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RESUMEN

Temefos es un plaguicida arganofasfarado usado ampliamente en las campartas
de salud y fumigacion urbana A pesar del uso generalizado de este plaguicida.
pocos estudios en 1a fiteratura han examinado su potencial genotoico a bajas
concentraciones. El objetva de este estudio fue investigar si temefos tiene un
afecto citotéxico, citostalico o genatéxico en células HepG2. Para evaluar la
Clotoxicidad, se utliz6 et ensayo colorimetrico MTT Los efectos citéstatico y
genotoxico se deferminaron por el método propuesto por Eastmond y Tucker
(1989) y por el ensayo de miicrontcleos por bloqueo de citocinesis (MNBC)
respectivamente. Se determing la frecuencia de puentes nucleoplasmicos.
gemaciones, células apoptéticas y necrdticas. Los tratamientos con temefos (0.5
10 M) durante 48 horas no afectaran la viabilidad cetular, ni modificaron el indice
de division nuclear (IN), sin embargo el tratamiento con temefos a 10 M auments

el nomero de o Los resuitados de este estudio

sugieren que la biotransformacién de temefos podria generar metabolitos

genotéxicos en células HepG2.



ABSTRACT

Temephos is an organophosphorus pesticide widely used in health campaigns and
urban fumigation. Despite the widespread use of this pesticide, few studies in the
literature have examined their genotoxic potential at low concentrations. The aim
of this study was to investigate whether temephos has a cytotoxic. cytostatic or
genotoxic effect in HepG2 cells. To assess cytotoxicity MTT colorimetric assay
was used. The cylostatic and genotoxic effects were determined by the method
proposed by Eastmond and Tucker (1989) and the cytokinesis block micronucleus
assay (CBMN) respectively. Nucleoplasmic bridges, buds, apoptotic and necrotic
cells frequency was determined. Temepnos treatments (0.5-10 M) for 48 hours
did not affect cell viability or modified the nuclear division index (NI), but treatment
with 10 UM of temephos significantly increased the number of micronuclei. The
results of this study suggest that biotransformation may generate temephos
genotoxic metabolites in HepG2 cells

viil



iNDICE

RESUMEN....

ABSTRACT.

LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE FIGURAS.

LISTA DE TABLAS.

1. INTRODUCCION.

11 Generalidades de plaguicidas,
12 Plaguicidas arganofosforados...
13 Toxicidad de los POF

14 Efectos genotxicos.

15 Generalidades de temefos
161 Caracteristicas fisicoquimicas.
152 Toxicocinética
153 Toxicidad aguda

154 y
16 Células HepG2 .
17 Ensayo de microndcleos como biomarcador de efecto genotoxico.

2. JUSTIFICACION.

3. HIPOTESI

4. OBJETWO!

5 METODOLOGIA.

51  Diseno del estudio.
52 Cultivo celular HepG2

1

1



62
63

7

8

Tratamientos con temefos.

Evaluacion de la citotoxicidad celular
Evaluacion de la citostaticidad celular

Cultivo celular para evaluacion de genotoxicidad
Cosecha celular...

Lectura de pardmetros de genotoxicidad

Analisis estadistico

RESULTADOS Y

Citotoxicidad celular.
Citostaticidad celular
Genotoxicidad

CONCLUSIONE

PERSPECTIVA!




LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxiriibonucleico

AChE Acetilcolinesterasa

AMES Ensayo de mutagenicidad con fa bacteria Salmonefta typhimurim.
Atm-m*  Atmosferas por metro cdbico

ATSDR  Agencia para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades.
cm? Centimetro cuadrado.

co: Diéxido de carbono

cyt8 Citocalasina B

cvp Citotroma P450.

DL50 Dosis letal 50

oMsO Dimetil sulféxido

OMEM Oubelcabs madified eagle medium

E.coli Escherichia coli

EDTA Acido etilendiaminotetracético

ENT Esterasa neurotxica

EPA Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América

EXTOXNET  The Extension Toxicology Network

FAO Organizacion de las Naciones Unidad para la Agricultura y la Alimentacion
FISH Ensayo de hibridacion in situ con fluorescencia

glem? Gramo por centimetro Gubico.

gimol Grama por mol

Hel Acido cloehidrico.

HepG2 Células de hepatacarcinoma humano.

HSOB Hazardous Substances Databank

IN fndice nuclear.

INCHEM  Chemical Safety Information from Intergovernmental Organizations.

INECC Instituto Nacional de Ecolagia y Cambio Climatico
Log KOW  Coeficiente de particion octanol-agua

mgikg Miigramo par Kilogramo

m Células con 1 niicleo.

m2 Gélulas con 2 nicleos

M3 Células con 3 nicleos.



Miimolar
Microndcleo.

Ensayo de micronicleos por bloqueo de citacinesis,
Microndcleos en células mononucleadas.

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2:ilo)-2 -difeniltetrazol
Mitomicina C.

Total de células contadas.

Nancmetro.

Neuropatia retardada,

Organizacion Mundial de la Salud.

Plaguicida organofosforado.

Ensayo de induccion de mutagenicidad con Salmonella typhimurim.

Microgramo por militro.
Microlitro
Micromolar.

Grado Celsius (Centigrado)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica general de los plaguicidas organofosforados.

Figura 2. Estructura quimica de temefos

Figura 3. Rutas de biotransformacion de temefos.

Figura 4. Morfologia celular de HepG2

Figura 5. Reduccién de MTT, - -

Figura 6. Viabilidad de células HepG2 tratadas con temefos durante 24y 48
horas.

Figura 7. Indice de division nuclear (IN) y porcentaje de células binucleadas.
(BN) en cultivos HepG2 tralados con temefos.

Figura 8. Microfotografias representativas de estructuras nucleares obser-
vadas mediante el MNBC en células HepG2.

Figura 9. Frecuencia de puentes nucleopldsmicos y gemaciones en la linea
celular HepG2.

Figura 10. Frecuencia de apoptosis y MN en células mononucleadas en la
linea celular HepG2.

Figura 11. Frecuencia de MN en la linea celular HepG2.

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Tratamientos de células HepG2 con temefos. .

i



1.INTRODUCCION

1.1 Generalidades de plaguicidas

De acuerdo a la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, 2002), un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de
sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo
vectores de enfermedades humanas o de animales, especies no deseadas de
plantas o animales que causen perjuicios o que interfieren de cualquier otra forma
en la produccién agropecuaria o forestal. Los plaguicidas pueden ser clasificados
de acuerdo a diferentes categorias, tales como: uso, composicion quimica,
naturaleza quimica, accion especifica, concentracién, formulacion, modo de
accion, grado de toxicidad y persistencia en el ambiente. Con base en su
estructura quimica los plaguicidas se clasifican en: organofosforados (POF),
organaciorados, carbamatos, piretroides, entre otros (Gonzalez-Arias, 2010)

1.2 Plaguicidas organofosforados

Los POF son esteres sintéticos del 4cido fosf6rico o fosforotioico. La estructura
quimica de los POF comprende un 4tomo de fésforo central y su respectiva union
fosférica (P=0) o fosforotioica (P=S), R1 y R2 generalmente son grupos alquilo o
arilo, el grupo (X) es caracteristico de cada especie quimica y suele contriburr de
manera importante en las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del
plaguicida (Hreljac y Filipic, 2009) (Figura 1).

Figura 1. general de los plaguicids (Modificado de
Hrefjac y Filipic, 2009).




Los POF se descompanen con mayor faclidad respecto a los plaguicidas
organoclorados, se degradan por oxidacion e hidrélisis, dando origen a productos
solubles en agua, por lo que son catalogados en un rango de no persistentes a
moderadamente persistentes La vida media de POF puede variar de dias hasta
meses (Ramirez y Lacasaria, 2001) Por otro lado, referente a sus propiedades,
los POF. suelen ser liposolubles, atraviesan barreras bioldgicas y penetran en el
sistema nervioso central, pueden tener una mediana tension de vapor, son
degradables al suffr reacciones hidroliticas en medio alcalino (Baddi y Varela,
2008). Respecto a la clasificacion, estructuralmente se dividen en fosfatos,
fasfonatos,  fosfinatos,

fasfarotritioatos, fosfaramidotioatos.

La forma activa de los POF se denamina oxen, éstos se unen directamente al sitio
activo de Ia enzima aceticolinesterasa (AChE). La tasa de inhibicion de la enzima

depende del grupo saliente.

1.3 Toxicidad de los POF

El mecanismo de toxicidad aguda de los POF es sobre el sistema nervioso
central, mediante la inhibicion de la ACKE. Esta enzima, modula los niveles del
neurotransmisor acetiicolina e interrumpe el impulso nervioso. Dentro de los.
sintomas ocasionados por los POF se encuentran: pérdida de reflejos, dolor de
cabeza. mareos, nduseas, convulsiones, coma y hasta la muerte (Jeyaratnam y
Maroni, 1994)

En cuanto a la toxicidad cronica, los POF causan diferentes formas de neuropatia
retardada (NR), un amplio rango ce efectos neuraconductuales, psicologicos y
neurodegenerativos. La evidencia sugiere que a dosis subagudas, los POF
pueden interactuar directamente con un amplio rango de enzimas que son blanco
para su accién, tal es el caso de la ACRE Asi mismo, provocan disrupcién de
membrana, recambio y fosforilacién de proteinas, disfuncion  mitocondrial
reorganizacion del citoesqueleto y estrés oxidativo, sin embargo. los mecanismos
no estén del tado comprandidos (Hargreaves, 2012). Los mayores avances de la
NR han sida en el estudio de la fosforilacin de Ia esterasa newotxica (ENT),
que es la profeina diana de la NR por POF; debido a que la unién de POF con la

2



ENT produce fosforilacion e inhibicion de la enzima, este proceso da lugar a la
niperfosforilacion de proteinas ubicadas en el citoesqueleto de células nerviosas,
alteracion del transporte intracelular y origina la NR (Johnson, 1990)

1.4 Efectos genotoxicos

Los POF tienen propiedades alquilantes sobre el acido desoxirribonucieico (ADN),
al anadir grupos alquio, principaimente grupos metio y efilo en las bases
niragenadas (Preussman et al,, 1969; Fest y Schmidt, 1973). Estudios in vitro & in
vivo han evidenciado los efectos genotéxicos de los POF. A: sespecto.
Chakravarthi et al. (2009) evaluaron Ia induccin de dario al ADN de manocrotofos
en linfocitos humanos de sangre periférica. y encontraron que este compuesto
produce aberraciones cromosomicas e induce dario al ADN, medido mediante la
longitud de Ja cola de cometa. Asi también, en estudios llevados a cabo en ratas y
ratones expuestos a POF. se enconiro que metil pirimifos. produjo dano
genotéxico en ratanes, auments el ndmero de micranicleos (MN) en ertrotitos
policromaticos y normocromaticas {Alabi et al.. 2014). POF tales como clorpirifos,
metih paration y malatin causan un sincremento de dafio al ADN en linfocitos de
rata, mediante el ensayo cometa y ensayo por emisin de fluorescencia (Ojha y
Srivastava, 2014). Referente a estudios en humanos, se ha reportado que estos
compuestos pueden causar diferentes tipos de alteraciones cromosémicas tales
como rupturas de dicentricos, en anillo,

intercambio de cromatidas hermanas, translocaciones y endoreduplicaciones en
linfocitos humanos de sangre periférica (Lieberman et af, 1998). Vivien et al
(2013). reportaron que Ja exposicion crénica a POF esta asociada con un
aumento en Ia fragmentacion de ADN evaluado mediante el ensayo cometa y unt
aumento en la frecuencia MN en epitelio bucal, en un grupo de agricultores
dedicados al cultive de arroz

1.5 Generalidades de temefos

Temefos es un POF de amplio uso en campaias de salud piblica y en
fumigaciones urbanas (Donalisio et al, 2002. EPA, 2008). Debido al uso sanitario
que se le da para el control del dengue, este plaguicida se aplica sobre depbsitos
de agua de uso doméstico asi como en diferentes cuerpos de agua. Su nombre
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quimico es 0,0,0,0"tetrametil-0,0"tio-

pefenileno, comerciaimente se e
conoce como Abate. Abathion, Acibate. Alabaster, Biothion. Bithion, Difenntnos.
Ecopro, Fostem, Larvafos, Larvate, Larate, Nimitex. Protemefos, T. M. Fos,
Temephos, Swebate y Temefos (EPA, 2008). En la Figura 2 se muestra la
estructura quimica de temefos, su férmula quimica condensada es
C16H2006P283 (INECC, 2013).

S, 0—CH.
N

~\ — ¥
HC—0 o~\_/—34<_\4/~o/ No—cx,

Figura 2. Estructura quimica de temefos (INECC.
2013)

1.5.1 Caracteristicas fisicoquimicas.

Temefos presenta un punto de fusién de 305 °C, densidad relativa de 1.32 glem?,
peso molecular de 466.48 g/mol. es soluble en compuestos organicos como
bicloruro de etileno, acetonitrilo, tetracloruro de carbono, éter y tolueno, es poco
Soluble en agua y es insoluble en meticicionexano y hexano La presion de vapor
de temefos es de 7.17 x10% torr a 25 °C. la ley de Henry de 147 x10% atm.m
3.mol”, es hidrolizado con acidos y bases fuertes, su punto de ebullicion es de 120
2125 °C. Temefos tiene un elevado valor de coeficiente e particion octanoliagua
(Kow= 491) caracteristca que aumenta la adsorcion en los sedimentos y
absorcién en los organismos vivos (EPA, 2008).

Temelos es paco persistente; en suelo su vida media es de 30 dias, el pH es un
factor importante de remocion debido a que en suelos basicos es eliminado por
hidrélisis quimica rapidamente. En sistemas acuaticos, la persistencia de temefos
es corta, puede ser eliminado en horas o pocos dias; es fotosensible y puede
sufrir degradacion aerobia Este plaguicida no se disipa facimente en cuerpos de
agua en ausencia de luz solar o de microorganismos. ademas se volatiiza



lentamente cuando se encuentra presente en aguas estancadas (EXTOXNET,
2002; HSDB, 2003; EPA, 2008).

1.5.2 Toxicocinética

En animales, se ha estimado que el porcentaje de absorcion de temefos de forma
aérmica es de 38%, mienuas que de forma inhalada es del 100%. Hasta ef
momento. no se cuentan con datos de absorcion para humanos. En cuanto a la
distribucion. un estudio realizado en ratas macho Sprague Dawley (de 150 a 200
g de peso), a las que se les administré por via oral 970 g y 1357 g de temefos
triiado, se observo que este compuesto se distribuyd principaimente en tejido
graso, higado, rifones y estmago Sin embargo, lras 72 horas de la
administracion este se acumulé en tejido graso (Blinn. 1966). Asimismo, en
estudios en ratas, se ha observado un pico maximo de temefos en sangre
después de 5-8 horas de su administracion, con una vida media de 7 a 10 horas
aproximadamente (EXTOXNET, 2002; INCHEM, 2002; HSDB, 2003). La principal
fua de excrecion de temefos sin biotransformar y de sus metaboiitos
sulfoxidados, es a través de las heces, mientras que por la orina se eliminan los
metabolitos conjugados o hidrolizados (Blinn. 1966; Fergusan ef al, 1985)

En refacién a la biotransformacion, poco se conoce, sin embargo, se ha descrito
que es relativamente estable a la degradacién metabolica: su principal ruta de

es a través de la S-oxid: para formar temefos sulfoxido y
temefos sulfona, asi como hidrolisis por carboxilesterasas para formar 4,4

tiodifenol, 4,4" y 4, Ademas de un

secundario por glucoronidacién o sulfonacien de temefos (Blinn, 1966, Ferguson
ef al, 1985; Verdin-Betancourt, 2013). En la Figura 3 se proponen las rutas de
biatransformacién propuestas para temefos.
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Figura 3. Rutas de biotransformacion de temefos (Blinn, 1966; Ferguson et al , 1985)



1.5.3 Toxicidad aguda

La toxicidad aguda de temefos esta relacionada con la inhibicion de la enzima
ACHE (EPA, 2008). Debido a su bajo potencial de toxicidad aguda en humanos y
a su escasa hidrosolubilidad. no se considera que el uso de temefos para el
control del mosquito transmisor del dengue represente un peligro para la
poblacion (ATSOR, 2005). Respecto a la toxicidad de temefos en ratas, ésta es
relativamente baja, la dosis letal media tiene un rango de 1300 a 4000 mg/kg de
peso (Renshaw y Bobbis, 2006).

1.5.4 Genotox

ad y carcinogenicidad

Un estudio realizado por Aiub et al. (2002). evalud la toxicidad y genotoxicidad de
temefos mediante el Uso de los ensayos cometa en células de rata Wistar y
SOS/umu y AMES/Salmonella, y encontraron que este compuesto indujo lesiones
severas al ADN a concentraciones mayores de 1.34 M. Asimismo, se observd
genotoxicidad pera no citotoxicidad en la cepa de £ cofi PQ37, pero no en la
PQ35, a concentraciones mayores de 1.33 UM, pariicularmente cuando no se
utiizé la fraccion $9. Temefos no fue mutagénico en el ensayo de AMES con las
cepas T97, TA9S, TA100 y TA102, con y sin activacion metabdica. Sin embargo,
a concentraciones superiores de 333 pM fue mutagénico para S. fyphimurium
cepas TAGENR. YGT104 y YG108, con y sin actividad metabélica. Ademas, en un
estudio realizado por Bezerra de Mélo e al (2008). se evalué Ia presencia de MN
en células de medula 6sea, de ratones tratados oralmente con 27.75, 55.5y 1110
mgkg de temefos y se observo una relacion directamente proporcional entre I
dosis de temefos y la presencia de MN.

En cuanto a en ratas tratadas con temefos por
dos anos con dosis de 15 mg/Kg/dia, no se observs la formacion de tumores.
(EPA, 2008)

1.6 Células HepG2

La linea celular de hepatocarcinoma humano (HepG2), deriva del tejido de higado
de un individuo caucasico de 15 afios con hepatocarcinoma celular diferenciado
(ATCC, 2013). Esta linea celular, son hepatocitos adherentes que comparten

7



caracteristicas morfolégicas y funcionales que se utilizan para ensayos basados
en la funcion hepdtica, metabolismo y toxicidad de compuestos. Las céluias
HepG2 expresan la mayoria de las enzimas de fase |y fase Il que participan en la
biotransformacion de xenobidticos (Wilkening ef al. 2003 Young et al. 2006,
Jennen et al., 2011). Aproximadamente el 90% de Ias células HepG2 en el cultivo,
tienen de 54 a 56 cromosomas entre los gue se incluye el cromosoma XY
(Norman, 1990; Lyer et al.. 2010)

1.7 Ensayo de i como de efecto

En numerosos estudios se ha utilizado el ensayo de MN como un biomarcador de
dario genotaxico ante Ia exposicion a plaguicidas y a mezclas de estos (Revision
en Bolognesi, 2003; Bolognesi ef al, 2011). El ensayo de MN por bloqueo de
citacinesis (MNBC) es un método citogenético validado para evaluar Ia frecuencia
de MN. La importancia de este ensayo se debe a su gran versatiidad, ya que
pemite evaluar parametros como MN, indice nuclear (IN), gemaciones, puentes
nucleoplasmicos, células apoptéticas y células necroticas, lo que permite obtener
informacion mas completa sobre los efectos citotdxicos, citostaticos y genotGxicos
de un compuesto en particutar (Fenech, 2000). El ensayo de MNBC es la prueba
de genctoxicidad de Uso mas frecuente en ensayos con mamiferos, proporciona
una medida indirecta, simple y rapida de las aberraciones cromosomicas
numericas y estructurales (Zhuge et al, 2003).



2. JUSTIFICACION

Temefos es un insecticida utiizado para la eliminacion del vector transmisor el
dengue. A pesar de su amplio uso son escasos los trabajos que mencionan los
efectos adversos producidos por temefos y aun més los relacionados con el
efecto genotdxico. Por lo que se considera relevante evaluar el daiio genético que
produce este inseciicida en la linea celular HepG2, a través del ensayo de
micronucleos. Este estudio permitira conocer el posible potencial genotéxico de
temefos en células de origen humano que cuentan con una bateria completa de
enzimas que biotransforman xenobioticos.

3. HIPOTESIS

Temefos grado reactivo produce genotoxicidad en células HepG2



4. OBJETIVOS.

Objetivo general

Evatuar el efecto genotoxico producido por temefos grado reactivo en células
HepG2,

Objetivos especificos

1

»

(.:

Determinar el efecto Gitotoxico ocasionado por la exposicion a temefos
grado reactiva en células HepG2

Determinar el efecto citostatico ocasionado por la exposicion a temefos
grado reactivo en células HepG2

Evaluar la frecuencia de micronicleos. gemaciones. puentes
nucleoplasmicos, céiulas apoptdticas y células necrdticas mediante el
ensayo de micronicleos por bloqueo de citocinesis en cultivos celulares
HepG2 tratados con diferentes concentraciones de temefos grado reactivo



5. METODOLOGIA

5.1 Disefo del estudio

Se realizaron tres por triplicado. cada
se realizo con sus respectivos controles; como control de vehlculo se utiizaron
células HepG2 tratadas con dimetil sulféxido (DMSO <0.05%) y como control
postivo se utiizaron células HepG2 tratadas con mitomicina C (1 yM). Para la
evaluacion de los parametros de citotoxicidad, citostaticidad y genotoxicidad
cultivos celulares HepG2 fueron tratados con temefos a concentraciones de 0.5,
1.2,5y 10 My a tiempos de 24 y 48 horas

5.2 Cultivo celular HepG2

Células HepG2 obtenidas de ATCC (American Type Culture Callection) (Figura 4).,
se culvaran en medio DMEM (Dubelcobs Modified Eagle Medium), el cual fue
previamente suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de aminoacidos no
esenciales, 1% L-glitamina y 1% de antibiéticos-antimicéticos. Las células se
mantuvieron en cajas de cultivo de 75 cm? estériles, en una incubadora en
condiciones de 5% de CO: atmosférico y 37 °C de temperatura. Guando los
cultvos alcanzaron 100% de confluencia celular se realizo la cosecha celular,
para la cual, se eliminé ef medio de cultivo, se agregaron 2 mL de tripsina al
0.25% con EDTA a 37 °C. se dejaran incubar durante 5 minutas y las cajas se
agitaron ligeramente para permilir que fas células se despegaran completamente
Posteriormente. se agregé medio de cultivo DMEM (8 mL), se homageneizé y las
células se colocaren en cajas de cultivo nuevas para proceder a incubar
nuevamente a 37 °C para su uso posterior.

5.3 Tratamientos con temefos

Enfa Tabla 1 se presentan los detalles de los tratamientos realizados en células
Hep(G2 para las determinaciones de los diferentes parametros de citotoxicidad,
citostaticidad y genotoxicidad



Figura 4. Morfologia celular de HepG2

Tabla 1. Tratamientos de células HepG2 con temefos.

Volumen
agregado §
Tratamiento  Medio o Solucién  OMSO  MMC  Volumen
o oMEm @ R finat (L)
solucién
W wabajo
deuaL Ly
o
0S5 6997 3 11666 0 0 7000
1 69988 12 58333 o o 7000
2 6997.6 24 58333 o o 7000
s o997 3 116666 o o 7000
0 59977 2 31350 o o 7000
Cwew T T o
asolvente e097 o s o 7000
omso
Control () T -
60976 - — o 23 7000

MmC




5.4 Evaluacién de fa citotoxicidad celular
Fundamento

La viabilidad celular en HepG2 se determind mediante el ensayo colorimétrico de
MTT de acuerdo a la técnica propuesta por Mosmann (1983). Esta tecnica se
basa en una reaccién de 6xido-reduccion, en la que la sal de tetrazolio de color
amarillo se reduce por accion de Ia succinato deshidrogenasa mitocondial y otras
reductasas a un cristal formazan de color azul. que es medible
espactrofotométricamente (Figura 5)

gy

Figura 5. Reduccion de MTT (Basado en Mosmann,
1983)

Reactivos

Kit de ensayo toxicologico in vitro basado con MTT.

MTT (3 (4,5-dimetil-2-tiazolif) -2,5-difenil tetrazolio)

Solucion solubilizante: Triton X-100 plus al 10%, HCI 0.1 N en isopropanol
anhidro,

Procedimiento

Una vez que las células HepG2 estuvieron al 100% de confluenaia, se realizé la
cosecha celular con tripsina y se realizo ef conteo celular en un hemacitémetro
Las células en suspension se ajustaron a una densidad de 500,000 células/pozo y
se sembraron en placas de 6 pozos bajo las condiciones de cultivo sefiaiadas
anteriormente. durante 24 horas. se realizaron los

con temefos grado reactivo a diferentes concentraciones y tiempos (24 y 48
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horas). La viabilidad celular se determind a través de las lecturas de las muestras
a una longitud de onda de 570 nm en un lector de placa de 96 pozos (Quant de
Biotek Modelo MQX200)

5.5 Evaluacién de la citostaticidad celular

£ IN y Ia proporcién de ceélulas binucleadas son parametros utiizados para
conocer la respuesta mitogénica celular. E1 IN se evalud de acuerdo al método
propuesto por Eastmond y Tucker (1989). El calculo se realizo en 200 células a
partir de la frecuencia de células con 1, 2. 4 o mas ncleos con la siguiente
ecuacion: IN = [M1 + 2(M2) + 3(M4)] / N. donde M1-M4 representan el nimero de
células con 1 a 4 6 mas nicleos y N representa el ndmero total de células
contadas.

5.6 Cultivo celular para evaluacion de genotoxicidad

Reactivos

Solucién stock de temefos grado reactivo para la técnica de MNBC. La
solucion se prepard a partir de un estandar de temefos (grado reactivo)
marca SUPELCO de 100 mg (Chem Service), con pureza de 97.5%
Directamente en el vial de temefos se agregd 1 mL de DMSO grado
biologia molecular y se calculd la concentracién (igual a 209 mM).

Células HepG2 (ATCC)

Medio DMEM con antibioticos,

no esenciales, L-glutamina y suero fetal bovino, pH 7.1

Dimetil sulfoxido grado biologia molecular (DMSO)
Mitomicina C (MMC) 1 uM.
Citocalasina-8 3 gimL.

Procedimiento

Después de que las células alcanzaron la confluencia celular (100%), se
sembraron en placas de cultivo de 6 pozos, a una densidad de 500,000 células
por pozo, previamente se agregaron 2 mL de medio de culivo DMEM a cada



pozo Se incubo en condiciones de 37 °C y 5% de COz A las 24 horas de siembra
se realiz6 el cambio de medio, se agregaron 2 mL de medio DMEM, se incubd
nuevamente y a las 24 horas se realizé la exposicion a temefos grado reactivo a
las diferentes concentraciones y tiempos. El cambio de medio se realizo cada 24
horas; a fas 72 horas de siembra se agrego citocalasina B (3 ug/mL) y 24 horas

después se realizo la cosecha celular.

5.7 Cosecha celular
Reactivos.

Medio DMEM con antibibticos,

no esenciales, L-glutamina y suero fetal bovino, pH 7.1
o Acido acético (99.90% de pureza)
Metanol (99 93% de pureza)

Solucién Camoy's. Metanol y dcido acético en proporcion 3:1
Hidréxido de sodio 10 M.
« Tripsina con EDTA 0.025%

Procedimiento

Se retird el medio de los cultivos celulares, se agregaron 500 L de tripsina por
pozo para despegar las células, después, se neutraliz6 con 500 L de medio
DMEM (a 37 °C) y se resuspendid en el pozo. Posteriormente, se prefijo con 500
4L de solucien de Carnoys (fria) (se observ un cambio de color, de rosa al
amarillo), nuevamente se resuspendié ligeramente. El contenido de cada pozo se
paso a tubos de cristal de fondo redondo (13 x 100) y se agrego a cada tubo 1 mL
de solucién filadora para realizar lavados (1200 r p.m /10 minutos), se retird el
sobrenadante y se repitio el praceso de lavado 4 veces. Posterior al dltimo lavado,
se refir6 el sobrenadante y el boton celular se resuspendié con 500 ul de solucion
filadora Carnoy's (fria), para pasar la suspension celular a portaobjetos
esmerilados previamente rotulados, se dejaron secar las lami

llas a temperatura

ambiente y se procedio a realizar el proceso de tincién con el kit hemacolor (May-



Grinwald Giemsa). Lz lectura de laminillas se realizd en un microscopio Carl
Zeiss Axiostar plus, de luz clara a 100X.

5.8 Lectura de parametros de genotoxicidad

La lectura de laminilas se realiza en ciego, para fo cual se cubrio la identificacion
de cada laminilta y se le asignd un nimero aleatoriamente La evaluacién de MN
al igual que la de gemaciones, puentes nucleaplasmicos. células apoptoticas y
células necrdlicas, se realizo en un total de 1000 células binucleadas, mediante la
técnica de MNBC. Los criterios que se consideraron para el conteo de

de fueron los por Fenech et al. (2003).
a) Células binucleadas. ambos nucleos con membrana intacta y dentro del
citoplasma, iguales en tamado, patrén e intensidad de tincion, pueden estar
unidos por un puente nucleoplasmico. b) Los nucleos se pueden locar, no
superponerse, (a menos que los limites sean distinguibles). c) EI limite
citoplasmatico intacto y claramente distinguible con un diametro de 1/16 a 1/8 con
respecto al nicleo principal. Para los MN el didmetro varia entre 1/16 y 1/3 parte.
de Ia media del diametro def nucleo principal. d) No deben de ser refractantes o
vinculados con los nucleos principales, pueden tocar, no superponerse a los
niicleos distinguiéndose el fimite del MN, deben de contar con igual intensidad de

tincién, algunas veces mas intensa.

5.9 Analisis estadistico

Los efectas de temefos grado reactivo, en células HepG2, se analizaron mediante
prugbas paramétricas y no paramétricas, de acuerdo a la distribucion obtenida de
las variables (ANOVA, Banferroni, U de Mann-Whitney, Kruskall-Walhs y Dunn)
Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Todos
los analisis estadisticos se desarrollaron en el programa stata 111 (stata
statistical software. stata corporation. colege station, texas) y GraphPad Prism 6.0
para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA)



6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Citotoxicidad celular

De acuerdo con los resultados obtenidos, los tratamientos con temefos no
afectaron la viabilidad celular a concentraciones de 0.5-10 uM durante 48 horas
(Figura 6). Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre el control positivo (MMC) y control de vehiculo (DMSO)

La viabilidad celular se relaciona con la capacidad de una célula para llevar a
cabo sus procesos fisiologicos y bioguimicos, este concepto se refiere a la
integridad y a la capacidad metabdlica celular (Luque y Herrdez, 2011). La
capacidad metabdlica de la célula representa un indicador de ia integridad de las
mitacandrias y por lo tanto, este parametro es ampliamente utilizado como reflejo
de Ia viabilidad celular (Eisenbrand et al.. 2002 Jiménez et af, 2007). Diferentes
estudios en los que se evalia la citotoxicidad de POF, han ulilizado el ensayo
colorimético con MTT (Cabello f af, 2003; Li el al., 2003; Hreljac ef al, 2008
Edwards et al, 2011). En un estudio realizado por Hreljac ef al. (2008). en el que
se utiiz6 la linea celular HepG2, para conocer el efecto de los POF meti paration,
metil paraoxén y dimefox sobre la capacidad de division cefular a concertraciones
de 0.01-100 M, encontraron que mefil paration y metil paraoxsn. no afectaron la
proliferacién celular a concentraciones simiares (0.01, 0.1, 1.0 y 10 kM) a las
utilzadas en este estudio (0.5-10 uM), contrariamente, al evaluar el potencial
citotéxico de dimefox, se observé un aumento en la proliferacién celular a
concentraciones menores a 100 pM (0.01, 0.1, 1 y 10 M), Algunos estudios
realizados en HepG2, sugieren que los POF ejercen un efecto mitgénico a
concentraciones bajas y un efecto citotoxico a concentraciones més altas
(Delescluse ef al. 1998, Hreliac of al.. 2008: Moore ef al, 2010 Wu et al. 2010)
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Figura 6. Viabilidad de células HepG2 tratadas con temefos duranle 24 (a) y 48 () horas.
Ef analisis estadistico se realizt mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguico de fa
prueba a posterior de Dunn. Cada barra representa la media = DE de Ures experimentos
independientes, realizado por tiplicado. Control (+): MMC 1 kM, DMSO. control de
vehiculo <0.05%



6.2 Citostaticidad celular

Los tratamientos con temefos no modificaran el indice de division nuclear (IN). i
& porcentaje de células binucleadas (BN) en los cultivos cefulares HepG2, lo que
sugiere. que este compuesto no liene un efecto ctastatico a Jas concentraciones
probadas, en este modelo experimental, (Figura 7). En la Figura 8 se presentan
microfotografias representativas de estructuras nucleares observadas mediante el

MNBC en céluias HepG2
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Figura 7. Indice de divisién nuclear (IN) y porcentaje de célutas binucleadas (BN) en
cultivos HepG2 tratados con temefas. * p<0.05 respecto al control de vehiculo. I andiisis
estadistico se realiz_ mediante la prueba de KruskallWalis sequido de la prueba a
posterior de Dunn. Cada bara representa la media + OE de tres experimentos
independientes por friplicads. Control (+): MMC 1 M. DMSO: contral de vehiculo <0.05%

Figura 8. Microfotografias representativas de estructuras nucleares abservadas mediante el
INBC en céiulas HepG2. a) Célula mononucisada, b) Célula binuckeada, c) Célula
polinucleada



Diversos estudios, han utiizado el IN como medida de la capacidad de
prolferacion o division ceiular (Lamy ef al., 2004; Jin et al., 2009. Chequer et al.
2012; Nikoloff et al., 2013; Nikoloff et al,, 2014). EI IN es un indicador que ofrece
informacion sobre el estado de la proliferacion en ceélulas de origen humano
expuestas a xenobidticos, como los POF. Cuando hay alteraciones en el proceso
de division celular y aumenta la proporcion de células mononucieadas, el IN
presentaré valores de 1.0. Cuando las células han alcanzado una division nuclear
completa, las células tendran el aspeclo de binucleadas y los valores del IN
estaran cercanos a 2.0. De acuerdo a la cinética de division celular, se pueden
obtener valores mayores a 2.0 cuando se presenta un aumento en la proporcién
de céluias polinucleadas (mas de dos nicleos), lo que implica que han
completado mas de una division celular (Fenech y Crott, 2002: Sierra, 2011). En
este estudio no se observaron alteraciones en la proliferacion de células y por
ende en el IN, en HepG2 tratadas con temefos a concentraciones de 0.5-10 M

Los resultados de este trabajo difieren con los reportados en otros estudios
realizados en el mismo modelo celular, pero con otros plaguicidas. En este
contexto. Nikoloff ef al (2014), evaluaron los efectos citotéxicos. apoptoticos y
genotéxicos del herbicida flurocloridona y de dos de sus presentaciones (Twin
Pack Gold y Rainbow) en células HepG2. a concentraciones de 0.25-15 M. Los
autores encontraran que tanto Twin Pack Gold como Rainbow, a 10 M, causaron
disminucion del IN, con respecto al control (1.71 + 0.03). de 0.6 (1.11 £ 0.09) y
0.42 veces (129 £ 0.02), respectivamente.

Estudios en poblaciones humanas. ocupacionaimente expuestas a plaguicidas,
han mostrado resultados consistentes del efecto negalivo de estos xenobiéticos
sobre Ia replicacion celular y nuclear. Asf, en un estudio realizado en trabajadores
(18 a §7 afos) que manejan plaguicidas para el control de vectores de
enfermedades, en Brasil, se encontrd que los aplicadores de plaguicidas tuvieron
IN significativamente menores (149 £ 0.02) con respecto a un grupo control (1.61
+002) (Kendy et al, 2007). Por otra parte. Satar el al. (2009) en pacientes
intoxicados con POF, encontraron que el IN fue significativamente menor en los
pacientes cuando ingresaron al servicio de emergencias por Intoxicacion, con
respecto a su egreso del hospital después de haber recibido tratamiento. Estos



resultados también se han observado en un grupo de trabajadores de Jordania,
expuestos a malation y clorpirifos (con un tiempo de exposicion entre 3-30 afios).
Estos rabajadores tuvieron indices mitéticas menores (1.45 + 0.08) en linfocitos
de sangre periférica, con respecto a individuos control (386 + 0.41) (Omari-
Yausif, 2011). Los antecedentes mencionados sugieren que los plaguicidas
podrian causar un efecto inmunosupresar a 10s individuos, lo cual mplicaria un

aumento en fa susceptibiidad a diversos tipos de enfermedades

6.3 Genotoxicidad

La fecuencia de puentes nucleopldsmicos, gemaciones, apoptosis Y
micronicelos en células manonucledas (MNM), se presentan en las Figuras 9 y
10, respectivamente. De acuerdo a estos datos, no se observacon diferencias

en los con temefos con respecto al
control negativo Respecto al control positvo, se observé un aumento en la

frecuencia de apoptosis con respecto al control negativa

En la Figura 11, se presenta la frecuencia de MN en células binucleadas, de
acuerdo a éstos, el ratamiento con 10 LM de temefos causé un incrementé en
este parametra de genotoxicidad.
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Figura 9. Frecuencia de puentes nucleoplésmicos (a) y gemaciones (b) en la linea celular
HepG2. Las barras representan 10 resultados de tres experimentas independientes por
tiplicado + DS. * p<0 05 respecto al control de vehiculo. £l andlsis estadistico s realizd
mediante (a prueba de ANOVA seguido de Iz prueba a posterior de Bonferroni. Conlrol (+)
MMC 1 uM. control de vehiculo DMSO <0.05%
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Figura 10. Frecuencia de apoptosis (a) y MN en células mononucieadas (b) en a linea

celular HepG2. Las baras representan los resultados de lres experimentos

independientes por triplicado & DE_ * p<0.05 respecto al control de vehiculo. €l analisis

estadistico se realizo mediante [a prueba de ANOVA seguido de Ia prueba a posterior de

Bonferoni (1) y por 2 pruebe de KnuskalWalis seguido de 2 prucoa a posteror de
Dunn (2). Contral (+): MMC + uM, control de vehiculo DMSO <0.05%
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Figura 11. Frecuencia de MN en Ia linea celular HepG2 Las barras representan los
resultados de res experimentos independientes por triplicaco + DE. * p<0.05 respeclo al
cantrol de vetiiculo. EI andlisis estadistico se realizo mediante Ia prueba de Krusall-
Wallis seguido de ia prueba a postenar de Dunn. Control (+): MMC 1 iM, control de
vehiculo DMSO <0.05%

Buralti ef al. (2007) proponen que las concentraciones e POF inferiores a 10 uM,
utilizadas en estudios in vitro, asemejan condiciones humanas in vivo durante la
exposicién ambiental normal. Por otro lado, cuando se ufiizan concentraciones
superiores a 100 uM. se refleja la intoxicacion accidental aguda En el presente
estudio se uliizé un gradiente de concentracion de 0.5 a 10 M de temefos. Las
concentraciones mas bajas (de 0.5 a 5 uM} de acuerdo a Buratt, representarian
una exposicién ambiental normal. Los resultados obtenidos en esta investigacion
son relevantes ya que demoslraron el polencial genotéxico Causado par
exposicion a bajas concentraciones de temefos, las cuales asemejan a las
concentraciones ullizadas en campanias de salud {2 14 uM), de acuerdo con
datos de la NOM-032-§542-201G

La genotoxicidad de os POF esté relacionada can los pracesos de bioactivacion.
es decir la generacién de metabolitos més t6xicos que los compuestos originales
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durante los procesos de biotransformacian (Vale, 1998). El uso de lineas celuiares
de mamifero con expresion estable de enzimas de biostransformacion. ha hecho
posible la evaluacion del riesgo relativo de xenobioticos mediante pruebas de
toxicidad in vitro (Kessova y Cederdaum. 2003). En este sentido. el modelo
experimental HepG2 ha permitido demostrar el efecto genatéxico de diversos
compuestos (Knasmiler el af, 1999, Wilkening ef af.. 2003; Yaung et al.. 2006;
Jennen et al . 2011; Wang et al. 2012). Respecto a Ia expresion enzimética para
activacion de compuestos quimicas como los POF, en la linea celular HepG2, se
expresan diferentes isoformas de citocromos PA50 (CYP1AT. CYP1A2, CYP2AS,
CYP2B6. CYP2C8, CYP2CY, CYP2C19, CYP2D6, CYPZE1 y CYPIAQ). esta
propiedad representa una herramienta Nt para investigaciones referentes a
activacion metabolica de compuestos mediada por este sistema enzimatico
(Yoshitomi et al. 2001, Zhuge et al. 2003)Esta linea celufar, na presenta la
mutacien del gen p53 y por lo tanto, permite a las células nducir la ruta de
respuesta a dario en el ADN, la detencién del crecimiento y activacion de vias
apoptoticas. Asi también, este modelo experimental es adecuado para ensayos
de genotoxicidad (Jennen ef al, 2010, Westerink 6f al. 2010).

Referente a a genotoxicidad de temefos. fa literatura cientifica es escasa: Alub ef
al (2002) evaluaron el efecto mutagénico de temefos mediante el ensayo cometa,
en células de rata Wistar y SOS/umu y AMES/Salmonella; y encontraron lesiones
graves en el ADN a concentraciones mayores a 1.34 LM. Adems. Bezerra de
Mélo et /. (2008). evaluaron el efecto mutagénico de temefos mediante el ensayo
de MN en eritracitos policromaticos de médula 6sea de ratones, a fos que se les
administé temelos aralmerite 2 concentraciones de 27 75, 555 y 1110 matkg
Los autores encontraran una relacion directa entre la dosis y, la frecuencia de MN
y de aberraciones cromosamicas. En otro estudio realizado en Iinfocitos humanos

de sangre periférica, en el que se evalud el polencial gendtéxico de temelos
imeiante el ensayo cometa en céfulas mononucleadas, se enconird que temefos
grado reactivo, provoct dafio al ADN a concentraciones de 1.0, 2.0, 5.0 y 10 yM
asi mismo, encontraron que temefos ocasiond un aumento en Ie longitud de la
cola de cometa en células HepG2, a concentraciones de 0.5 y 10 yM. En el
mismo estudio se realizd la evaluacién del potencial genotoxico de temefos,
mediante el ensayo de MNBC en un sistema in vifro de linfocitos humanas de
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sangre periférica y no se encontré un aumento en la frecuencia de MN en un
rango de 0.5 a 10 M (Renitez-Trinidac el af, 2015) Las concentraciones
utilizadas en ese estudio se encuentran dentro del rango utilizado en este trabajo
(0.5-10 uM}

El ensayo cometa evalia el dafio al ADN que puede ser reparado; sin embarga, ef
ensayo de MNBC, evallia el dafo que na se repar6, es decir el dario permanente
Si bien en este trabajo se evidencié la genotoxicidad de temefos mediante el
ensayo de MNBC, atn falta describir los mecanismos a través de los cudles
temefos puede causar efectos deletérecs en el material genético, causando la

formagion de MN en células HepG2.

De acuerdo con Jennen ef af (2011), fa linea celutar HepG2 tiene la capacidad de
modular una respuesta a un dafio a través de cascadas de sefializacion. ya que
puede activar GTPasas, SOS1 y el sistema implicado en la carcinogénesis; sin
embargo, se podria suponer que los sistemas de reparacion por escision de
nucledtidos o el sistema SOS. pueden ser dianas de los metabolitos resultantes
de la bioactivacion de temefos, propiciando un efecto genotoxico. Si bien es cierto
que temefos no fue Gitostatico, asi como tampoco aumenté la frecuencia de
puentes nucleoplasmicos. gemaciones, apoptosis y necrasis, en células HepG2,
esto puede ser debido a que en las células HepG2 se puede presentar resistencia
a las diferentes vias apoploticas, causado por la presencia de protooncogenes
(Met y Ron) y oncagenes como activadores de la progresion celular o bien
sobreexpresion de Jos mismos en linea celular HepG2. Estos protooncagenes
estan presentes en la mayoria de los tejidos con carcinomas (Desiderio et ol

1998; Chen ef al, 1997; Wei et al 2012)

Finalmente. es primordiat considerar que las inconsistencias en Ia genctoxicidad
de POF y concretamente del insecticida temefos. pueden ser el resultado del uso
de diferentes concenraciones del compuesto activo, las caracteristicas
particulares de los modelos experimentales, tanto in vitro como in vivo, el tiempo.
de exposicion y tratamiento, del biomarcador tilizado, asi como los criterios
ulilzados para evaluar y validar respuestas positivas. Ademds, es importante
sefialar que la formulacion de los plaguicidas puede modificar la toxicidad de los

mismos. ya que se sugiere que la presencia de companentes nacivos utlizados
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Gomo excipientes, cuentan ya sea con un efecto txico intrinseco o bien con la
capacidad de exacerbar la toxicidad del producto puro (Laramendy e al.. 2014)



7. CONCLUSIONES

* Los tratamientos con temefos (0.5 a 10 M) no ocasionaron citotoxicidad en
los cultivos HeoGz2

*

Temefos no tiene efecto citostalico en la linea celular HepG2 a tas
cancentracianes probadas.

*

Temefos no aumenté la fecuencia de gemaciones. puentes
nucleoplasmicos, células apoptéticas o necrdficas en HepG2

*

El batamiento con 10 M de temefos aumentd la frecuencia de
micronucleos en células HepG2. 1o que sugiere la importancia de Ia

biotransformacién en el potencial genotéxico de este insecticida



8. PERSPECTIVAS

1. Deferminar mediante hibridacion in Situ con fluorescencia (FISH), el
posible mecanismo aneugénico o clastogénico de temefos.

Evaluar el efecto que pudiera tener temefos sobre los prncipales
sistemas de reparacion, tales como: reparacion por escision de base.

reparacion por escisién de nucledtidos o respuesta SOS

Evaluar si temefos grado comercial es capaz de causar darios
permanentes en el material genélico, tanta en linfocitos como en células
HepG2
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