo, el estrés reduce la proliferacion celular y aumenta el dafio genotéxico por medio
del incremento de micronucleos, sin embargo, este dafio es inducido principalmente por
contacto directo de las capsulas con el nticleo.

Este estudio pionero se realiza empleando un plaguicida comercial encapsulado nanométrico,
en el que se evalua el mecanismo molecular de dafo inducido, lo cual lo sitia como el primer
paso en el analisis de si estas sustancias representaran un contaminante toxico o una solucion
emergente.



Abstract

In recent years, the implementation of nanotechnology in different sectors has generated
expectations as a new source of use due to the novel characteristics that it will bring.
Particularly its use in pesticides promises to generate more sustainable products that are less
harmful to the ecosystem and human health, however, most studies continue to focus on their
efficacy in the field, leaving aside the effect on animal models and in humans.

The aim of this project was to evaluate the genotoxic effect of a nano-encapsulated pesticide
on bronchial epithelial cells (NL-20) in vitro and to elucidate the molecular mechanism by
which they induce damage.

To accomplish this, the nano fraction of the pesticide Karate Zeon® 5 CS was characterized
and separated, and the up take into the cell and the changes induced in the cellular
ultrastructure were evaluated. The main markers of oxidative stress, reticulum stress, and
genotoxicity were evaluated using the micronucleus test.

A 700 nm fraction with a Z potential of -40 mV was obtained, whose main component is
polyurea formaldehyde, this allows the capsules to enter the cell through macropinocytosis
and clathrin-mediated endocytosis. Once inside, they induce oxidative stress that activates a
reticulum stress response via the BIP protein and the IRE-1 sensor, triggering an
inflammatory response.

Likewise, stress reduces cell proliferation and increases genotoxic damage by increasing
micronuclei; however, this damage is mainly induced by direct contact of the capsules with
the nucleus.

This is a pioneering study carried out using a nanometric encapsulated commercial pesticide
in which the molecular mechanism of induced damage is evaluated, which makes it the first
step in the analysis of whether these substances represent a contaminant or an emerging
solution.



I Introducciéon

1.1 Nanotecnologia y regulacion

Alrededor de los afios 90, el desarrollo cientifico dirigido a la nanotecnologia comenz6 a
generar expectativas como nueva fuente de aprovechamiento en diferentes sectores debido a
sus caracteristicas novedosas (APVMA, 2014). Desde entonces y en la tltima década, ha
habido un crecimiento acelerado de su aplicacion en diferentes sectores industriales como la
alimentaria, la farmaceutica, la industrial y recientemente, la agricola. A raiz de ese
crecimiento la FAO convocd reuniones en las que se discutieron principalmente 3 temas: el
uso de nanotecnologia en la comida, el riesgo potencial de su uso en el ser humano y los

aspectos sociales de didlogo entre la comunidad (FAO, 2013).

Estas reuniones comenzaron a revelar problemas de regulacién en temas tan elementales
como la carencia de una definicion universal de nanotecnologia, pues existen diferentes
definiciones dependiendo del tipo de material al que se esté aplicando esta tecnologia como
nanomaterial, nanoescala, nanoparticula, nanoobjeto, entre otros (Cuadro 1). Actualmente la
definicion mas aceptada es la de nanoescala definida por la “UK Royal Society and Royal
Academy of Engineering” en su reporte del 2004, la cual define a cualquier producto “nano”
como aquel que mantenga una escala de 0.2--100 nm (EC, 2009; 2015; WHO, 2010; JRC-
IPTS, 2014). Sin embargo, multiples estudios relacionan productos que tienen una dimension
“ultrafina” (nanométrica que no coincide con la difinicién de nanoescala) a dafios novedosos,
distintos a los inducidos por sus contrapartes micrométricas, como los aerosoles
atmosféricos, el material particulado o contaminantes industriales, los cuales llegan a

comportarse diferente a sus contrapartes micrométricas (SCENIHR, 2006).

Este problema ha conllevado a una discrepancia en la manera en que se evalua el riesgo de
nanomateriales y nuevos productos comerciales, debido a que muchos de ellos son de escalas
nanométricas no menores a 100 nm que presentan propiedades fisico-quimicas diferentes a
sus contrapartes comerciales actuales, llevando a que escapen facilmente de una regulacion

nacional o internacional puesto que no entran en la defincion estandar de nanoescala.



Cuadro 1. Diversas definciones de nanotecnologia aplicada

Nanotecnologia en productos Definicion

Nanoescala Tener una o mas dimensiones de entre 0.2-
-100 nm

Nanociencia El estudio de los fenémenos y la

manipulacion de materiales a escala
atdbmica, molecular y macromolecular,
donde las propiedades difieren
significativamente de las de una escala
mayor.

Nanotecnologia Diseflo, caracterizacion, produccion vy

aplicacion de estructuras, dispositivos y
sistemas mediante el control 'y
manipulacion de la forma y tamafio a
nanoescala.

Nanomaterial Material con una o mds dimensiones
externas, 0 una estructura interna que
podria exhibir caracteristicas novedosas en
comparacion con el mismo material sin

caracteristicas a nanoescala.

Nanotubo Estructuras tubulares del orden de
nanometro.
Nano-objetos Los mnano pueden tener multiples

presentaciones que son utilizados para
desarrollar nuevos materiales llamados
nanomateriales, y les confieren
propiedades mejoradas o especificas de la

dimension nanomeétrica.

Informacién obtenida de SCENIHR, 2006.

A nivel internacional todavia existen diferencias en cuanto a la regulacion con respecto a la
definicion, etiquetado, especificaciones nano especificas y evaluaciones de riesgo y toxicidad

(Kihara, 2021). Hasta 2013 Australia, Nueva Zelanda y Canadé no contaban con regulacion



o registro de su uso pero si de su manufactura, y China tampoco tenia legislacion relacionada
con nanomateriales hasta el 2013, que se rechazo su uso en alimentos. Solamente Japén y
E.U.A. le han dado prioridad al desarrollo tecnologico e investigacion en nanotecnologia con
regulacion en alimentos y desarrollo de industria emergente. Las principales organizaciones
en lograr la regulacion bésica son: la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), Acta Federal
de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas, y Facilidades Federales (FIFRA), Organizacion
Mundial de la Salud (WHO), Organizacion de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) y la Unién
Europea (EU) (WHO, 2009; Kah y Hofmann, 2014), sin embargo en México alin no existen

asociaciones gubernamentales especificas que regulen su produccion, distribucién y manejo.

1.2 Nanoplaguicidas

La aplicacion de la nanotecnologia en los productos agroquimicos comenzd a crecer a
principios del siglo XXI, con el objetivo de optimizar los procesos de produccion de

agroquimicos y hacerlos mas sustentables (Shang et al., 2019).

A pesar de los multiples estudios hechos en campo sobre la eficacia de estos productos, la
mayoria de los nanoplaguicidas actuales no estan incluidos en la definicién de nano escala
(1-100 nm) sin embargo, se utiliza dicho término ya que incluye entidades del rango nano
menor a 1000 nm, son designados con el prefijo o tienen propiedades novedosas asociadas
al tamano, cualidad relevante para definir productos nanométricos (Kumar y Dhawan, 2013).
Ademas de que a nivel toxicoldgico existe evidencia de que puedan inducir dafio diferente o

mayor a sus contrapartes micrométricas (Benelli, 2018).

Esta falta de conceso internacional ha dado la oportunidad de crecimiento e innovacion
cientifica alrededor de la implementacion de la nanotecnologia en multiples productos como

los plaguicidas. Siendo Asia la lider en investigacion y produccion de articulos cientificos y



Estado Unidos y Alemania en patentes de nanomateriales destinados a la agricultura (Gogos

etal., 2012; Kah et al., 2013).

La investigacion en agroquimicos ha crecido en la ultima década ya que se prevee pueda
mejorar el proceso de adquisicion de alimentos de manera sustentable y mas rapida a partir
de ciertas ventajas que no permiten sus presentaciones actuales, como: el incremento de
solubilidad en el agua, una mayor asimilacion bioldgica y absorcion, se podrd dirigir su
libracion en el campo, evitaran la separacion de fases en su almacenamiento y aplicacion,
seran mas econdmicos ya que puede disminuir la cantidad de aplicaciones en campo, por
tener una mayor area de contacto (Kah et al., 2013; Kah y Hofmann, 2014; Shang et al.,
2019). Como ejemplo de ello, en emulsiones hechas con B-cypermetrina se comprobo6 que
en comparacion con las microemulsiones, las nanoemulsiones son mucho mas estables y se

difunden mejor en campo (Wang et al., 2007).

En estudios de eficacia en campo se comprobd que la permetrina en nanoemulsiéon no
produce dafio a organismos no blancos, sobre todo bacterias de suelo, mientras que la
microemulsion genera dafio en las plantas de Allium cepa donde se aplicé (Kumar et al.,
2013). Asimismo, se probo que glifosato tiene igual o mayor eficacia en campo en una forma
nanométrica que su presentacion regular (Lim et al,, 2011, 2012) y validomicina en nano

presentacion prolonga su actividad en los campos de cultivo (Qian et al., 2011).

Es posible que las nuevas presentaciones nanométricas constituyan un nuevo riesgo de
sustancias quimicas inocuas, o que antes no tenian ningln efecto dafiino asociado a algin
sistema. Un ejemplo de ello son los multiples estudios genotoxicologicos realizados con
nanoparticulas métélicas, utilizadas en materiales de construccion o de diversa indole, como
la silica, el aluminio o el 6xido de titanio, con los cuales se comprobd que debido a sus
novedosas caracteristicas facilitaban la difusion, resistencia, dimensionalidad y entrada a los
sistemas bioldgicos (Kumar y Dhawan, 2013). También se encontrd interrupcion de genes
involucrados en ciclo celular en células pulmonares epiteliales al exponerse a nanoparticulas

de cobre (Hanagata et al., 2011).

A pesar del crecimiento de esta tecnologia en la industria, atin sigue habiendo carencia en la

investigacion de su efecto en la salud humana principalmente a nivel genotoxico, lo cual



impide predecir su posible toxicocinética y toxicologia, ya que debido a sus caracteristicas
novedosas, tendra un comportamiento diferente al de su contraparte micrométrica (APVMA,
2014). En una revisién hecha por Oberdorster et al. (2005) se comenzaron a debatir los
riesgos potenciales de la reduccion de tamano de la particula y su uso en productos
comerciales, considerando que el pequefio tamafio permite el facil acceso a las células a
través de epitelios y endotelios, ademas de que lo hace “ideal” para mimetizarse con
moléculas asociadas a reacciones de catélisis, su superficie atdbmica o molecular juega un
papel crucial, ya que incrementa su actividad en sistemas bioldgicos y posiblemente a nivel
genético. Tan so6lo en experimentos de produccién de nanoparticulas se demuestra que la
adsorcion y absorcion aumenta en particulas nanométricas y que dependiendo de su ingreso
en el sistema, pueden ser persistentes en sangre llegando a tener una distribucion sistémica;
la eliminacion de noparticulas no biodegradables es lenta e ineficiente y causan inflamacion
provocada principalmente por estrés oxidante (APVMA, 2014; Magdolenova et al., 2014),
incluso se ha llegado a reportar peroxidacion de lipidos en cerebro y eritrocitos (Oberdérster,
2014; Hamadi et al., 2015). De toda esta evidencia, es posible deducir que incluso pueden

llegar a inducir dafio al ADN de manera directa e indirecta.

Por ello, es importante generar una evaluacion completa de riesgo de nanoplaguicidas, a nivel

genotoxico y citotdxico, como se muestra en este estudio.



1.3 Genotoxicologia de nanoplaguicidas

El estudio de la genotoxicidad permite conocer el efecto a corto y largo plazo ya que se
enfoca en las propiedades mutagénicas, clastogénicas o carcinogénicas de los contaminantes
(Lopez-Montoya, 2011). Es posible considerar que una sustancia genotoxica tiene la
capacidad de unirse al ADN directamente o actuar de manera indirecta mediante su
metabolismo o por afectacion de moléculas relacionadas con el ADN causando alteraciones
(Mengzie et al., 1992). Este tipo de alteracion por lo general, es amortiguado por los sistemas
de reparacion y no suele ser evidente de manera inmediata, si no que requiere la acumulacion
de dafo para manifestarse o debe producirse en secuencias de alta transcripcion que
usualmente estdn mas protegidas, ésta es una de las razones por las cuales es dificil vincular
a los agentes genotoxicos como causa inmediata del dafio crénico. El problema se puede
presentar cuando escapan a las maquinarias de reparacion o se reparan errdneamente, dando
paso a efectos adversos en el ciclo celular, la expresion génica, la comunicacion citoplasma-
mitocondria y servir como sustrato para desencadenar procesos carcinogénicos (Wiseman et
al., 1996). A pesar de que las consecuencias suelen ser graves, también pueden ser reversibles
si se detectan a tiempo. Estas razones hacen a la evaluacion genotdxica una de las mas

importantes en los estudios de estimacion de riesgo de productos de novo.

En la actualidad, los estudios de los efectos genotdxicos empiezan a tomar fuerza con
relacion a los nanoplaguicidas, principalmente en aquellos con naturaleza metélica. Al
respecto, empleando el ensayo cometa, la exposicion a nanoparticulas de ZnO (12.5—50
mg/mL por 24 h) en la linea celular de rifion NRK-52E incremento la intensidad de la cauda
(Uzar, 2015). Investigaciones recientes, en la linea celular de pulmoén no tumorogénica (WI-
38) y tumorogénica (A549), demuestran que plaguicidas a base de nanoparticulas de cobre
incrementan las especies reactivas de oxigeno (ROS) y producen dafio al ADN estimado por
la longitud de la cauda y el porcentaje de ADN en la cauda, ademdas de que estos efectos
pueden estar relacionados con la entrada de las particulas a la célula; donde concentraciones

bajas ingresan mas rapido (Fahmy et al., 2020).



Imidacloprid, un neonicotinoide, indujo berraciones cromosdmicas en células de la

médula O6sea a bajas concentraciones (<100 mg g/mL/Kg), aberraciones numéricas

(metafases con <42 cromosomas), estructurales (extremos pegajosos, anillos y fragmentos)

e incremento de microntucleos (MN) en eritrocitos de ratas Wistar (Karabay y Oguz, 2005).

1.4 Prueba de Micronucleos

Para este trabajo se utiliz6 la prueba de micronucleos con bloqueo de citocinesis, con la cual

es posible identificar MN que pueden formarse por procesos clastogenos o aneuddgenos,

puentes nucleoplasmicos (PN), yemas o brotes nucleares (BN), células apoptoticas y

necroticas, entre otros multiples procesos moleculares (Cuadro 2) (Fenech et al., 2011;

Goldoni et al., 2014).

Cuadro 2

Eventos moleculares asociados al biomarcador

MN

Retraso de fragmentos acéntricos cromosémicos o cromatidicos en anafase
Reparacion incompleta de rupturas de ADN

Falta de reparacion en rupturas de ADN

Retraso de cromosomas completos en anafase

Hipometilacién de secuencias repetidas en ADN centromérico y pericentromérico
Defectos en el ensamble del cinetocoro o sus proteinas

Huso acromético disfuncional

Fallo en genes “check point” de anafase

Problemas con los intermediarios de estrés para la replicacion

NPB

Cromosomas dicéntricos o multicéntricos con centrémeros jalados a polos opuestos de la célula en
anafase

Falla en la reparacién de rupturas de ADN

Fusién de las terminaciones teloméricas debido al acortamientos de éstos, disfuncién de telémeros o
falta de ellos.

Defecto en la separacion de crométidas hermanas por falla en la separacién de hebras.

BN

Proceso activo de eliminacién de material nuclear.

Eliminaciéon de ADN amplificado provocado por el ciclo de ruptura-fusién-puente.
Supresion de complejos proteicos de reparacién de ADN

Descarte de exceso de cromosomas (posible en células poliploides)

Contraccién de la ruptura de un puente nucleoplasmico entre dos células, dando paso a un brote
temporal.

Informacién obtenida de Fenech et al. (2011)



Las alteraciones mas importantes son los MN que se forman principalmente a partir de la no
incorporacion en la anafase de fragmentos acéntricos cromosomicos o cromatidicos causados
por reparacion incompleta de las rupturas de cadenas de ADN o fallas en la reparacion a
causa del dafio genotoxico, por ende no se incluyen en el nicleo principal (Fenech et al.,
1997, 2003; Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007). Una vez sucedida la falla, en
telofase se forma una membrana nuclear alrededor de ellos adquiriendo gradualmente la
morfologia de un nucleo pero més pequeio (no més grande que un tercio del tamafio del

nucleo original) (Fenech, 2000; Fenech et al., 2003).

En cultivos de linfocitos humanos con bloqueo de la citocinesis por citocalasina, de acuerdo
con Fenech y Morley (1985), la formacion y frecuencia de MN observados en un nimero

determinado de linfocitos depende de:

e La proporcion de células que respondieron al mitdgeno
e La cantidad de células que se dividieron

e El destino de MN en células que se han dividido més de una vez

Otro resultado importante son los PN que son cromosomas dicéntricos que se originan
posiblemente por diferentes mecanismos: mala reparacion de ruptura de ADN, fusion final
de telémeros o falla en la separacion de cromatidas hermanas durante anafase, es decir, los
centromeros son jalados a lados opuestos durante anafase, pero no se rompe la conexion

permitiendo que se reorganice la membrana nuclear a su alrededor (Randa et al., 2008).

Yemas o brotes nucleares (BN): se originan por eliminacién de ADN amplificado (en fase S)
que se ubica en la periferia del ntcleo, complejos de reparacion aglomerados, evento
posterior a un puente nucleosdémico y posible exceso de cromosomas por células aneuploides

(Randa et al., 2008; Fenech et al., 2011).
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Con esta técnica, también es posible obtener el indice de division nuclear (IDN) mediante la

formula:

IDN = (M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)) / N

Y el indice de proliferacion por bloqueo de citocinesis (IPBC) a través de la formula:

IPBC = (M1 + 2(M2) + 3(M3 + M4)) / N

Donde M1-M4 representan las células con 1 a 4 nucleos y N es el nimero total de células

viables contadas.

El primer indice provee el promedio de nucleos por célula, mientras que el segundo
proporciona el promedio de divisiones mitoticas por célula. Ambos parametros son utiles
para conocer el posible efecto citostatico sobre la respuesta mitdgena de los linfocitos,
ademas de tener un control sobre la poblacion binucleada del cultivo y el correcto

funcionamiento de la citocalasina (Fenech, 2000; Fenech et al., 2003).

Esta prueba permite de manera simple determinar el mecanismo de accién del componente
por la presencia o ausencia de centrémero en los micronucleos, por lo que se puede usar como
alternativa a la prueba de aberraciones cromosomicas y abre la posibilidad de ir adelante en
el conocimiento del riesgo genotoxico asociado a exposicion por plaguicidas (Bolognesi et
al., 2011). Requiere relativamente poca muestra celular, no es invasivo, permite comparar

tejidos, es econdmico y sobre todo se puede determinar un amplio espectro de dafio genético.

1.5 Estrés de reticulo

El dafio citotoxico es un tipo de alteracion importante, ya que denota principalmente efecto

agudo, que es el primer paso en la evaluacion de riesgo de cualquier compuesto.

La respuesta a estrés del reticulo endoplasmico (RERE) se desencadena cuando se detectan

defectos en el plegamiento de proteinas en el reticulo edopldsmico (RE) y activando un
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programa de expresion génica que facilita la recuperacion de la homeostasis o, cuando hay
demasiado estrés cronico, conduce a la muerte celular (Foufelle, 2016), de manera que

permite la restitucion del funcionamiento del RE.

Este proceso se caracteriza por la aparicion de vesiculas intracelulares, muchas de las cuales
corresponden a dilataciones del RE y de la mitocrondia (Cao y Kaufman, 2014; Lee et al.,
2016). Asimismo, es percibida por tres sensores transmembranales: “inositol requiring 1a”
(IRE1a), “PKR-like ER kinase” (PERK), y la activacion del factor-6a (ATF6a) (Cawley et
al., 2011; Dara et al., 2011; Malhi y Kaufman 2011; Foufelle, 2016).

En ausencia de estrés, los 3 sensores se encuentran en asociacion con la chaperona GRP78
(BIP). Sin embargo al acumularse las proteinas mal plegadas, BIP se disocia activando la via
de RERE que a su vez dirige la transcripcion de genes de reparacion, inflamacion, biogénesis,

muerte celular, entre otros (Szegezdi et al., 2006; Yap et al., 2020 (Fig.1).

R Proteinas mal

plegadas
Reticulo )BIP )
endoplasmico

ATF-6

I —C» Golgi

GADD34
. ==
Citoplasma RNA Slcing e @

‘Traduccién especifica
de mRNA
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| Nucleo M D@q D&

e ER chaperonas
Respuesta antioxidante FRichaperonas ERAD componentes
Sintesis de aminoacidos Biogénesis ER biogénesis
ER chaperonas Clmmmnenizs G ELAD Respuesta inflamatoria
CHOP Trafico de proteinas
Respuesta inflamatoria
CHOP

Figura 1. Esquema de la RERE, modificada de Cao et al., 2014. El esquema representa a los
principales sensores, su activacion y los principales genes que se activan ante la deteccion de
proteinas mal plegadas.
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1.6 Lambda-cihalotrina (A- cihalotrina)

Independientemente de la técnica, varios autores denotan la importancia de la caracterizacion
de las nanoparticulas o nanomoléculas que se vaya a evaluar, y adaptar las técnicas que se
decida utilizar, de acuerdo a estas caracteristicas; ya que se ha probado que nuevas
propiedades asociadas a la nanotecnologia, obstaculizan la metodologia y por lo tanto con
los resultados obtenidos (Guadagnani et al., 2015). Un ejemplo de ello es la interferencia en
la fluorescencia al evaluar dano genotdxico por medio de ensayo cometa, en donde las
nanoparticulas metdlicas interfieren con la lectura de las laminillas generando falsos
positivos o falsos negativos (Magdolenova et al., 2012). Este fendmeno se ha repetido en
diferentes estudios genotdxicos, reforzando la importancia de la caracterizacion de la
molécula a evaluar y la pertinente modificacion de la técnica a usar (en caso de requerirse).
En este estudio se evalud la fraccion nanométrica de Kérate, que es un plaguicida
encapsulado con tecnologia Zeon de la marca Syngenta, el cual tiene las siguientes

caracteristicas:
e Ingrediente activo: A- cihalotrina (permetrina) al 5%

e Insecticida: actua sobre el sistema nervioso alterando, el flujo de iones a través de la
membrana nerviosa, lo cual provoca inactivacion y persistencia de la despolarizacion

de la membrana nerviosa (El-Demerdash, 2007).
Consideraciones toxicologicas importantes:

e El ingrediente activo puro se fotodegrada rapidamente y es insoluble en agua. Se

considera poco persistente (12 dias).

e La tecnologia Zeon se refiere a que se mantiene una alta liposolubilidad, es
sumamente persistente y se adhiere al follaje para evitar su lavado por lluvias y

degradacion solar.

e Serecomienda no ingresar al cultivo antes de 12 h de haber aplicado el producto.

e Muy toxico para organismos acudticos y abejas (Syngenta, 2015)
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11. Antecedentes

El laboratorio de la Dra. Stacy Harper es de los pocos lugares que se dedica a investigar el
efecto toxico de los plaguicidas nanoencapsulados y sus efectos en el desarrollo del pez zebra,

Danio rerio, encontrando dafo teratogénico (Meredith et al., 2015).

La mayoria de los estudios genotoxicos y citotoxicos se han hecho con nanomateriales o

ingredientes activos puros de medidas nanométricas.

Maddolenova et al. (2014) hicieron una revision donde se analiza el dafio genético a través
de técnicas como ensayo cometa, aberraciones cromosodmicas, ensayo de AMES, mutaciones
de HPRT, intercambio de cromatidas hermanas, entre otras, por efecto de las nanoparticulas
mas comunes en el mercado (6xido de titanio, hierro, plata, furanos, silica, carbon negro, zinc
y oro) y encontraron que debido a su tamafo y caracteristicas particulares pueden inducir
dafio genético indirecto, a través de la generacion de ROS, o daio directo por interaccion con
los poros nucleares y su llegada al ADN. Y aunque en términos generales es posible que a

menor tamafio se induce mayor toxicidad, esto también depende de su composicion quimica.

Otros estudios hechos especificamente con nanoparticulas de metal corroboraron su potencial
para generar ROS en pulmon de rata, sin embargo, el grado de citotoxicidad y genotoxicidad
dependen principalmente de la via de ingreso y su composicion quimica (Karlsson et al.,
2009; Karlsson, 2010). Por otro lado, en lineas celulares HepG2 se comprobd que las
nanoparticulas de silica generan mas dafio que las microparticulas, pero que no todo es
provocado por la induccion de ROS (Li et al., 2011). Otra de las lineas celulares mas usadas
para el estudio de toxicologia de plaguicidas, son aquellas relacionadas con el sistema

respiratorio, ya que es una de las vias de entrada a este tipo de contaminantes.

La nueva tecnologia de los nanoplaguicidas utiliza el principio de encapsular el plaguicida
que tiene las ventajas de mantener la exposicion sostenida y lograr su penetracion al
organismo blanco. Algunos nanoplaguicidas utilizan a lambda-cyhalotrin y clorantraniliprole
como un ingrediente activo. La EPA (2015) no ha reportado genotoxicidad de
clorantraniliprole en ratas o en conejos expuestos al ingrediente activo, no obstante se

desconoce el efecto de la presentacion nanoecapsulada.
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Lambda-cihalotrina (A- cihalotrina) en su presentacion comercial genera menor dafo
clastogénico en espermatozoides de ratones que la mitomicina C (Fahmy y Abdalla, 2001).
Pero estudios previos han demostrado que A- cihalotrina puede inducir dafio por estrés
oxidante, investigaciones en eritrocitos de conejo describen incremento en biomarcadores de
estrés oxidante y aumento de antioxidantes (El-Demerdash, 2007). Ademas, en eritrocitos de
rata Wistar induce la alteracién de la integridad y fluidez en la membrana celular, y la
produccion de MN vy citotoxicidad (Hamadi et al., 2015). También se ha reportado induccion
de MN en células de médula d6sea y eritrocitos de rata (Celik et al., 2005), ese efecto
genotoxico se repite en linfocitos de sangre periférica humana in vitro (Naravaneni y Jamil,

2005).

Antecedentes realizados en el laboratorio, durante la maestria (Paz-Trejo et al., 2022),
utilizando linfocitos de sangre periférica humana y bloqueo de citocinesis, muestran que los
tratamientos de 24 h con nanocépsulas del plaguicida Karate aumentan la frecuencia de MN
y brotes nucleares a la concentracion de 25 pM, puentes nucleopldsmicos a 50 uM y reducen
la proliferacion celular a partir de 50 uM (por reduccion del indice de proliferacion (IPBC)
y de division nuclear (IDN)). Mientras que, para el plaguicida Ampligo se observo
incremento de los puentes nucleopldsmicos en la concentracion de 50 uM y los brotes
nucleares en 75 puM; sin embargo, este plaguicida detiene la division de las células en

concentraciones de 25 y 30 pM, donde sus IDN e IPBC son uno.

Se elige inicialmente explorar la proliferacion celular, porque es una de las caracteristicas de
los procesos carcinogénicos e indirectamente pudiera representar un primer evento en este

sentido.

En cuanto a la genotoxicidad, es importante también considerarla ya que al existir una
proliferacion asociada a dafio de ADN no reparado, pueden quedar fijadas las mutaciones,

que también son caracteristicas de un proceso carcinogénico.

Otras instituciones se han dedicado a la evaluacion del dafio que causan productos
manufacturados microencapsulados en organismos no blanco, en el sistema respiratorio, a
nivel citotoxico y genotoxico (Stejskal et al., 2009; Mehrazar et al., 2015). Por lo que se

puede deducir que un producto nanoencapsulado tiene el potencial de generar mas dano, ya
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que cambia su distribucion biologica y persistencia del ingrediente activo en comparacion

con su contraparte micrométrica (Meredith et al., 2015).

Este punto es relevante porque la nanotecnologia cambia la forma en que los productos
interactuan con el ambiente y la biota (NNI, 2022), por lo que conocer como se relaciona con

las células humanas es de vital importancia.
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III.  Hipotesis

El plaguicida Karate Zeon presentard particulas nanométricas (fraccién nano) adicionales a
las micrométricas, que al ser probadas en la linea celular NL-20 generaran daio genotoxico
expresado en forma de Micronucleos, asi como detencion del ciclo celular. Por un lado se
espera que cause dafio mediante la induccion de especies reactivas de oxigeno, y por otro

lado que las nanocapsulas ingresaran a la célula.

IV.  Objetivos

General

1. Evaluar los efectos citotoxicos y genotoxicos inducidos por la fraccion nano del

plaguicida en la linea celular bronquial NL-20.

Particulares

1. Realizar el analisis ultraestructural de los cambios inducidos en la linea por exposicioén a

las nanocépsulas.
2. Evaluar si la fraccion nano del plaguicida induce estrés oxidante.
3. Determinar si la fraccion nano del plaguicida induce estrés de reticulo.

4. Evaluar si la fraccion nano del plaguicida induce dafio genotoxico
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V. Metodologia

5.1 Aislamiento y caracterizacion de plaguicida

Se selecciono el plaguicida Karate, el cual presenta tecnologia Karate Zeon® y esta
disponible para el publico general.
El insecticida Karate Zeon® 5 CS contiene como ingrediente activo a A- cihalotrina en un
5% (registro: RSCO-MEZC-1101L-301-300-014), en suspension concentrada.
Dicha suspension fue centrifugada a 3050 rpm por 10 min. Posteriormente se separ6 el
sobrenadante que contenia la fraccion nanométrica.
Dicha fraccion se liofilizé y a través Z-sizer se determind la concentracion mediante una
curva de concentracion y peso molecular. Asimismo, se obtuvieron los parametros de

didmetro hidrodindmico, potencial Z, indice de polidispersion y coeficiente virial.

La preparacion de la fraccion nano para los tratamientos se hizo en agua destilada y doble

filtrada (Milli-Q y MILLEX GV, Durapore) y almacenada a 21°C para posteriores analisis.

5.2 Cultivo de linea celular NL-20

La linea celular NL-20 corresponde a epitelio bronquial no tumorogénico e inmortalizado.
Estas células fueron cultivadas en medio Ham-F12 suplementado con 4% de suero fetal
bovino, 2.0 mM de L-glutamina, 0.1 mM de aminoécidos no esenciales, 5 mg/mL de insulina,
10 pg/mL de factor de crecimiento epitelial, 500 ng/mL de hidrocortisona, 100 ng/mL de
sulfato de estreptomicina y 100 pg/mL de penicilina-G, a 37 °Cy 5 % de COa.

El separado de la monocapa de las células se realizo con una solucién de 0.05% de tripsina

y 0.01 % de verseno por 4 min a 37 °C.

A partir de ensayos preliminares encaminados a evaluar viabilidad con azul de tripano se

establecieron distintas concentraciones para los diferentes experimentos, en el caso de
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genotoxicidad se utilizaron 5, 10, 15 y 20 uM; mientras que para citotoxicidad fueron 25 y

30 uM; ambos a 24 h.

5.3 Caracterizacion fisica

5.3.1 RAMAN

El anélisis RAMAN de la cépsula se realizo con equipo DRX Raman Thermo Scientific a las
longitudes de onda de 532 nm y 780 nm, con una apertura “pinhole” 25.6 de potencia, y
tiempo de captura de 20 s. Las imagenes fueron analizadas con el programa OMNIC, y se

examinaron 32 muestras en pellet en total de la fraccion nano del plaguicida.

5.3.2 Potencial Z

Se realizo el andlisis del potencial Z en un equipo Zetasizer de Malvern Instruments a 25 °C,
con agua como diluyente a un indice de refraccion de 1.33. Se analizaron 3 muestras del

plaguicida y se hizo por triplicado.

5.4 Deteriminacion de anién superoxido (¢O2") y actividad de SOD1

La presencia de *O," se evalué mediante la prueba de nitroazul de tetrazolio (NBT) que
produce una reaccion colorimétrica estable en una muestra bioldgica que puede contener
*O>". Se sigui6 el protocolo descrito por Secombes (1990) y Lieke et al. (2021) con
modificaciones menores. Se afiadieron 1X10° células en tres repeticiones a una placa de 96
pozos y se incubaron durante 24 h a 37 °C, seguido de una exposicion de todas las
concentraciones (5, 10, 15, 20, 25 y 30 uM) con y sin N-acetilcisteina (NAC) que se agregd
30 min previamente a 10 mM, un pretratamiento durante 30 min antes de la exposicion.

Después de 24 h, las células no adherentes se eliminaron lavando con 100 pL de medio de

cultivo y se incubaron en medio de cultivo con 1 mg/mL de NBT durante 90 min a 37 °C. El
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formazan resultante se disolvio en 100 pl de KOH 2 M y 100 pul de DMSO y se cuantifico la

cantidad de color en un espectrofotdmetro a 595 nm.

Para cuantificar la actividad de superoxido dismutasa (SOD1), que cataliza la dismutacion
del anion superdxido (*Oz7) en perdxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Se utilizé el
SOD1 Kit Sigma (CS0009). Se lisaron 1 x 106 células en Trizma-HCI 0.1 M enfriado con
hielo, pH 7.4, que contenia Triton X-100 al 0.5%, mercaptoetanol 5 mM e inhibidores de
proteasa. Luego se centrifugd a 4 °C (14 000 x g durante 5 min) y fue transferido el

sobrenadante a un tubo nuevo.
Se agregaron 20 pL de la muestra por pozo en tres repeticiones y se siguieron las
instrucciones del “kit” para la preparacion de la placa, la cual se incub6 a 20-25 °C durante

30 min y luego se cuantificé la absorbancia a 450 nm.

La actividad de SOD (unidades/mL) se analiz6 utilizando la siguiente ecuacion:

SOD (unidades/mL) = (MuestralLSR - intercepto) x 10 x DF

pendiente

Donde:

Muestral.SR = Tasa de SOD linearizada de la muestra

DF = Factor de dilucion.
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5.5 Microscopia de transmision para determinar ultraestructura

Con la finalidad de corroborar la interaccion de las cépsulas con las células, se realizaron
tratamientos a 25 y 30 uM por 1, 3, 6, 9 y 24 h, analizado por microscopia electronica de
transmision (MET).

Para ello se realiz6 una primera fijacion a temperatura ambiente en una mezcla de
paraformaldehido 4% y glutaraldehido 2.5 % durante 2 h y amortiguador de fosfatos pH 7
(PBS). Post fijacion en tetradxido de osmio al 1% durante 90 min, se lavaron tres veces
durante 10 minutos cada uno, para posteriormente deshidratar gradualmente en etanol (30,
50, 70, 90, 96 y 100%; 10 min en cada concentracion). Las células se lavaron tres veces con
6xido de propileno por 10 min y se colocé en una mezcla 1:1 de 6xido de propileno/resina
epoxica (Epon) durante 24 h. Las muestras se dejaron destapadas a temperatura ambiente
para la evaporacion del 6xido de propileno y se incluyeron en resina Epon de dureza media
y se colocaron en una estufa a 60 °C para su polimerizacion (48 h). Después, fueron obtenidos
cortes semifinos (300-500 nm) que se tifieron con azul de toluidina para realizar una
exploracion preeliminar.

Posteriormente, se tifieron 10 min con acetato de uranilo y 10 min con citrato de plomo para

la observacion al microscopio de transmision JEOL 1010 (JEOL, Peabody, MA, USA).

5.6 Analisis de la morfologia

Para el analisis morfologico de ER, se cultivaron 60 mil células en cubreobjetos cubiertos
con poli-L-lisina:agua destilada (1:10) a un volumen de 900 pL por 24 h a 37°C con humedad
a temperatura ambiente.

Posteriormente, se hicieron los siguientes tratamientos: como testigo negativo se us6é medio
de cultivo, testigo positivo tunicamicina a 4 uM por 24 h, cicloheximida 5 pg/mL (=98 % de
pureza, Sigma) como inhibidor de la sintesis de proteinas, aplicado 2 h antes de la exposicion
a cualquier otro protocolo experimental (Kim et al., 2014) y N-acetilcisteina, NAC, en 10
mM, un pretratamiento de 30 min previo a la exposicion a la fraccion nano del plaguicida

(Castro-Galvez et al. 2019).
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La concentracion de 25 uM del plaguicida fue probada con y sin cicloheximida y NAC.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado en tres ensayos independientes, y las
imagenes digitales fueron analizadas por medio de microscopio Leica con el programa

LASX.

5.7 Andlisis de la expresion de genes relacionados con el estrés a reticulo endoplasmico

5.7.1 Extraccion de ARN

Para corroborar cudles de los “sensores” de la RERE, interleucinas inflamatorias y genes de
respuesta a estrés oxidante estdn asociados a la exposicion al plaguicida, se analiz6 la
expresion de 8 genes en las células bronquiales NL-20 a 25 y 30 uM con y sin NAC. Estos
fueron: PERK, ATF6, IRE1, BiP, CHOP, NRF2, HMOX-1 e IL-6, utilizando como gen
constitutivo a GAPDH.

Las secuencias e los iniciadores se presentan en la cuadro 3.

Cuadro 3. Secuencias de iniciadores de genes evaluados (5'-3")

Genes “Forward” “Reverse”

GADPH 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTC-3’ 5’ATGAAGGGGTCATTGATGGCA-3"
PERK 5'TACATATGGACTCAGTGCATAT-3" 5'-CGTCACTATCCCATTGGCG-3"
ATF6 5'-CAGACATTTGGGACATCAAC-3’ 5"-TGACCGAGGAGACGAGACT-3’
IRE1 5'-GCAGGTCCCAACACATGTG-3’ 5S'TCTTGCTTCCAAGCGTATACA-3’
BIP 5'-GAACGTCTGATTGGCGATGC-3" 5’ACCACCTTGAACGGCAAGAA-3”
CHOP 5"-CCTATGTTTCACCTCCTGGA-3’ 5'-CAGCCAAGCCAGAGAAGCA-3”
HMOXI 5-CAAAGTGCAAGATTCTGCCC-3’ 5'"-TGTAAGGACCCATCGGAGA-3’
NRF2 5'-CAGGTTGCCCACATTCCCAA-3" 5’AACGTAGCCGAAGAAACCTC-3"
IL-6 5'-ATCTCAGCCCTGAGAAAGGA-3’ 5"-CCATCTTTGGAAGGTTCAGG-3’

Posteriormente a la exposicion de 90,000 células a la fraccion del plaguicida en placas de 24

pozos (3 pozos por tratamiento), se anadieron 300 uL de Trizol a cada uno. Cada medio de
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lisis fue resuspendido y colocado en microtubos de 1.5 mL, se afiadieron 500 pL de
cloroformo a cada tubo y, a continuacion se dejo reposar por 5 min.

Posteriormente, se centrifugd a 12 000 rpm por 10 min a 4 °C, la fase acuosa se separd y
coloco en un nuevo microtubo. A manera de favorecer la precipitacion del RNA se afiadid
1uL de gluogeno y 200 pL de isopropanol, y se dejo reposar por toda una noche a 4 °C.
Subsiguientemente se centrifug6 a 10 000 rpm por 10 min a 4 °C, se retir6 el sobrenadante y
se resuspendid en etano al 70%, se volvio a centrifugar a 7500 rpm por 10 min a 4 °C, se

retir6 el sobrenadante y se dejo secar hasta su totalidad.

El “boton” de RNA se resuspendid en agua estéril libre de ARNasas, se cuantificd en un

equipo Genova Nano (Jenway).

5.7.2 Reacciones RT-qPCR

Posteriormente a la cuantificacion de RNA, se realizd la sintesis de cDNA usando los
siguientes reactivos: 5X amortiguador de reaccion, inhibidor RNasa “RiboLock” 20 U/uL,
dNTP 10mM, transcriptasa reversa 200 U/uL, Oligo dT y agua estéril, para llegar a un
volumen final de 20 pL. Las condiciones experimentales que se usaron con el termociclador

fueron 42 °C por 60 min y una temperatura final de 70 °C por 5 min.

El PCR en tiempo real se realizd a un volumen final de 20 pL usando Sybr Green. Se
colocaron 2 uL de los oligos “reverse” y “forward” a 5 uM , ROX 1:20, 2 uL. de cDNA y
agua libre de ARNasas.

Como testigo de contaminacion, presencia de dimeros o estructuras secundarias del iniciador,
se realiz6 a la par un control NTC, el cual no tiene cDNA.

El termociclador operd con un programa de 10 min a 95 °C por 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 1
min a 58 °C, y un ciclo final de 30 s a 95 °C, 30 s a 65 °C y finalmente 30 s a 95 °C.
Finalmente los resultados fueron analizados con la funcion 2-24¢t para evaluar los cambios

de expresion de los genes (Livak y Schmittgen, 2001; Pfaftfl, 2001).
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5.8 Inmunofluorescencia de BIP y SOD1

Para corroborar la expresion de las proteinas BiP y SODI en células NL-20 con y sin NAC,
se realizaron inmunotinciones. Se cultivaron 60,000 células en una placa de 6 pozos expuesta
a 25y 30 uM del plaguicida, en cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina. Después de 24 h
de tratamiento, las células se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 20 min,
seguido de tres lavados con PBS. Se llevo a cabo una permeabilizacion con Triton X-100 al
0.2% por 30 min. Posteriormente, se efectuaron tres lavados con PBS, otros tres lavados con
Glicina 50 mM para remover el fijador y tres lavados mas con BSA al 0.1% en PBS
suplementado con suero de cabra al 10 % por 1 h.

Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y se anadieron 25 pL de los
anticuerpos primarios [1:100]: anticuerpos Anti-GRP78/BIP y Anti-SODI1, seguido de una
noche de incubacion a 4°C en camara himeda. Al dia siguiente, las células se lavaron tres
veces en PBS-Tween X-100 0.05% y finalmente, 25 uL del anticuerpo secundario anti-raton
Alexa Flour 594, diluido [1:200] en PBS durante 1 h. El exceso de anticuerpo se elimind con
tres lavados de Tween X-100 al 0.05 % en PBS durante 5 min cada uno. Como testigo
positivo para Bip se utiliz6 butirato de sodio a 8 mM. Las células se montaron con

Vectashield y se analizaron con un microscopio de fluorescencia Leica DMi8.

5.9 Estandarizacion de la prueba de Micronucleos

Se cultivaron 60 mil células en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina:agua destilada (1:10)
a un volumen de 900 uL por 24 h a 37 °C con humedad en el ambiente. Posteriormente, se
expusieron a las concentraciones establecidas del plaguicida (5, 10, 15 y 20 uM) con medio
de cultivo como vehiculo por 24 h.

A las 48 h se adicion¢ la citocalasina B (Cyt-b) a 3 pg/mL (Chandra y Navak, 1996; Cervena
et al., 2016; Roszak et al., 2016) por 28 h.

A las 72 h se trat6 el cubreobjetos con metanol puro frio por 5 min, se descartd y una vez

secas se sumergieron en colorante Giemsa previamente filtrado en amortiguador (1:30) entre
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1-2 min para el analisis de los indices. Para el andlisis de microntcleos y genotoxicidad en

general de utilizo DAPI mediante el medio de montaje Vectashield.

Finalmente, se observaron al microscopio optico con el aumento de 400X para determinar

los inidices y con microscopia de fluorescencia para el andisis de genotoxicidad.

5.9 Analisis estadistico

Se utilizo la prueba de ANOVA de una via, con 95% de confianza, seguida de la prueba post
hoc Newman-Keuls para confirmar las diferencias entre grupos. Las diferencias entre grupos
se consideraron significativas a un valor de p <0,05.

Todas las pruebas se realizaron utilizando el software Statistica 10.0. Los graficos y cuadros

se reprodujeron utilizando Microsoft Excel 2011 e Illustrator CC (22.x), respectivamente.
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VI. Resultados

6.1 Caracterizacion fisica

Espectro Grupo funcional
asignado asignado
aproximado

Grupos metileno  3050-2800 cm’!

Amidas y carbamida  1716-1623 cm’!

e, - . A M . A e ¥

. ; ‘ i -
e W WL L AN UL ‘

Figura 2. Espectro RAMAN a 780 nm de la nanocapsula del plaguicida Karate. En circulo
amarillo se muestran los espectros identificados con los grupos funcionales carbonil y amida.
En verde grupos funcionales no identificados pero asociados con metileno.

La caracterizacion fisica de los nanomateriales es esencial para determinar su
comportamiento al interaccionar con sistemas bioldgicos, relacionar “anomalias” en los
resultados encontrados con diferentes técnicas de laboratorio, y poder diferenciar, predecir y
complementar el entendimiento del proceso por el cual pueden estar induciendo algin dafio

genético.

El espectro RAMAN permite identificar la composicion quimica de una molécula, a partir
de la excitacion fotonica de los estados vibracionales de un elemento. Dicha vibracion es
unica de los grupos funcionales o enlaces que registra el espectro, similar a una huella

dactilar. En este proyecto se identificaron dos grupos funcionales cercanos en la cépsula del
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plaguicida, el carbonil con espectros entre 1615 cm™ y el amida que juntos coinciden con un

espectro de enlace tipo urea (Fig. 2) (Hill et al., 1984; Coscos et al., 2007).

Este espectro se mantiene constantemente alto, indicando que se tiene una composicion de
poliurea.

Por otro lado, también se encontraron dos picos alrededor de 2735 y 399 cm™! (Fig. 2) que se
mantenian constantes al modificar las condiciones generales, lo cual muestra grupos no

identificados presentes en la composicion de las capsulas.

Cuadro 4. Propiedades fisicas de las nanocapsulas del plaguicida Karate

HDD (nm) PZ (mV) IPD A
Karate NEF 753 +£34 -44 £ 11 0.091 0

El tamafio promedio de las nanocapsulas en Karate 753 nm. El PDI representa la amplitud
de la distribucion de tamafios en la muestra. Por lo tanto, un Pdl > 1 no es adecuado para la
medicidn, ya que indica variedad de tamafo en la muestra. Un Pdl < 0,7 se considera ideal.
Como se evidencia, las nanofracciones tienen la mayor homogeneidad, por lo que se supone
que la separacion de fases se realiz6 de manera Optima. El segundo coeficiente virial (A2)
calcula la interaccion soluto-disolvente: A2< 0 representa un mal disolvente, A2 >0 buen
disolvente y A2 =0 un disolvente ideal. Para el plaguicida se obtuvo un A2 ideal, permitiendo

deducir que las nanocépsulas con agua producen una suspension estable.

El potencial Z permite conocer las propiedades electrocinéticas de las capsulas y su
estabilidad en el disolvente, de esta manera se sabe si las particulas tenderan a agregarse o
no.

Se considera que las particulas son estables cuando superan los valores de +40mV y -40mV;
se obtuvo un valor negativo (Cuadrol) que representa la carga neta de las capsulas, y valores
mayores a -44 cm™'. Ambos pardmetros establecen que las capsulas tienen carga negativa y

son estables, por lo que no tienden a agregarse formando cumulos.
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Actividad de SOD1 en la muestra
(unidades/mL)
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6.2 La fraccion nano del plaguicida induce estrés oxidante

La exposicion a la fraccidn nanométrica aument6 la actividad de SOD1 y los niveles de stper
6xido en cada concentracion de forma dependiente. SOD1 aument6 considerablemente la
actividad a 20 mM, pero a 30 mM no hubo deteccion ya que el limite mas bajo de deteccion
del “kit” es de 0.3 unidades SOD/mL, la densidad dptica obtenida para 30 mM fue menor, lo
que indica que hubo una gran cantidad de SODI1 presente cuando se exponen a las
nanocapsulas. Sin embargo, cuando se agregd NAC, los niveles disminuyeron
significativamente y se mantuvieron estables en todas las concentraciones (Fig. 3).

Un comportamiento similar se observo con los niveles de stper 6xido, el aumento de las

especies reactivas se eleva con la concentracion, pero se reduce significativamente cuando

se agrega NAC.
+
Sin N-acetil-cisteina * 2
l:l Con N-acetil-cisteina Z 18

% 1.6
% .
% § 1.4
I
o 2 12
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Y
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% :§ 0.6 o S .
% £ 04 *
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Testigo 5 10 15 20 25 30 Testigo 5 10 15
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Concentracidn (zM) Concentracion (uM)

Figura 3. Produccién de especies reactivas de oxigeno y actividad de SODI. El panel
izquierdo muestra la actividad de SODI. El panel derecho indica la produccion de super
6xido medida por el ensayo NBT (“nitro blue tetrazolium™). La densidad optica (DO) se
cuantifico a 595 nm. Cada barra representa la media de la expresion de cambio + EE de una
serie por triplicado de 3 experimentos independientes. *p < 0.05 denota diferencias
significativas con respecto al testigo, y + diferencias significativas entre grupos con y sin
NAC, que se evaluaron mediante un ANOVA unidireccional y una prueba post-hoc de
Newman-Keuls para confirmar las diferencias entre los grupos.
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Expresion relativa de HMOX1/GADPH

Asimismo, se ve incrementada la expresion de los genes involucrados en la respuesta al estrés
oxidante NRF2 y HMOX1 (Fig. 4), cuando se agregan las nanocépsulas, sin embargo, cuando
se adiciona NAC hay una disminucion en su expresion. La expresion y localizacion de la
SODI1, cambia a medida que aumenta la concentracion: se localiza en el nucleo (Fig 4, B-C),

pero en presencia de NAC permanece en el citoplasma.

V//A Sin N-acetil-cisteina Testigo negativo Fraccién nano 25 uM Fracci6n nano 30 uM

I:I Con N-acetil-cisteina

DAPI

Expresion relativa de NRF2/GADPH
o —_
SOD1

Testigo 25 30 Testigo negativo Fraccién nano 25 uM + NAC Fraccion nano 30 uM + NAC

negativo

DAPI

SOD1

-3 Testigo
negativo 25 30

Concentracion (uM)

Figura 4. Estrés oxidante producido por la fraccion nano. Lado izquierdo a, b) Aumenta la
expresion de NRF2 y HMOXI1 cuando se expone al plaguicida, sin embargo, hay disminucion
significativa cuando se agrega la N-acetil-cisteina (NAC). Cada barra representa la media de la
expresion de cambio+ EE. de una serie por triplicado de 3 experimentos independientes. * P < 0.05
denota diferencias significativas con respecto al testigo, y + diferencias significativas entre los grupos
que se evaluaron mediante un ANOVA unidireccional y la prueba post-hoc de Newman-Keuls para
confirmar donde ocurrieron las diferencias entre los grupos. Lado derecho, micrografias
representativas de grupos experimentales: nucleos tefiidos con DAPI; canal azul x40 e
inmunofluorescencia positiva anti-SDO1; canal rojo x40 A) Testigo, B) Nanofraccion 25 uM C) Nano
fraccion 30 uM, sin NAC. D) testigo, E) Nano fraccion 25 uM y F) Nanofraccion 30 uM con NAC.
La barra de escala es de 25 pm es comtn para todas las micrografias.
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6.3 Analisis Ultraestructural por MET

200 nm

Figura 5. Nanocapsulas de plaguicida observadas con contraste de osmio observadas por
MET.

Para poder determinar la via de entrada en la célula, se probo la concentracion de 25 uM a
diferentes periodos de tiempo, siendo a las 2 h cuando se logré detectar macropinocitosis,
observandose una clara extension de la membrana alrededor de las capsulas (Fig. 6, c-d) y
endocitosis mediada por clatrinas (Fig. 6, e-f), donde se logra apreciar una tipica formacion
de clatrinas alrededor del “bolsillo” endocitico.

Esta evidencia prueba que las capsulas no s6lo entran en contacto con la célula, sino que
también ingresan a ella, pudiendo inducir su dafio desde las 2 h de exposicion.

A la misma concentracion por 6 h se logro observar un cambio en la morfologia de la célula,
pudiéndose encontrar vesiculas, y dilatacion tanto del reticulo endoplasmico como de la

mitocrondria, caracteristica importante del estrés de reticulo (Fig. 6, g-h).
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Figura 6.

Analisis ultraestructural por MET. (a) Estructura de célula tratada unicamente con medio
Ham F-12, en la que se observa el nucleo (N), la membrana citoplasmaticas y el citoplasma
(C) integros. En (b) muestra la célula tratada con fracciéon nano a 25 pM por 1 h, se observa
a las capsulas dentro del citoplasma. En (¢), (d) se notan fagosomas que evidencian un ingreso
de las capsulas por fagocitosis, cada vesicula tiene su propia membrana y la flecha indica la
extension del citoplasma para ingresar a las capsulas. En (e), (f) se observa el ingreso de las
capsulas por pinocitosis por medio de clatrinas (cl), la flecha indica la condensacion tipica
de éstas en la zona donde estd sucediendo el ingreso a la célula. En (g), (h) se presenta
morfologia de la célula tratada con fraccién nano a 25 uM por 6 h, en la que se advierte el
reticulo endoplasmico (r) dilatado con los ribosomas en la periferia, las mitocondrias (MT)
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igualmente dilatadas reconocidas por su doble membrana (dm) con las crestas en
degeneracion (MT*), Asimismo, se comienzan a distinguir la formacion de vesiculas (v), en
los circulos percibiéndose la presencia de las capsulas.

6.4 Morfologia
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Figura 7. Anélisis morfolo6gico mediante microscopia de campo claro. (a)-(b) Corresponden
a los testigos negativos, células NL-20 cultivadas con medio Ham F-12 en las cuales se
observa la membrana celular integra (MI) y el ntcleo (N). (¢)-(d) Células tratadas con N-
acetil cisteina a 10 mM. (e)-(f) Tratamiento con la fraccion nano a 25 uM por 24 h en la que
se observa la presencia de numerosas vesiculas (V). (g)-(h) Testigo positivo con tunicamicina
a4 uM en la que se evidencia la membrana con vesiculas. (i)-(j) Células tratadas con 2 h de
cicloheximida a 20 pM previas al tratamiento con la fraccion nano en un total de 24 h. (k)-
(1) Tratamiento con N-acetil cisteina a 10 mM 30 min antes del tratamiento con fraccion nano
por 24 h en total.
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Todas las fotos fueron tomadas a 60X.

Para el andlisis morfologico se comparoé el fenotipo de las células expuestas a 25 pM del
plaguicida por 24 h con y sin cicloheximida y NAC, con el fin de determinar si existia una
inhibicion del fenotipo de ER y de manera indirecta deducir qué estimulo estaba induciendo
la RERE. Como testigo positivo se utilizé tunicamicina. Los resultados mostraron que la
RERE no se debe al descontrol en la sintesis de proteinas que corresponde a la respuesta
tipicamente descrita, ya que la cicloheximida no fue capaz de recuperar el fenotipo en
presencia de las nanocapsulas del plaguicida (Figs 7, i-j), pero el fenotipo celular se recuper6
en presencia de NAC, atn en presencia de las nanocépsulas del plagucida (Figs 7, k-1), lo que

corrobora que la RERE se debe a la induccion de estrés oxidante.

6.5 RT-qPCR de genes que participan en la RERE

Los cambios morfoldgicos observados en el RE de las células expuestas a las cépsulas
sugieren que un mecanismo ERSR podria estar en curso en estas células. Para confirmar esta
posibilidad, se evalu6 la expresion de genes que participan en la RERE mediante RT-qPCR
a 25 y 30 uM del plaguicida durante 24 h. Se observaron niveles de expresion aumentados
de los genes BIP, PERK, ATF6, CHOP, IREl1 e IL-6 en las células, que fueron
estadisticamente significativos (p<0.05) en comparacion con los niveles observados en las
células de testigo (Fig. 7, a-f) en ambas concentraciones, siendo IRE1a el sensor que se activa

desde la concentracion de 25 pM.
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Expresion relativa de PERK/GADPH

Relative mRNA levels BIP/GADPH
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Figura 8. Niveles de expresion relativos de genes relacionados con la ERSR por RT-qPCR
con y sin NAC. A) PERK, B) ATF6, C) IRE1, D) BIP, E) CHOP, F) IL-6. Cada barra
representa la media de la expresion de cambio de pliegue + err. de una serie por triplicado de
3 experimentos independientes. * p < 0.05 denota diferencias significativas con respecto al
testigo, y + diferencias significativas entre los grupos que se evaluaron mediante un ANOVA
unidireccional y una prueba post-hoc de Newman-Keuls para confirmar donde ocurrieron las
diferencias entre los grupos. Los cinco genes asociados a la RERE se encontraron con un
aumento en sus niveles de expresion después de la exposicion al plaguicida.

Para corroborar la expresion de la proteina BiP, se realiz6 una inmunofluorescencia (Fig.9)
a 25y 30 uM del plaguicida durante 24 h con y sin NAC. Se observa un incremento en la
distribucion heterogénea de la proteina en la exposicion al plaguicida sin NAC, mientras que

en su presencia, la tincién decrece y presenta un patron mas homogéneo (Fig 9) ésta se vuelve
mas homogénea y disminuye.
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DAPI

BIP

Control Nano fraction 25 uM Nano fraction 30 uM NaBu 8 mM

Control Nano fraction 25 uM + NAC Nano fraction 30 uM + NAC

DAPI

BIP

Figura 9. Micrografias representativas de grupos experimentales: nucleos tefiidos con DAPI;
canal azul x40 e inmunofluorescencia positiva anti-BIP; canal rojo x40 A) Testigo, B) Nano
fraccion 25 uM C) Nanofraccion 30 uM, sin NAC. D) testigo positivo, butirato de sodio 8
mM sin NAC. E) Control, F) Nanofraccion 25 uM y g) Nanofraccion 30 uM con NAC. La
barra de escala es de 25 pm es comun para todas las micrografias.
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6.6 Analisis genotoxico

Para la evaluacion de la genotoxicidad se utilizo la prueba de MN con su variante de bloqueo
de citocinesis. El cuadro 5 muestra la frecuencia promedio de MN, puentes nucleopldsmicos
y brotes nucleares cuantificados en 3000 células binucleadas expuestas a las nanocapsulas
del plaguicida. El plaguicida aument6 la frecuencia de MN y los brotes nucleares a 15y 20
UM en comparacion con el testigo negativo, los brotes nucleares a 15 y 20 uM también se
incrementaron, pero no hubo presencia de puentes nucleoplasmicos en ninguna
concentracion.

Con el fin de dilucidar si el dafio en el ADN se produjo por el estrés oxidante inducido por
el plaguicida, se realizd la prueba con la adicion de NAC. En la Cuadro 6 se muestran los
resultados donde se presenta la reduccion del nimero de brotes nucleares, pero no de MN.
Esto puede indicar que la fragmentacién del ADN puede ser inducida por otra fuente. Para
abordar esto, se analiz6 la ultraestructura de las células a 25 pM durante 3 h para encontrar
si las nanocapsulas estaban en el nicleo. La figura 10 muestra las nanocépsulas dentro del
nucleo, lo que puede indicar que también existe una interaccion directa de la capsula con el
ADN, lo que posiblemente significa que el dafio que se visualiza en el cuadro de MN se
produce directamente.

En el caso de los indices, las nanocapsulas redujeron el ritmo de division (Cuadro 7) a 10,15
y 20 uM. Sin embargo, al agregar NAC (Cuadro 8) el ritmo se restableci6 a la normalidad,

es decir que las nanocépsulas podrian estar modificando el ciclo celular de las células.
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Cuadro 5. Frecuencias de micronucleos, puentes nucleoplasmaticos y brotes nucleares en
células binucleadas de linfocitos tratados con las diferentes concentraciones de las
nanocapsulas de Karate.

* Indica diferencias significativas en comparacion con el testigo negativo (P<0,05). FN

MN Puentes Brotes
Media=DE  Nycleoplasmicos ~ Nucleares
Media + SD Media + DE
Pesticide Concentracion (uM) NF NF NF
Karate Testigo negativo 33+£0.5 0+0 0.6 £0.57
Testigo positivo 32+4.5% 1+1 43 +0.57*
5 9.3+3.2% 0+0 4.0+2.64
10 10 +2.6* 0+0 33+28
15 23 £4* 1+1 9.3 +2.5%
20 24 +£4.7% 0.6+1.1 10.6 +5.0%

indica fraccion Nano, Micronucleo (MN).

Cuadro 6. Frecuencias de micronucleos, puentes nucleoplasmaticos y brotes nucleares en
células binucleadas de linfocitos tratados con las diferentes concentraciones de las
nanocapsulas de Karate expuestas a NAC.

MN Puentes Brotes
Mean+SD  Nycleoplasmicos ~ Nucleares
Media + SD Media + DE
Plaguicida Concentracion (uM) NF NF NF
Karate + NAC Testigo negativo 53+05 0+0 0.6 £0.57
Testigo positivo 37+3.6* 1+1 52+£0.57*
5 9.7+£2.6 0+0 2.0+2.64
10 12 +£2.6% 0+0 53+£2.8%
15 27 £3.5% 0+0 3.6+25
20 33 +2.1% 0+0 32413

* Indica diferencias significativas en comparacion con el testigo negativo (P<0,05). FN
indica fraccion Nano, Micronucleo (MN) y N-acetilcisteina (NAC).
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Cuadro 7. Indice de division nuclear (IDN) e indice de proliferacién comparativo por
bloqueo de citocinesis (IPBC) de la fraccion nano en células NL-20 del plaguicida Karate.

IDN IPBC
Media + DE Media+ DE
Pesticide Concentracion (WM)  NF NF
Karate Testigo negativo 1.98 £ 0.01 1.97 +0.01
Testigo positivo 2.09 £ 0.01 2.06 +0.00
5 1.96 + 0.0 1.94 £ 0.00
10 1.95+0.01*  1.93 +0.00*
15 1.86 £0.01*  1.83 +0.00*
20 1.78£0.01*  1.78 £ 0.00*

* Indica diferencias significativas frente al testigo negativo, con una P<0,05. Nanofraccién

(NF). En este caso, en ambos, los testigos positivo y negativo tienen valores similares ya
que la Bleomicina no modifica el ciclo celular.

Cuadros 8. Indice de divisién nuclear (IDN) e indice de proliferacion comparativo por
bloqueo de citocinesis (IPBC) de la fraccion nano en células NL-20 de Karate expuestas a

NAC.
IDN I[PBC N
Mean + DE Mean + DE
Pesticide Concentration (M) NF NF
Karate + NAC Testigo negativo 1.96 + 0.01 1.99 +£ 0.01
Testigo positivo 1.99 £ 0.01 2.00 +0.00
5 1.99+£0.0 2.01 £0.00
10 1.94 +0.01 1.96 £ 0.00
15 1.91 +£0.01 1.94 +£0.00
20 1.95 +£0.01 1.99 £ 0.00

Indica diferencias significativas frente al testigo negativo, con una P <0,05. Nano fraccion
(NF). En este caso, en ambos, el testigo positivo y negativo tienen valores similares ya que
la Bleomicina no modifica el ciclo celular.
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Figura 10. Micrografias representativas del andlisis TEM. En (a) las células tratadas con
medio, el nicleo (N) y el citoplasma (C) estan intactos. En (b) se observan las capsulas dentro
del citoplasma en las células tratadas con nanoplaguicida a 25 puM por 2 h. En (c-d) se
presentan las células tratadas con nanocapsulas a 25 pM a las 3 h, dentro del ntcleo.
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VI1I. Discusion

La aplicacion de la nanotecnologia en plaguicidas busca mejorar su eficacia en el campo,
hacerlos més sustentables y disminuir los efectos negativos en organismos no blanco,
solucionando problemas que traen consigo sus presentaciones actuales o micrométricas, y
buscando ser el futuro en los productos agroquimicos. Sin embargo, aun queda mucha
investigacion que hacer en torno a la evaluacion de riesgo de nanoplaguicidas antes de
determinar si representaran una solucion emergente antes que un contaminante emergente.
Este trabajo busco ser pionero en dar el paso incial en la evaluacién del mecanismo molecular
por el cual los nanoplaguicidas inducen dafio celular y genético en las células de epitelio

bronquial.

Como primera actividad, se realiz6 una caracterizacion fisica que demostr6 que las capsulas
estan formadas por polimeros de poliurea formaldehido con carga negativa, lo cual concuerda
con la naturaleza quimica de los enlaces tipo urea. Estos impiden la agregacion, lo cual es
consistente con productos que requieren formar soluciones estables para su dispersion

evitando que se sedimenten mas rapido.

Aunado a ello, la poliurea es un polimero sintetizado a partir de isocianato y poliamina que
generan enlaces tipo urea hidrofobicos (Primeaux, 2004), es persistente a la luz UV, resiste
temperaturas hasta los 130°C y es estable en agua, ya que forma redes tridimesionales gracias
a sus enlaces tipo urea impermeables (PLY, 2011), lo cual la hace ideal para resistir mas
tiempo a condiciones extremas al ser asperjado como plaguicida.

Estos resultados concuerdan con la patente EP2822388A1 realizada por la empresa Sapec
Agro S.A. quienes desarrollaron una féormula para mejorar la obtencion de un insecticida,
usando el sistema de encapsulado similar a la de Zéneca (ahora Syngenta) que contiene

poliurea (Neves et al., 2013) y otras empresas que usan estos productos.

A pesar de encontrarse poliurea en la composicion de las moléculas, también se hallaron dos

componentes extra que no pudieron ser identificados. Estos podrian explicar la facilidad con
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que las capsulas forman coloides con el agua. En antecedentes realizados en el laboratorio
durante el trabajo experimental de la maestria (Paz-Trejo et al. 2022) se encontrd que el agua
era un buen sistema de dilucion de los plaguicidas (a pesar de no ser el ideal), pero tanto el
agua como el metanol de naturaleza polar disolvieron mejor a los plaguicidas. Sin embargo,
estos resultados muestran que los enlaces tipo urea no permiten generar ningln tipo de
asociacion con el agua (Malvern, 2004). Aunque el potencial Z y los enlaces de formaldehido
si crean enlaces parciales con los H del agua. Los compuestos no identificados pueden ser

clave para comprender la asociacion entre las capsulas y su diluyente.

De manera general, se puede decir que las nanocapsulas, no el ingrediente activo, tienen una
carga negativa y una region hidrofilica que permite hacer asociaciones parciales con el agua,
sin romper su red tridimensional gracias a sus enlaces tipo urea y que evita la agregacion.
Esto puede significar que las cédpsulas entran en contacto con las células de manera
independiente y no como agregados, ademas su hidrofobicidad parcial le permite entrar en
contacto con la membrana e ingresar a la célula, aunque el tamafio (700 nm aprox, para
Karate) infiere que unicamente se mantienen “pegadas” a la membrana, permitiendo el
ingreso del ingrediente activo directamente sobre la célula.

Esto posiblemente explica la causa por la cual se incrementa el efecto del plaguicida (en
comparacion con su contraparte micro), ya que la nanocépsula le permite llegar hasta la
membrana celular y facilitar su ingreso, aunque de acuerdo a los resultados obtenidos, a
pesar de que la teoria dice que no podrian ingresar a la célula (Benelli, 2018), en este trabajo

se demostrd que son capaces de ingresar hasta el citoplasma.

El ingrediente activo A- cyhalothrin es un piretroide tiene efecto sobre el sistema nervioso
central (NPIC, 2001) e induce estrés oxidante (Naravaneni 2005; Fetoui et al. 2015), razén

por la cual el primer analisis ha sido evaluar si la fraccion nano induce estrés oxidante.

En los resultados (Fig. 3) se observa la induccion tanto de especies reactivas (*O2 ") como el
incremento en la actividad de SOD1, a partir de la concentracion de 20 uM de manera
significativa. Sin embargo, al agregar N-acetilcisteina (NAC), se reduce considerablemente

y se mantiene constante conforme aumenta la concentracion. En el caso de la actividad de
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SODI, se obtienen densidades dptimas menores a 0.3 unidades/mL a 30 uM, las cudles son
tan pequefias para ser detectadas por el “kit”, pues la disminucion de la sefial del color es
proporcional a la actividad inhibidora de SOD1 (Sigma-Aldrich information, 2021). Con
base en lo anterior, es posible asumir que a 30 uM se estd produciendo una actividad elevada
que no es posible detectar con el “kit”, la cual disminuye considerablemente al anadir NAC,
y regresa a tener una densidad Optica detectable. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos con Nitroblue, lo cual significa que se estd induciendo un estrés oxidante al
exponerse a las nanocapsulas, que se reduce al agregar NAC. El cual es un farmaco que
funciona como antioxidante por si mismo, y que ademas se une a las cisteinas de glutation
permitiendo su induccion y funcidn, para de esa manera ayudar a equilibrar el estrés redox
que se esta induciendo en las células (DrugBank, 2022). La disminucioén de los marcadores
SOD1 y superoxido al agregar el NAC, permite corroborar el uso de este agente como
reductor del estrés redox en el microambiente celular, y que al ser usado en las pruebas
subsecuentes puede revertir el dafio genotdxico o celular observado, siempre y cuando éste
fuese inducido por estrés oxidante. La reduccion de marcadores de estrés oxidante y especies
reactivas al adicionar NAC, ya ha sido observada en estudios con pacientes con Alzheimer y
fibrosis pulmonar, a los cuales se les administraron tratamientos con NAC induciendo un
ambiente protector que redujo la expresion de marcadores de estrés oxidante y apoptosis
(Moreria et al., 2007), y recientemente en células mononucleares de sangre periférica humana
al adicionar NAC, se redujo considerablamente la respuesta inflamatoria y el estrés oxidante

inducido por polisacaridos asociados a diversos patdgenos (Bastin et al., 2022).

Aunado a ello, se analizaron dos genes que participan en la respuesta metabdlica a estrés
oxidante, NRF2 y HMOX-1. El primero, un factor de transcripcion involucrado en regular la
expresion inducible de varios genes de enzimas desintoxicantes y antioxidantes (Fainstein,
2007), entre ellos el gen de la enzima hemoxigenasa 1 (HMOX-1). Este tltimo encargado de
catabolizar los grupos hemos a nivel celular a biliverdina, mondxido de carbono e hierro
libre, también se regula fuertemente durante el estrés. Ambos considerados indicadores
sensibles y confiables del estrés oxidante celular (Poss y Tonegawa, 1997).

Los resultados muestran que la expresion de ambos genes incrementa diferencialmente a 25
y 30 uM y diminuy6 al agregar NAC. Esto puede estar indicando la activacion de una

respuesta metabdlica al estrés que se esta induciendo por las nanocapsulas. Sin embargo la
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activacion de HMOX-1posiblemente se estd dando gracias a la expresion basal de NRF2 en
el citoplasma, sin necesidad de que exista un incremento de su expresion en el nticleo, ya que
como se observa en la figura 4, su expresion se eleva a 25 pM, mientras que NRF2 solo se
eleva hasta 30 uM. El aumento del mensajero de HMOX-1 puede darse sin el incremento en
la NRF2 en el ntcleo, puesto que la via canonica es por co-activacion del modulador
“thioredoxin-1” (TXNRDI), el cual termina por activar HMOX-1 directamente. Sin
embargo, existe otro modulador, BACH1, que al inactivarse permite que los niveles basales
de NRF2 en el ntcleo sean suficientes para unirse al promotor de HMOX1 y expresarla
(Reichard et al. 2007).

A su vez, esto concuerda con la expresion y ubicacion de la enzima SODI1 en el citoplasma
(Figura 4 A-F), ya que al activarse no s6lo incrementa su actividad, sino que se redistribuye
heterogéneamente hacia compartimientos especificos cerca de la mitocondria que le permiten
ejercer su funcion, concordando con los resultados y es posible observarlo en la figura 4 en
la concentraciéon de 25 puM. No obstante, a 30 uM se puede observar un cambio de
localizacion de la enzima, en donde se redistribuye hacia el nucleo (Fig. 4, C). Esta
localizacion al nticleo se ha reportado poco comun, ya que unicamente se activa a niveles
muy altos de estrés oxidante, en donde la enzima se transporta a ntcleo y actia como factor
de trasncripcion directamente en promotores de genes de resistencia al estrés y mecanismos
de reparacion de ADN (Tsang et al. 2014). Esta es la primera vez que se observa reporta

el cambio de localizacion, del citoplasma al ntcleo por la SODI, durante este
comportamiento en la exposicion a nanoplaguicidas, por lo que puede abrir la puerta a futuras
investigaciones en torno a ello.

Simultaneamente, al agregar NAC, esta enzima la SODI1 vuelve a distribuirse por el
citoplasma de manera agregada, que es la forma en que se encuentra normalmente cuando
ejerce su actividad antioxidante (Fig. 4, B, E y F). Este comportamiento cambio de
localizacion celular es importante, ya que abre la oportunidad a futura investigacion para
determinar si las nanocapsulas pueden inducir la actividad de esta enzima como del factor de
transmision transcripcion de SODI, que, de acuerdo a la revision bibliografica exhaustiva
realizada en esta investigacion, aun no ha sido reportada registrada.

De manera general, estos primeros resultados permiten corroborar la induccioén de especies

reactivas de oxigeno al exponer al plaguicida conforme aumenta la concentracion,
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induciendo posteriormente la activacion de una respuesta antioxidante incrementada
exacerbada, que finalmente deriva en estrés oxidante en las células. Al agregar NAC, el
precursor de glutation, estos niveles disminuyen significativamente, contribuyendo a la

hipotesis de que A- cyhalothrin en células animales induce estrés oxidante.

Para probar esto, se hizo un analisis por medio de MET a 25 y 30 uM durante 1, 3, 6, 9 y 24
h, con la finalidad de detectar el momento preciso en que las cépsulas entran en contacto
directo con la célula. Se observo que a 3 horas las capsulas ya se encuentran dentro de la
célula y se comienza a ver un cambio en la ultraestructura, por lo que se decidi6 reducir el

tiempo a 1 h, en el cual se logré identificar dos formas de ingreso a la célula a 25 uM (Fig.

6, c-f).

En la primera forma se aprecia claramente una macropinocitosis, la cual es un tipo
de endocitosis en la que algunas células rodean con su membrana citoplasmatica particulas
solidas y las introducen a la célula. Esto se produce gracias a la emision
de pseudopodos alrededor de la particula o microorganismos (la cual se puede observar
claramente en la figura 6), hasta englobarla completamente y formar alrededor de ¢l
una vesicula (Fig. 6), la cual fusionan posteriormente con lisosomas para degradar el
antigeno endocitado, y que se reviste de una membrana propia.

En la segunda forma se aprecia una tipica region de la membrana celular llamada depresion
revestida de clatrina por pinocitosis, la cual se da con particulas de menor tamatfio.

A diferencia de la macropinocitosis, la pinocitosis implica el consumo de pequenas particulas
disueltas y fluido, ademas es tipicamente menor que la primera. Ademas de ser pequeiias, las
vesiculas pinociticas suelen ser de un tamafo uniforme, a diferencia de las vesiculas macro
que son de forma irregular y grandes que dependen de la particula que estén ingresando
(Behzadi et al., 2017).

Estos resultados concuerdan con la hipotesis de que la composicion de las capsulas al tener
una region hidrofobica y una hidrofilica, le permite entrar en contacto directo con la célula,
y en este caso ingresar hasta el citoplasma. Actualmente se ha generalizado a la
macropinocitosis, como la forma mas comin mediante la cual nanoparticulas pueden ingresar

a la célula, y su estudio esta creciendo ya que puede llegar a tener ventajas terapéuticas
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(Means et al., 2021). En este trabajo se corroboré que incluso en plaguicidas, el tamafio
nanométrico induce macropinocitosis, contrario a la pinocitosis mediada por clatrinas, la cual
es aun mas rara de observar ya que depende principalmente de receptores transmembranales
y transportadores especificos (Mettlen et al., 2018), y no tanto por el tamafio como en el caso
de la macropinocitosis.

Al encontrar ambas formas de ingreso, se corroboré que no soélo el tamano de las

nanoparticulas es importante sino también la composicion.

Por otro lado, también se observa cambio en la ultraestructura a partir de las 3 h, pero fue a
las 6 h cuando se observo incremento considerable en el tamano de las mitocondrias, proceso
conocido como “biogénesis mitocondrial”, en el cual, la mitocondria al entrar bajo un
estimulo especifico puede sintetizar parte de sus componentes para generar mas de ellas
mismas, pero también puede sintetizar proteinas que activen vias antioxidantes que reduzcan
el estrés dentro del microambiente mitocondrial modulando la tasa de oxidacion de radicales
libres, produciendo dilatacion de las crestas mitocondriales (Campos, 2013; Jin et al., 2014).
En la figura 6 (g-h) se aprecia la dilatacion de las mitocondrias y en donde ademas las crestas
se ven destruidas.

Aunado a ello en las mismas imagenes se logra apreciar la dilatacion del reticulo
endoplasmico rodeado de ribosomas, esta morfologia es clésica de la respuesta a ER (Siyan
Cao y Kaufman, 2014).

El ER se caracteriza morfologicamente por la dilatacion del reticulo endoplasmico, en
ocasiones dilatacion de las crestas mitocondriales, citoplasma integro con gran nimero de
vesiculas y nucleo integro sin dafio (Sperandio et al., 2000; Lee et al., 2016). En las figuras
se logra apreciar dicho fenotipo al tratar las células con los plaguicidas, por lo que se puede
asociar, que la entrada de las capsulas y la liberacion del ingrediente activo dentro del
citoplasma, induce un fenotipo tipico de ER que desencadena una respuesta a RERE, lo cual
se verifica por la expresion de los genes “sensores” de la respuesta y que ésta podria estar

inducida por estrés oxidante.

La activaciéon de RERE tradicionalmente comienza por proteinas mal plegadas que son

detectadas por la proteina chaperona BIP, la cual se encuentra unida a los sensores y al
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detectar dafo por proteinas se desprende activando la respuesta. Sin embargo, es posible que
el dafio en las proteinas pueda ser activado por estrés oxidante. De acuerdo con Chong et al.
(2017) el exceso en la produccion y acumulacion de ROS comprometen la respuesta
atioxidante de defensa, induciendo un mal plegamiento de proteinas y activando una
respuesta, de manera que si se bloquea la sintesis proteica y la respuesta es inciada
unicamente por ello, el fenotipo se recupera. Para corroborar si el estrés oxidante es la causa
principal del mal plegamiento de las proteinas u otro estimulo, se utiliz6 cicloheximida como
inhibidor de la sintesis de proteinas para evitar el fenotipo. Los resultados presentados en la
figura 7 demuestran que la causa que estd iniciando la sefializacion por mal plegamiento
protéico es el estrés oxidante, puesto que al agregar NAC, el fenotipo se inhibe
completamente (Fig.7, k-f), mientras que al afiadir inicamente cicloheximida no hay una

reversion ni inhibicidon de la morfologia (Fig.7, i-j).

Una vez iniciada la respuesta, se pueden activar 3 sensores, PERK, ATF-6 e IRE-1, cada uno
desencadenando cascada abajo una respuesta particular. En este trabajo se analizaron 6 genes
relacionados con las vias de activacion de RERE, iniciando con BIP, los 3 sensores

principales y dos genes de respuesta tardia que son CHOP e IL-6.

Como se muestra en la figura 8, la proteina BIP presenta un incremento en su expresion a 25
y 30 uM, el cual disminuye en presencia de NAC. Esto nos permite corroborar que el incio

de la respuesta es inducido por estrés oxidante al adicionar las nanocapsulas.

Una respuesta similar se observd con con IRE-1a, CHOP e IL-6 (Fig.8, c,e,f), lo cual
significa que la via que esta respondiendo al estrés es por medio de este sensor. A pesar de
que a CHOP se le asocia generalmente con PERK, de acuerdo con Hu et al. (2019) la via de
activacion de CHOP no es exclusiva de éste, sino que puede ser activada por IRE-la y
posiblemente desencadena una respuesta inflamatoria dependiente de estrés oxidante, ya que
incrementa la expresion de ERO1la (ER reductasa), la cual cataliza la oxidacion de la proteina
disulfuro isomerada (PDI), resultando en la produccién de H>O; en el RE, activando la
respuesta inflamatoria, y concordando con el incremento de la citocina pro-inflamatoria IL-

6 que se reportd en este trabajo (Fig. 8, f).
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La expresion de PERK y ATF-6 al contrario, muestran una activacion diferente ya que los
sensores son expresados por el plaguicida y disminuida su expresion al agregar NAC (Fig.8,
a,b). Puede significar que los genes incrementan su expresion en coordinacion con IRE-1a
por la separacion de BIP, pero no debido al estrés oxidante sino por un estimulo diferente, o

en co-activacion por la separacion de BIP (Gardner B et al., 2013).

Se realiz6 un andlisis para conocer la distribucion de BIP en la célula, ya que al igual que
SODI1, los niveles de BIP se encuentran normalmente en un estado basal, pero durante un
estrés puede sufrir su redistribucion heterogéneamente en el citoplasma, cerca de las
vesiculas y en el interior del reticulo para unirse a la region hidrofobica de las proteinas mal
plegadas (Alfaro-Valdés et al., 2018). Para corroborar la localizacion correcta de BIP se llevo
a cabo una inmunofluorescencia con y sin NAC a 25 y 30 uM (Fig. 9), la cual muestra que
efectivamente BIP al estar en contacto con las nanocapsulas se redistribuye en cimulos en el
citoplasma y al agregar NAC esa distribucion disminuye volviendo a ser homogénea, por lo
que con ello se corrobora la participacion y relocalizacion de BIP debido al efecto del
plaguicida, y que la razén del acumulamiento de las proteinas mal plegadas podria ser por

estrés oxidante.

Finalmente, se realizo la prueba de micronticleos para evaluar el dafio genotdxico inducido
por el plaguicida, en la que se consideran los parametros de microntcleos, puentes
nucleoplasmicos y brotes nucleares, asi como los indices de division nuclear (IDN) y de
proliferacion por bloqueo de citocinesis (IPBC).

En las cuadros 5 y 6 se observan los resultados obtenidos con y sin NAC respectivamente,
del dafio genotoxico, en las cuales se puede evidenciar un incremento en la cantidad de
micronucleos conforme aumenta la concentracion al igual que de brotes nucleares, un
resultado esperado y que concuerda con los resultados obtenidos previamente en linfocitos
de sangre periférica humana (Paz-Trejo et al., 2022). Sin embargo y de manera interesante,
no se presenta reduccion en la cantidad de dafio al adicionar NAC, lo cual difiere de los
resultados encontrados en el caso del efecto citotoxico, por lo que esto sugiere que

posiblemente el dafio genotoxico no esta siendo inducido por estrés oxidante.
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Para poder responder esto se analizaron las imagenes de ultraestructura a 3 h a 25 uM, en las
que se logra visualizar a las cépsulas dentro del nucleo de las células (Fig. 10, c-d), lo cual
significaria que éstas pueden entrar en contacto con el ADN e inducir el dafo directamente
por contacto y asi explicar que no existe una reduccion en la cantidad de microntcleos al
adicionar NAC. En estudios previos se ha demostrado que A- cihalotrina puede causar
alteracion en la integridad y fluidez en la membrana celular por estrés oxidante en eritrocitos
de rata, asi como micronucleos y citotoxicidad (Fetoui et al., 2015). También se evaluo in
vitro en linfocitos de sangre periférica humana, encontrando dafio genotdxico a través de
aberraciones cromosomicas y aumento de la longitud de la cola mediante el ensayo cometa
(Naravaneni 2005), e in vivo en eritrocitos de médula 6sea de rata y epitelio de colon, se
describe un aumento de microntcleos y la dosis, siendo el epitelio del colon mas sensible al
efecto (Celik et al., 2005). Sin embargo, en este trabajo a pesar de haber encontrado dafio
genotoxico que concuerda con dichos estudios, no se puede correlacionar con un efecto por
estrés oxidante, ya que existe una variable adicional que es la entrada directa de las cpsulas
al nucleo y el contacto directo con el ADN, una cualidad que le es permitida por su tamafio

nanomeétrico.

Asimismo, se analizaron los indices de proliferacion y se obtuvieron encuentran resultados
similares a los obtenidos en estudios previos en linfocitos (Paz-Trejo et al., 2022), donde las
células reducen su division al entrar en contacto con las nanocapsulas hasta detenerla. En el
presente estudio, al adicionar NAC esta proliferacion se restablece, significando que puede
ser el estrés oxidante responsable de detener la proliferacion, lo cual concuerda con multiples
estudios en diferentes lineas celulares y modelos animales en los que se observa que los
piretroides pueden modificar la proliferacion celular (Hadnagy et al. 1999), no afectando
directamente las moléculas que participan en “check-points”, sino de manera indirecta
induciendo algun dafo celular o genético que produce un arresto en las células (Carbonell et
al., 1989; Barrueco et al., 1992; Hadnagy et al., 1997).

Todos estos resultados nos permiten tener una primera vision general del efecto que pueden
estar induciendo los plaguicidas nanométricos. Actualmente se conoce, que los plaguicidas
son capaces de conllevar consecuencias negativas a la salud humana, pues han sido asociados

con la incidencia de céncer, enfermedades cardiovasculares, problemas teratogénicos,
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complicaciones neurologicas, entre otras alteraciones, en problaciones humanas expuestas,
relacionadas principalmente con la induccién de estrés oxidante (Sule et al., 2022); modificar
su forma de dispersion podria respresentar un riesgo mayor en el medio ambiente y en la
salud humana, debido que su forma de accidon puede ser mayor o mas rapida que lo visto con

los productos comerciales convencionales.

VI1II. Conclusion

Este estudio es el primero en analizar los mecanismos de dafio inducidos por los nano
plaguicidas, en el cual se determin6 que el componente principal de las nanocépsulas del
plaguicida Karate es poliurea formaldehido el cual (aunado a su tamafio), les permite ingresar
a la célula por medio de pinocitosis mediada por clatrinas y macropinocitosis.

Una vez dentro de la célula, inducen estrés oxidante que desencadena estrés de reticulo y su
respuesta al mismo, la cual es mediada principalmente por IRE-1a. que desencadena la
activacion de CHOP y la citocina pro-inflamatoria IL-6.

A su vez, las capsulas pueden inducir dafio genotoxico tanto de manera indirecta (por estrés)
como directa por el contacto de las capsulas con el ADN, y reducen la proliferacion celular

dependiente de estrés oxidante.
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IX. Perspectivas

El andlisis de riesgo de productos nanométricos aplicados a agroquimicos, representa el
primer paso en el camino por resolver la duda de si estos productos representaran un dafio

mayor 0 menor que sus contrapartes comerciales.

Por ello seria importante profundizar en la investigacion en diversas lineas celulares y
modelos in vivo, asi como profundizar en el efecto que podria tener el estrés oxidante en la
mitocondria, y profundizar en la hipotesis de la funcion de SODI como factor de
transcripcion.
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