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Resumen:

La creciente intensificacion de la agricultura como consecuencia de una evolucion
socioecondmica ha promovido la utilizacion grandes cantidades de pesticidas (PC) a
nivel mundial, tan solo en el afio 2020 se estim6 la utilizacion de mas de 53 mil
toneladas de i.g. Para la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos, un PC es
cualquier sustancia o la mezcla de sustancias que son destinadas a prevenir, destruir,
repeler o mitigar cualquier plaga. Un fungicida es un producto quimico utilizado para
disminuir el crecimiento de hongos considerados como patégenos. Un herbicida es un
producto quimico, que controla y elimina malezas no deseadas en cultivos agricolas de
interés comercial. La mezcla de diversos PC como los fungicidas y herbicidas es una
practica comun en campo utilizada para elevar la produccion y el rendimiento. Sin
embargo, se encuentra evidencia de que cada PC es tdxicos en la salud humana, sin
embargo, es escasa la informacién toxicidad de la toxicidad de la mezcla de PC
utilizados cominmente en campo. Objetivo: Evaluar la toxicidad y citotoxicidad de la
mezcla de dos fungicidas con un herbicida en Linfocitos humanos. Métodos: Se
determind la toxicidad (DL>°) que causaron los PC: A) fungicida Captan ultra® 50 WP
(N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-dicarboximida), B) fungicida Coraza® 720S
(clorotalonil: 2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrilo) y C) herbicida Faena fuerte® (Sal de
potasio N-fosfonometil- glicina), asi como la mezcla de PC (A+C y B+C) en linfocitos
humanos de sangre periférica. Las concentraciones evaluadas fueron de 2.5, 5, 10, 20,
40, 60, 80 y 100 pm. Posteriormente se determiné la genotoxicidad mediante
electroforesis alcalina de células individuales (ensayo cometa), los resultados se
clasificaron como; muy toxico, poco toxico o nada toxico, a través de la observacién del
dafio al nicleo celular. Resultados: Captan ultra® 50 WP, Coraza®y Faena fuerte® no
presentaron toxicidad en concentraciones de 2.5-100 pM en los linfocitos en 1 hora de
exposicion de manera individual, sin embargo a 24 hrs de exposicion, todos los
pesticidas resultaron citotoxicos en individual y en sus respectivas combinaciones.
Captan ultra® 50 WP, Coraza® y Faena fuerte® causaron genotoxicidad en linfocitos a 1
hora a 100 uM. Hay diferencia entre los pesticidas individuales y la combinacion.
Conclusiones: Los pesticidas Captan ultra® 50 WP, Coraza®y Faena fuerte® presentan
toxicidad en linfocitos humanos a las concentraciones recomendadas por el fabricante

para su utilizacion en campo.



Summary:

The increasing intensification of agriculture as a consequence of a socioeconomic
evolution has promoted the use of large amounts of pesticides (PC) worldwide, only in
the year 2020 the use of more than 53 thousand tons of i.g. For the United States
Environmental Protection Agency, a PC is any substance or mixture of substances that
are intended to prevent, destroy, repel or mitigate any pest. A fungicide is a chemical
product used to reduce the growth of fungi considered as pathogens. A herbicide is a
chemical product that controls and eliminates unwanted weeds in agricultural crops of
commercial interest. The mixture of various PCs such as fungicides and herbicides is a
common field practice used to increase production and yield. However, there is
evidence that each PC is toxic to human health; however, there is little information on
the toxicity of the mixture of PCs commonly used in the field. Objective: To evaluate
the toxicity and cytotoxicity of the mixture of two fungicides with one herbicide in
human lymphocytes. Methods: The toxicity (LD50) caused by PC was determined: A)
fungicide Captan ultra® 50 WP (N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1,2-
dicarboximide), B) fungicide Coraza® 720S (chlorothalonil: 2.4 5,6-
tetrachloroisophthalonitrile) and C) herbicide Faena  fuerte® (N-
phosphonomethylglycine potassium salt), as well as the PC mixture (A+C and B+C) in
human peripheral blood lymphocytes. The concentrations evaluated were 2.5, 5, 10, 20,
40, 60, 80 and 100 um. Subsequently, genotoxicity was determined by single cell
alkaline electrophoresis (comet assay), the results were classified as; very toxic, little
toxic or not at all toxic, through the observation of damage to the cell nucleus. Results:
Captan ultra® 50 WP, Coraza® and Faena fuerte® did not show toxicity in
concentrations of 2.5-100 uM in lymphocytes after 1 hour of exposure individually,
however after 24 hours of exposure, all pesticides were cytotoxic in individually and in
their respective combinations. Captan ultra® 50 WP, Coraza® and Faena fuerte®
caused genotoxicity in lymphocytes at 1 hour at 100 uM. There is a difference between
individual pesticides and the combination. Conclusions: The pesticides Captan ultra®
50 WP, Coraza® and Faena fuerte® present toxicity in human lymphocytes at the

concentrations recommended by the manufacturer for use in the field.



1.-Antecedentes:

Un pesticida (PC), es un compuesto quimico frecuentemente utilizado para controlar la
aparicion de plagas que puedan dafar plantas, animales, seres humanos y el medio
ambiente, estos pueden tener un efecto negativo a la produccion de alimentos y la salud
publical. Para la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos 2019, (EPA, por
sus siglas en inglés) un PC es cualquier sustancia o la mezcla de sustancias que son
destinadas a prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier plaga, ademas de que también
pueden ser usados como agentes reguladores ante la aparicion de plantas, usado como
defoliante o deshidratante de estas plantas 2.

Los PC juegan un papel fundamental en la proteccion de los cultivos®, debido a la
creciente intensificacion de la agricultura como consecuencia de la evolucién
socioeconOmica, esta situacion ha promovido el uso de grandes cantidades de PC en los
campos de cultivos * °. Esto es una una estrategia utilizada, después de la Segunda
Guerra Mundial, para hacer frente a las plagas que ponen en riesgo los cultivos y sus

productos alimentarios derivados®™
1.1 Clasificacion de pesticidas

Los PC se utilizan para el control de vegetacion y acciones de salud publica (como
control de roedores e insectos que pueden actuar como vectores), su modo de accion es
mediante la repulsion, prevencidn, mitigacion o destruccion vectores considerados
plagas °, tales como plantas, hongos y bacterias, entre otros. Los PC se pueden clasificar
en subclases, que a su vez son generalmente divididos en funcion de sus plagas
objetivo, entre las clases principales se incluyen pesticidas dirigidos a insectos
(insecticidas), hierbas (herbicidas), bacterias (bactericidas), roedores (roedoricidas) y
hongos (fungicidas), todos los cuales pueden tienen varias subclases propias basadas en
su identidad quimica, estado fisico y método de aplicacion ”

1.1.1 Fungicidas

Los hongos patdgenos constituyen una seria amenaza a nivel mundial para importantes
cultivos bésicos como el arroz, el maiz y la soya 8, entre otros. Para combatir la
presencia y aparicién de hongos considerados como patégenos, el uso de fungicidas es
necesario tanto para control como para la prevencion de las enfermedades causadas por

los hongos °.



Un fungicida es un producto que tiene como finalidad interferir en los procesos

10 Los

bioquimicos de los hongos, son PC que matan o inhiben su crecimiento
fungicidas se pueden utilizan en forma foliar, ya sea en polvo o liquido, produciendo
una barrera defensiva en superficies cuticulares de las plantas o causando toxicidad

sistémica en el desarrollo del hongo objetivo

1.1.2 Modo de accion de los fungicidas

El proceso metabdlico especifico que inhibe el desarrollo de los hongos, depende del
fungicida utilizado en particular, dentro de cada modo de accion hay sitios de accion
especificos, que son las enzimas especificas del proceso celular a las que se unen los

fungicidas ?, entre los modos de accion de los fungicidas se encuentran:

e Metabolismo de &cidos nucleicos, interfieren la sintesis de &cidos nucleicos
ADN y ARN, reduciendo la produccion de enzimas como la ADN
topoisomerasa, adenosin - deaminasa y ARN polimerasa I.

e Proteinas motoras y del citoesqueleto, como la tubulina, molécula importante en
la formacion y segregacién de cromosomas en la division celular, su alteracion
afecta la mitosis.

¢ Inhibicion mitocondrial de la respiracion celular

e Inhiben la biosintesis de la metionina y la secrecién de enzimas, involucradas en
el traslado de la informacion contenida en el ARN.

e La transduccion de sefiales que inhiben los mecanismos metabolicos que

permiten a la célula adaptarse a su entorno.

e Alteran la integridad de las membranas y la sintesis de los lipidos.

¢ Inhibidores de enzimas y procesos enzimaticos en la biosintesis del ergosterol

¢ Impiden la fijacion de glucosamina a la quitina dentro de las paredes celulares

¢ Induccidn de defensas en la planta huésped.

e Modo de accion no especificado

¢ Sin clasificacion.

e Con actividad multi-sitio.



1.1.3 Herbicidas

Un herbicida es un producto quimico, ocupado principalmente para el control y
eliminacion de malezas, hierbas y arbustos . En general, el uso de herbicidas ha
permitido el control ante la aparicion y erradicacion de hierbas de competencia frente a
los cultivos, logrando asi el aumento notable en el rendimiento de los cultivos 2. Hoy en
dia, los herbicidas representan mas del 60% de los plaguicidas utilizados en todo el
mundo y la agricultura moderna, especialmente la mayor parte de la agricultura a gran
escala y cultivos intensivos; consecuentemente los sistemas agricolas dependen casi

exclusivamente de los herbicidas para controlar plantas no deseadas **.

Uno de los herbicidas mas usados es el glifosato, cuyo ingrediente activo es la N-
fosfonometilglicina, presente en una variedad de formulaciones de herbicidas de amplio
espectro, denominadas herbicidas a base de glifosato 1°. El glifosato, es un aminoacido
derivado de la glicina, sintetizado por primera vez en 1950, es un herbicida
organofosforado sistémico no selectivo, que interrumpe la via metabolica del acido
shikimico, responsable en la biosintesis de aminoacidos aromaticos de las plantas y
algunos microorganismos % 7. Otro herbicida utilizado es el Diurén, que controla la
vegetacion alterando el crecimiento relacionado con la fotosintesis de malas hierbas no

deseadas?®.

1.2 Utilizacion de mezcla de pesticidas
Una préactica comin y recomendada en México y en el mundo es mezclar diversos PC,
con la finalidad de hacer mas eficiente el control de plagas en los cultivos agricolas para
la produccion de alimentos; incluso el Comité de Accion de resistencia a Fungicidas
(FRAC por las siglas en Ingles de Fungicide Resistance Action Committee) recomienda
utilizar la mezcla de fungicidas para combatir a los hongos, debido a que todas las
estrategias eficaces de manejo de resistencia a fungicidas tienen como objetivo
minimizar la seleccion de resistencia a cualquier tipo de fungicida 2. Los fungicidas son
comunmente utilizados con la adicion de herbicidas, durante el ciclo de cultivo, el
Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania Alimentaria
(CEDRSSA) *°, menciona que, en México el uso de herbicidas es aceptado entre los
productores del pais; su aceptacién se debe a que facilita el control y combate contra
especies vegetales no deseadas en el cultivo, denominadas malezas o malas hierbas.

AUn con la utilizacion a gran escala de los PC en México, de acuerdo con el codigo de



conducta de la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la legislacion sobre los
PC debe cubrir todos compuestos utilizados en todos los sectores en los que son
utilizados; sin embargo, en el area de la salud publica su legislacién no esta del todo
atendida, situacion claramente inadecuada °. Si bien este enfoque ha ayudado a
identificar y caracterizar numerosos peligros quimicos resultantes de la exposicion a las
respectivas sustancias, la exposicion en la vida real implica una exposicion a mezclas

complejas de varios productos quimicos 2.
1.3 Estadisticas de los plaguicidas a nivel mundial

Las formas de produccion agricola, desarrolladas al inicio del siglo XX 22, demandaron
el uso extensivo de PC para el control plagas y enfermedades de las plantas; esto
reemplaz6 los métodos tradicionales de la agricultura, con la finalidad de obtener una
mayor rentabilidad de los cultivos y el lograr la maxima productividad de los suelos. El
Gltimo dato disponible de la utilizacion de PC de algunos de los principales paises

consumidores, incluyendo a México indican un alto consumo (cuadro 1).



Cuadro 1: Uso de plaguicidas (toneladas de ingrediente activo por tipo de producto) y consumo mundial de los principales paises del
mundo.

Toneladas de pesticidas usados en 2020

s - 4
< 13,298
Japdn 5121,845
« 6,093
Espana 32123
_ 59,427 l herbicidas
Canada 7,888 ) -
1 O fungicidas
i 234,384
Brasil 89 04
Argentina 4,667
; 14,618
Alemania 9,483
0 50,000 100,000 150,000 200,000 250,000

Elaboracion propia con datos recabados de http://www.fao.org/faostat/es/#data/RP  consultado el 03 de octubre de 2022%



1.3.1 Uso de pesticidas en México
En el afio 2020 en el campo mexicano, segun cifras de la FAO, se emplearon 11,366
toneladas de herbicidas y 25,318 toneladas de fungicidas (FAO, estadisticas consultadas
el 03 de octubre de 2022 en https://www.fao.org/faostat/es/#data/RP). A pesar de la
gran cantidad de PC utilizados, en México se encuentra una falta de regulacién y escasa
informacion, unicamente se cuenta con el catalogo oficial de plaguicidas, que no ha sido
actualizado en mas de una década y excluye informacion sobre los recientes
descubrimientos de la peligrosidad de estos tdxicos; ejemplo de ello, es el glifosato,

componente activo del herbicida mas usado en el pais 2*.
1.3.2 Vias de exposicion a plaguicidas

La exposicion a plaguicidas puede ocurrir por diferentes vias, de acuerdo a Mostafalaou
and Abdollahi %, las ocupaciones que estan relacionadas con la produccion, transporte,
entrega, aplicacion y vivienda en los lugares de alto contenido de residuos, genera una

mayor circulacion y acumulacion de PC en la cadena alimentaria °.

1.3.3 Intoxicaciones causadas por pesticidas

Una intoxicacion hace referencia al conjunto de signos y sintomas que se producen en el
organismo por consecuencia de la entrada de una sustancia externa, en cantidades
suficientes que pueda ocasionar un dafio. Cualquier sustancia puede ser potencialmente
toxica, pero esto va a depender de la dosis; algunas son practicamente inocuas y
requieren grandes cantidades para producir efectos toxicos y otras son muy téxicas por
lo que a pequefias dosis pueden causar intoxicaciones severas 2.

Entre los dafios que pueden ocasionar los PC se encuentran neurotoxicidad denominada
neuropatia retardada, sindrome que aparece algunos dias después de una exposicién
aguda y que puede persistir durante semanas o afios, afectando principalmente los
miembros inferiores causando atrofia muscular, calambres, sensacion de quemadura,
dolor en pantorrillas y paralisis, disminucion en la fecundidad masculina, problemas
cognitivo-conductuales, neurotoxicidad, cancer, citotoxicidad mutagénica, dafio renal,
infecundidad, inmunosupresion, leucemia y asma 8. Por supuesto, el riesgo de peligros
para la salud debido a la exposicién a pesticidas depende no solo de qué tan tdxicos

sean los ingredientes activos, también influye en el nivel de exposicion %,
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1.3.4 Intoxicaciones causadas por pesticidas en México

En México de acuerdo con la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) ¥, en la Gltima década, la tendencia de intoxicaciones ha sido a la baja,
con un total 4,094 (2012), 4,310 (2013), 4,428 (2014), 4,025 (2015), 3,816 (2016),
3,044 (2017), 2,893 (2018), 3,062 (2019) y para el afio 2020 de 2,049. El Estado de
México es una de las regiones mas importantes en produccién agricola, tanto de flor
como de hortalizas, principalmente localizadas en la jurisdiccion sanitaria de
Tenancingo, que comprende los Municipios de Almoloya de Alquisiras, Coatepec
Harinas, Ixtapan de la Sal, Malinalco, Ocuilan, Sultepec, Tenancingo, Texcaltitlan,
Tonatico, Villa Guerrero, Zacualpan y Zumpahuacan. Consecuentemente tambien se
han reportado casos de intoxicaciones (Tabla 1), con un rango de personas intoxicadas
de 134 — 218 anualmente.

Tabla 1. de Casos nuevos reportados de Intoxicacion por Plaguicidas en el Estado
Mexico.

Estado Genero 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Hombres 152 173 155 164 163 142 109 160 87
México
Mujeres 45 45 45 42 39 54 32 54 47

Total 197 218 200 206 202 196 141 217 134

Tabla de elaboracion propia, informacion tomada de la SEMARNAT (2020).

1.4 El Estado de México

El Estado de Mexico se localiza en el centro del pais, cuenta con una superficie de
22,351 km?, con un clima templado subhimedo, temperatura media anual de 14.7
grados centigrados y una precipitacion total anual de 900 ™™, La poblacion total es de
16,187,608 personas, de las cuales el 51.6% son mujeres y el 48.4% hombres, segln la
Encuesta Intercensal 2015 del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia *°. Basado
en los datos de la Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) % el Estado de
Meéxico tiene una superficie sembrada de 404 mil hectéareas destinado a la siembra, de
los cuales, se obtienen 1,500 toneladas de productos cosechados, tan solo el cultivo del

Maiz alcanzé un rendimiento de 3,713 toneladas.
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Michoacén

Imagen obtenida de: https://www.inegi.org.mx/app/areasgeograficas/?ag=15#collapse-Mapas

consultado el 01/05/2022 (30)

15 Lineas celulares

Una linea celular es una poblacion de células que pueden proliferar indefinidamente
bajo condiciones de cultivo apropiadas, tienen una vida muy util e infinita, como estas
celulas son accesibles y faciles de manipular, se convirtieron en una de las principales
herramientas de investigacion en los laboratorios a nivel mundial, contribuyendo
significativamente al conocimiento de la biologia celular y molecular basica, patologia y
para el desarrollo de terapias *2. Las células inducidas por humanos son utilizadas para
establecer lineas celulares y 6rganos especificos de mamiferos, esto con la finalidad de
generar modelos que repliquen y reflejen caracteristicas patoldgicas de una enfermedad
in vitro, también permite la generacion de investigacion de mecanismos subyacentes .
Algunas de las areas que usualmente manejan lineas celulares son, patologia y
oncologia, asi como areas preclinicas como la farmacologia, que tienen el potencial de
obtener resultados clinicamente aplicables 4. Entre las lineas celulares utilizadas
comunmente para ensayos, se encuentran las células de carcinoma hepatocelular (CHC)
que incluyen BEL-7402, BEL-7404, HuL-1, QGY-7701, QGY-7703 vy
SMMC-7721(35); de meduloblastoma, estas células corresponden a un tipo o tipos de
cancer que suceden en el sistema nervioso central y periférico, de las cuales son usadas
como DAQY, SHH grupo; D341, grupo 3; D283 %; otro tipo de lineas celulares

ocupadas dentro de la investigacion para determinar citotoxicidad se encuentran las


https://www.inegi.org.mx/app/areasgeograficas/?ag=15#collapse-Mapas
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células provenientes del higado y rifion (Hep G2) y lineas celulares renales (HEK 293)
37

1.6 Linfocitos.

De acuerdo con Leslie P. Gartner , los linfocitos son células redondas que circulan en el
torrente sanguineo, miden de 8 a 10 um de diametro, su nucleo es redondo y ocupa la
mayor parte de la célula. Constituyen del 20 al 25% del total de la poblacion de
leucocitos circulantes. Los linfocitos presentan una escasa cantidad de citoplasma.
Actualmente se informa que los linfocitos no presentan una funcion en el torrente
sanguineo, no obstante, en el tejido conjuntivo, son responsables de un funcionamiento
adecuado del sistema inmunitario, migrando a compartimentos corporales especificos
con el objeto de madurar y expresar marcadores y receptores especificos. De acuerdo su
funcionalidad, los linfocitos se subdividen en tres tipos funcionales: linfocitos B,
linfocitos T y células nulas. A pesar de que morfolégicamente son indistinguibles entre
los tres tipos, pueden ser diferenciados por su perfil inmuno-citoquimico, debido a las
diferencias en sus marcadores de superficie. Del total de linfocitos circulantes, el 80%
son linfocitos T, el 15% linfocitos B y el 5% restantes son células nulas.(38). El
establecimiento y mantenimiento de la respuesta inmunitaria, la homeostasis y la
memoria patogenica, depende de las células T, tiene la capacidad de expresar un
receptor con el potencial de reconocer diversos antigenos de patdgenos, tumores y el
medio ambiente y también mantienen memoria inmunoldgica y auto tolerancia. Las
células T también estan implicadas como principales impulsoras de muchas
enfermedades inflamatorias y autoinmunes® . La funcion de los linfocitos es participar
principalmente en la inmunidad especifica o adquirida, a excepcion de los linfocitos T
gamma-delta (yd) y los asesinos naturales (Natural Killer NK), estos son capaces de
establecer contacto y eliminar directamente a un antigeno, durante la etapa de actividad

de la inmunidad*®

1.7  Ensayo de electroforesis Alcalina de células individuales

El Ensayo de electroforesis Alcalina de células individuales, también conocido como
ensayo cometa, es una técnica usada para medir el dafio en el ADN celular, es un ensayo
simple, sensible, versatil y rapido, se puede realizar con sangre completa, linfocitos

aislados y células germinales, entre otros*'. Es empleado en ensayos de genotoxicidad,
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estudios de bio-monitoreo en humanos, epidemiologia molecular y ecotoxicologia, asi
como para evaluar la reparacion del ADN. Se basa en la visualizacién microscopica de
imagenes de ADN (previamente tefiidas con un cromoforo fluorescente), después de que
las células fueron embebidas en agarosa, lisadas y sometidas a una electroforesis
alcalina®>. El Ensayo Cometa, es un indicador de dafio temprano, lo que permite

implementar estrategias de intervencion oportunas®.
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I1 Planteamiento del Problema:

A nivel mundial el modelo de agricultura industrial a impulso en las Gltimas décadas el
uso de PC sintéticos, de acuerdo con la FAO, tan solo en el afio 2020 en el campo
mexicano, se emplearon 11,366 toneladas de i.a de herbicidas y 25,318 toneladas de i.a
de fungicidas. Uno de los problemas que amenazan la salud humana, es la exposicion,
por cualquier via, a los PC. La ONU estima que anualmente se intoxican casi 2 millones
de personas por contacto directo e indirecto con PC.

Entre los efectos secundarios causados por la exposicion PC destacan las mutaciones
genéticas, cancer, esterilidad, alteracion en lineas celulares y en casos mas graves por
intoxicacion, la muerte.

De acuerdo con la SEMARNAT, la tltima década en Meéxico se han reportado mas de
31700 casos de intoxicaciones causadas por PC y en el Estado de México mas de 1700
casos.

Aunque se ha reportado ampliamente el efecto toxico de la exposicion de pesticidas en
humanos, es escaso la informacion sobre la exposicion a la mezcla de diversos PC en la
salud humana.

En necesario conocer el efecto que tiene la mezcla de fungicidas y herbicidas en lineas
celulares para comprender el posible impacto en la salud humana. La certeza de conocer
el impacto negativo en lineas celulares humanas permitird comprender la toxicidad que
generan los pesticidas sintéticos utilizados en el Estado de México y su riesgo en la

salud humana

Pregunta investigacion:

¢Las mezclas de dos fungicidas y un herbicida sintético utilizados en el Estado de

México producen citotoxicidad en linfocitos humanos?
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11 Hipdtesis:

Hipotesis alterna:
La mezcla del fungicida Captan ultra® 50 WP y el herbicida Cayana® utilizados en el
Estado de México producen citotoxicidad en linfocitos obtenidos de sangre periférica de
humanos.
La mezcla del fungicida Cercobin®-M vy el herbicida Cayana® utilizados en el Estado
de Meéxico producen citotoxicidad en linfocitos obtenidos de sangre periférica de

humanos.

Hipotesis nula:
La mezcla del fungicida Captan ultra® 50 WP vy el herbicida Cayana® utilizados en el
Estado de México no producen citotoxicidad en linfocitos obtenidos de sangre periférica
de humanos.
La mezcla del fungicida Cercobin®-M y el herbicida Cayana® utilizados en el Estado
de México no producen citotoxicidad en linfocitos obtenidos de sangre periférica de

humanos.
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IV Objetivos:

General:

Evaluar la toxicidad y citotoxicidad en linfocitos humanos expuestas a la mezcla de dos

fungicidas y un herbicida sintético utilizados en el Estado de México

Especificos

Determinar cudl es la dosis letalsg en linfocitos del fungicida Captan ultra® 50
WP

Determinar cudl es la dosis letalso en linfocitos del fungicida Cercobin®-M
Determinar cudl es la dosis letalso en linfocitos del herbicida Cayana®
Determinar cual es la dosis letalso en linfocitos de la mezcla del fungicida
Captan ultra® 50 WP mas el herbicida Cayana®

Determinar cual es la dosis letalso en linfocitos de la mezcla del fungicida
Cercobin®-M mas el herbicida Cayana®

Determinar la citotoxicidad en linfocitos del fungicida Captan ultra® 50 WP
Determinar la citotoxicidad en linfocitos del fungicida Cercobin®-M
Determinar la citotoxicidad en linfocitos del herbicida Cayana®

Determinar la citotoxicidad en linfocitos de la mezcla del fungicida Captan
ultra® 50 WP mas el herbicida Cayana®

Determinar la citotoxicidad en linfocitos de la mezcla del fungicida

Cercobin®-M mas el herbicida Cayana®
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V Justificacion

Los pesticidas son sustancias utilizadas para el control, prevencién y eliminacion de
agentes patdgenos que pueden poner en riesgo los cultivos de alimentos a nivel
mundial. Las formas de produccién agricola, desarrolladas desde principios del siglo
XX, demandaron el uso extensivo de PC para el control de insectos y enfermedades de
las plantas; esto reemplazd los métodos tradicionales de la agricultura para la
optimizacion de una mayor rentabilidad de los cultivos y el logro de la maxima
productividad de los suelos. En todo el mundo la demanda de pesticidas quimicos se ha
incrementado, se estima que en el afio 2020 el uso de plaguicidas alcanzo 53 millones
de toneladas de i.a. ElI Estado de México es una de las regiones mas importantes en
produccidn agricola en México, tanto de flor como de hortalizas. La exposicion de las
comunidades, asi como de todo el sector de produccion primaria a los PC se encuentra

en aumento y se desconoce el impacto que tiene sobre la salud de la poblacion.

La exposicion de linfocitos humanos a las mezclas de dos fungicidas y un herbicida
utilizado comdnmente en el Estado de México permitird conocer su posible efecto
toxico y citotoxico, el resultado de esta investigacion permitird implementar estrategias

futuras para promover la disminucién de PC en el campo mexicano.
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V1.- Material y Métodos:

6.1 Disefio de Estudio
Tipo de estudio

Experimental transversal comparativo.

Universo

Linfocitos humanos de sangre periférica
Método de muestreo

Por conveniencia

Tamafo de muestra

1x10° células /mililitro por tratamiento.

6.2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
Criterios inclusion

Linfocitos aislados de sangre periférica

Criterios eliminacion

Linfocitos no aislados o que presenten contaminacion

6.3 Procedimientos

Se identificaron los pesticidas y herbicidas comunmente utilizados por los productores
en diferentes sitios ubicados en el Estado de México; se determind la concentracion a
avaluar de los fungicidas y el herbicida basado en las recomendaciones de utilizacion
del fabricante. Se aislaron linfocitos humanos de sangre periférica y se evalud la

toxicidad y el dafio celular causado por la exposicion de los PC mencionados



6.4 Variables de Estudio

Independientes:

o Citotoxicidad.
Dependientes:

e Herbicida

e Fungicida

e Mezcla de fungicidas y herbicida
e Porcentaje de viabilidad Celular

21
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Variable Definicion conceptual Definicion operacional Tipo de Indicador Ana]ls!s
variable estadistico
Fungicida Compuesto  quimico que inhibe el | Concentracién del fungicida adicionado _— Concentraciones de
crecimiento de hongos. al cultivo celular (linfocitos) Cuantitativa 0.01 -1000 pM. ANOVA
Herbicida Compuesto  quimico que inhibe el | Concentracién del herbicida adicionado I Concentraciones de
crecimiento de malezas. al cultivo celular (linfocitos) Cuantitativa 0.01 -1000 pM. ANOVA
Conjunto de productos quimicos enfocados a | Concentracion del herbicida + el .
Mezcla de . S - - . - Concentraciones de
esticidas c_ombatllr, controlar o eliminar agentes fu_ng|C|_da adicionado al cultivo celular | Categorica 0.01 - 1000 UM ANOVA
P fitopatdgenos (linfocitos) '
Viabilidad Células viables en un cultivo celular % de celulas_ \{lables expu_esta a la Cuantitativa P_orcentaje de  células ANOVA
celular mezcla de fungicidas + herbicidas vivas.
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6.5  Recoleccidn de Datos y analisis estadistico

Pesticidas quimicos para evaluar

Se evaluaron dos fungicidas y un herbicida cominmente utilizados en el Estado de

México:
Fungicidas:

1.-Captan ultra® 50 WP (Captan: N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-dicarboximida)
en polvo humectable (con 500 g de i.a./kg), distribuido por Arysta LifeScence México,
SA de CV Saltillo, Coahuila de Zaragoza, México.

2.-Coraza® 720S (clorotalonil: 2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrilo) (con 720 g de i.a./L en

suspension acuosa) de Promotora Técnica Industrial, S.A. de C.V., Morelos, México.
Herbicida:

1.- Faena fuerte® (Sal de potasio N-fosfonometil- glicina) suspension acuosa (con 363 g.
de i.a (acido glisofato) / L. sera adquirido a Monsanto comercial, S de R.L de C.V paseo

del Cerenero No. 890, Nextipac Zapopan Jalisco.
Concentraciones de los fungicidas y herbicidas a evaluar

A fin de determinar la concentracion citotdxica (CLso) de los fungicidas a evaluar en
linfocitos de sangre periférica, se realizaron ensayos previos con concentraciones entre

2.5y 100 uM basados en su i.a.

Las concentraciones que se utilizaron en las pruebas de citotoxicidad para los fungicidas
Captan ultra® 50 WP (Captan), Coraza®720 S (Clorotalonil) y el herbicida Faena
fuerte® (Sal de potasio N-fosfonometil- glicina) fueron de 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y
100 uM. Todas las concentraciones fueron diluidas en buffer de fosfatos (PBS) estéril.

Los resultados se expresaron como media = desviacién estandar de la media, de al
menos tres experimentos independientes. La significacion estadistica se evalud
mediante ANOVA de 1 via seguida de la prueba post hoc de Tukey (p <0,05) utilizando
el software SPSS V.

Obtencion de células
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Se obtuvieron 5 ml. de sangre periférica de los donantes en un Tubo BD Vacutainer®
con EDTA K2, posteriormente, en un tubo falcon 15 ml. se adicionaron los 5 ml de
sangre mas 5 ml de solucion fisioldgica (1:1) se homogeniz6. En otro tubo Falcon se
adicionaron 2 ml del histopaquete®- 1077(Sigma-Aldrich) al fondo del tubo,
posteriormente se agrega cuidadosamente la mezcla anterior (10 ml), evitando que se
mezclen las fases. Los tubos fueron centrifugaso a 2000 rpm x 30 minutos.

Posteriormente, con una pipeta Pasteur, se tomd el anillo de células aisladas** .
Ensayo del cometa

Se tomaron 40 ul de la suspension celular (linfocitos) de cada tubo, se le adicionaron 80
ul de agarosa de bajo punto de fusién (1%), se coloco la mezcla sobre un portaobjetos
(previamente elaborado con una capa de agarosa de bajo punto de fusién al 1%). Se
coloco en una charola con temperatura menor a 5 °C para gelificar la agarosa. Se
tomaron 80 pl de agarosa de bajo punto de fusion (0.5%) y se coloco sobre el preparado
anterior a manera de generar un “sandwich” con las células. Las ldminas se expusieron
durante 1 hora a una solucion de lisis, elaborada previamente con NaCl (14.629), Tris-
base (0.12149), hojuelas de NaOH (1.2g) y el EDTA Na2 (3.7224g) con un pH de 10 y
una temperatura de 4°C. Posteriormente las laminas se colocaron en la cdmara de
electroforesis horizontal y se dejaron en pre - electroforesis con la solucién de
electroforesis elaborada previamente con, EDTA (1.86 g / 25mL) NaOH (40 g /
100mL). El tiempo de pre- electroforesis fue de 15 minutos a 4°C. Se corri6 la
electroforesis a 300 mA'y 25 V durante 20 minutos. Posteriormente, se lavd 3 veces con
solucion de tris base, esperando 5 minutos entre cada enjuague. Para la lectura, las
laminas fueron tefiidas con 60 pl de bromuro de etidio (2 pg/mL). Las laminas se
analizaron usando el microscopio de fluorescencia Zeiss con un filtro de excitacién BP
546/10 nm y un filtro de barrido de 590 nm .
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6.6  Implicaciones bioéticas

Basado en el convenio sobre la diversidad biologica de las Naciones Unidas, el cual fue
firmado por 193 paises, se establecio en 1992 y entr6 en vigor en diciembre de 1993,
donde:

. El valor intrinseco de la diversidad biolégica hacia la ecologia, genética, social,
econdmico, cientifico, educativo, cultural, recreativo y estético.

. El derecho al uso sostenible de los recursos biolégicos en beneficio de las
generaciones actuales.

. Generar conocimiento de entendimiento basico para desarrollar las capacidades

cientificas, técnicas e institucionales.

Ley General de Salud en Materia de Investigacion Medica pronuncia lo siguiente en el
articulo 3° del capitulo Gnico: 4
La investigacion para la salud comprende el desarrollo de acciones que contribuyan:

I. Al conocimiento de los procesos bioldgicos y psicoldgicos en los seres humanos;

I1. Al conocimiento de los vinculos entre las causas de enfermedad, la practica médica y
la estructura social,

I11. A la prevencion y control de los problemas de salud;
IV. Al conocimiento y evaluacion de los efectos nocivos del ambiente en la salud;

V. Al estudio de las técnicas y métodos que se recomienden o empleen para la
prestacion de servicios de salud, y

V1. A la produccion de insumos para la salud.



26

VII. Resultados

7.1Carta de envio del articulo

1de 1,027 >

O m B 0 & m D
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para

Sebastian Saidir Trejo Cervantes:
Gracias por enviar el manuscrito "l Citotoxicidad en linfocitos humanes expuestos a la mezcla de dos fungicidas y un herbicida utilizados en el Estado de México” a Salud
Publica d= México. Con nuestro sistema de gestion de revistas en linea, podra iniciar sesion en el sitio web de la revista y hacer un seguimiento de su progreso a través del

proceso editorial.

URL del manuscrito: https-//saludpublica.mx/index php/spm/authorDashboard/submission/14462

Nombre de usuario/a: sebastc30
En caso de dudas, contacte conmigo. Gracias por elegir esta revista para publicar su trabajo.

Salud Pablica de México
Salud Publica de México



27

7.2Resumen del articulo

Los pesticidas juegan un papel fundamental en la proteccion de los cultivos contra las
enfermedades, plagas y malezas, los fungicidas inhiben el crecimiento de los hongos,
los herbicidas eliminan las malezas y hierbas no deseadas en cultivos. La mezcla de
fungicidas y herbicidas es una practica comun para el control de plagas, con la finalidad
de mejorar la calidad de los cultivos de alimentos. Objetivo: Evaluar citotoxicidad y
genotoxicidad en linfocitos humanos expuestos a la mezcla de dos fungicidas y un
herbicida, cominmente utilizados. Métodos: Se aislaron linfocitos de sangre periférica,
se expusieron a la mezcla de los fungicidas Captan ultra® 50 WP (Captan: N-
triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-dicarboximida), Coraza® 720S (clorotalonil: 2,4,5,6-
tetracloroisoftalonitrilo) y el herbicida Faena fuerte® (Sal de potasio N-fosfonometil-
glicina),a concentraciones de 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 um, se determiné la DL
de cada pesticida y la genotoxicidad mediante electroforesis alcalina de células
individuales (ensayo cometa), se determino el -Tail Length (TL), Tail Moment (TM) y
el Tail Intensity del ADN fuera del nlcleo conformando la cola del cometa.
Resultados: Los fungicidas Captan® Ultra, Clroratalonil y Faena fuerte® presentan
citotoxicidad y genotoxicidad a concentraciones 40 mM en linfocitos a 24 horas de
exposicion. Conclusiones Los tres PC causan dafio al ADN de los linfocitos a 24 horas
de exposicién. La mezcla de pesticidas Captan® Ultra més Faena fuerte® y
Clroratalonil mas Faena fuerte® presentan diferencias respecto a la toxicidad y
genotoxicidad de los PC de manera individual.

VI111.Discusion

Citotoxicidad

Respecto a la determinacion de la citotoxicidad, todos los PC evaluados A, B, Cy A+B,
A+C fueron tdxicos en linfocitos en concentraciones de 100 uM, estas concentraciones
coinciden con las reportadas por Kanemoto 6, que evaluo al fungicida Ziram®
(dimetilditiocarbamato de zinc) en tejido de la glandula del timo de modelos murinos
Winstar a una concentracion de 100 uM a 24 hrs, encontrando un significativo aumento
de la letalidad celular; por su parte, Ae, 2018 evalué el Bifenil (precursor en la
elaboracion de pesticidas, como fungicidas e insecticidas) en timocitos de rata Wistar,
encontrd que a 100 uM aumento significativamente la muerte celular después de la
incubacion de 3 hrs.

Para el caso del Captan® los valores encontrados en esta investigacion (30 y 40 uM)
respectivamente, son similares a los reportados por Inoue ', pero difieren respecto al
tiempo de exposicion; el autor evalud la toxicidad en células de timo de ratas Wistar
macho durante 1 h y luego se incubaron durante 3 horas mas con IP y anexina a
concentraciones de 1, 3, 10 y 30 uM, encontrando que a 30 puM aumentd
considerablemente la poblacion de células muertas. Respecto al fungicida Cloratalonil,
los resultados encontrados respecto a la (DLsg) son similares a los reportados por
Ikeda®®, donde encontré que a una concentracion de 30 pum a 24 hrs de exposicion,
aumento la muerte de células de modelos murinos Winstar. Para el Glifosato, los
resultados de la toxicidad obtenidos no son similares a otros autores como Kilic'®, con
los herbicidas Pendimetalina® y Trifluralina (Dinitroanilina), que mostraron efectos
citotOxicos a una concentracion de 66 uM y 128 uM a las 18 horas de exposiciOn en
lineas celulares V79 (ATCC), iniciado en concentraciones de 2,5 hasta 500 uM); y
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Barbasz?® (2020) quien determing la citotoxicidad de este PC en células de humano (U-
937 y HL-60), expuestas a 24 horas a concentracion de 3,600 pg/mL; encontrando una
viabilidad del 20% de células.

En todas los PC evaluados se encontr6 una tendencia general de dosis-repuesta, que
coincide con la investigacione de Srivastava? (2012) que determind los efectos
citotoxicos del fungicida Mancozeb® en linfocitos humanos, donde se evaluaron
diferentes concentraciones 0.2—-10 pg/ml, a 6, 12 y 24 hrs, de exposicion; se encontrd
que los resultados revelaron una inhibicién dependiente de la dosis sobre el crecimiento
y proliferacion celular;

Genotoxicidad

No se encontraron informes de genotoxicidad de los fungicida Captan y Cloratalonil en
linfocitos humanos, solo se encontraron reportes de diferentes fungicidas, como los
reportados por Ferri??, que coinciden con esta investigacion, donde evalud la
genotoxicidad en leucocitos humanos a través de la exposicion directa en agricultores de
los fungicidas Mancozeb®, Fosetil®, Oxicloruro de cobre® y Pencozanol®, obteniendo
similitudes en la desviacion estandar (SD) de los pardmetros TL (6.04) y TM (2.52), a
concentraciones de 2.5 uM a 30 uM y 100 pM.

Pero difieren de los reportados por Valencia?® determino el dafio al ADN de muestras
periféricas de sangre en agricultores expuestos a pesticidas como el Mancozeb® y
Paraquat®, encontrando diferencias en el TL, Tl y el TM del grupo expuesto (78,80 +
3,77%, 22,40 = 1,48%, 6,34 = 0,76% y 16,29 + 1,49%) y el grupo control (55,62 +
2,72%, 9,21 + 0,80%, 1.89 + 0.24% y 5.69 + 0.64%), los pardmetros de TL y TM
determinan la magnitud del material genético que es desprendido del nucleo.

En la investigacion realizada por Saquib?, en donde se evalu6 la actividad genotoxica
del fungicida Tiofanato Metilico a concentraciones de (0.25, 0.5, 0.75 y 1 mM) en
linfocitos humanos a 3horas de exposicion, Los resultados para la genotoxicidad en la
concentracion més alta fue de 40.30 + 2.64 en el TM, para el TL arrojo un 201.22 +
1.09 um de fragmentos y Dafio del ADN fue de 44.39 + 2.03%. Estos resultados,
contrastados con lo hallado en esta investigacion tienen 8.19+7.29 del momento de la
cola para el Captan ultra (CP) y 4.67+4.65 para el Cloratalonil (CL), en el TL
38.04+14.63 pum y 31.74+10.21um respectivamente, para el dafio (%) se obtuvieron
valores 39.17+24.08% para el CPy 27.31+19.33% para CL.

En un estudio, realizado por Nagy® en lineas celulares de muestra de linea blanca de
sangre periférica de humano, donde se evaluo el fungicida Penycuron a concentraciones
de (5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml), a una hora de exposicion
,donde Pencycuron indujo un aumento de dafio dependiente de la dosis del quimico
evaluado sobre el dafio del ADN en las células. Se encontré una correlacion positiva
entre el dafio en el ADN vy la concentracion (TI: r = 0,968, p = 0,000; TL de: r = 0,965,
p = 0,000), se observo un aumento significativo del ADN de la cola y los valores de
longitud de la cola como resultado de exposiciones de pencycuron de 50 y 100 pg/ml.
Respecto al herbicida a base de glifosato los resultados obtenidos son similares a los
reportados por Mladinic?® (2009) quien evalud linfocitos de muestras simples de sangre
expuestas a concentraciones crecientes del herbicida, mediante ensayo cometa, encontrd
dafios genotdxicos (24 hrs), que aumentaron la necrosis y la apoptosis a concentraciones
de 0.50 uM, conun TL de 0.5+ 0.18 % y Tl de 0.41 + 0.32 pum.
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Por su parte Mafias?’, evalu6 la genotoxicidad del glisofato, mediante ensayo cometa, en
linfocitos de sangre periférica de humanos, encontré un TM de (5,42 = 1,83%). en un
rango de concentraciones de 3,00 a 7,50 UM respectivamente en un tiempo de
exposicion a 48 horas de exposicion, los valores hallados en la exposicion del herbicida
en esta investigacion superan los encontrados por Mafias, sin embargo, la concentracién
maés alta, utilizada fue de 100 uM obteniendo un TM de 7.27+6.98%, esto puede
deberse a la menor concentracion utilizada por el autor.

Otro tipo de herbicidas examinados por Zeljezic®®, quien evalu6 Atrazina® vy
Gesaprim® (s-triazina) a concentraciones de 0,047 pg/ml, 0,47 pg/ml y 4,7 ug/ml, en
linfocitos humanos a 0,5, 1, 3, 5y 8 h de tratamiento los valores de TL y TI durante las
8 h de tratamiento expresaron (14,3+14,9 um y 0,2+0,6 %de ADN, respectivamente).
Después de 8 h de tratamiento con Gesaprim®, el valor medio del TL de las células
aumento en un 85,7%, 63,6% Yy 29,2% para las concentraciones de 4,7 g/ml, 0,47 g/mly
0,047 g/ml, respectivamente. Los valores medios del Tl aumentaron 14,5, 9,75 y 3,2
puntos porcentuales, respectivamente. Tambiine utilizaron menores concentraciones.

La mezcla de PC sugiere una asociacion con el aumento de los efectos toxicos y
genotoxicos en linfocitos humanos, el dafio del ADN es un primer paso hacia la
carcinogenesis y otras alteraciones en la salud humana.

IX conclusion

Los fungicidas Captan® Ultra, Clroratalonil y Faena fuerte® presentan citotoxicidad en
linfocitos a 24 horas de exposicion. Los tres PC causan dafio al ADN de los linfocitos a
24 horas de exposicion. La mezcla de pesticidas Captan® Ultra mas Faena fuerte® y
Clroratalonil mas Faena fuerte® presentan diferencias respecto a la toxicidad y
genotoxicidad de los PC de manera individual.


https://es.wikipedia.org/wiki/Triazina
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