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RESUMEN

Los piretroides son insecticidas sintéticos de amplio uso en los programas de salud
publica y en la agricultura. En paises de tercer mundo una mezcla de piretroides
como la permetrina y aletrina se aplican en forma de rociamiento espacial para
controlar la sobrepoblacién de vectores transmisores de enfermedades. La
permetrina ha mostrado inducir efectos genotoxicos in vivo e in vitro en diferentes
sistemas y modelos experimentales. Los efectos genotoxicos de la aletrina han sido
poco estudiados. En este trabajo se evalud el efecto genotoxico producido por la
exposicion in vitro a la mezcla de permetrina/aletrina, a través del ensayo de
microndcleos (MN) determinando la frecuencia de MN, indice de division nuclear
(IDN), puentes nucleoplasmicos (NPBs), gemaciones nucleares (NBUDs), células
apoptoéticas y necréticas. Se realizaron cultivos de linfocitos de sangre periférica de 5
donadores clinicamente saludables, que fueron expuestos a una mezcla de
diferentes concentraciones de permetrina (1, 5y 10 ug/mL) y aletrina (0.01, 0.07 y
0.14 pg/mL) en dos periodos de tiempo, 24 y 36 h. La mezcla de permetrina/aletrina
incrementd la formacion de MN en todas las concentraciones probadas a las 24 h
(R?=0.59, P<0.001) y 36 h (R?*=0.72, P<0.01). El IDN disminuyé significativamente a
partir de la concentracion de 5/0.07 pg/mL de la mezcla permetrina/aletrina a las 24 h
(R?=0.93, P<0.001) y 36 h (R®=0.94, P<0.001) con efecto dosis-tiempo dependiente.
La exposicion a la mezcla increment6 el nimero de células apoptoéticas a las 24 h
(R?=0.76, P<0.001) y 36 h (R?=0.84, P<0.001). Las células necréticas no se
observaron alteradas con respecto al control, excepto a la concentracién mas alta
(10/0.14 pg/mL) de la mezcla permetrina/aletrina a las 36 h (P<0.05); para el caso de
los NPBs solo se observd una correlacion marginalmente significativa a la
concentracion mas alta en ambos de exposicion. La exposicion a la mezcla
permetrina/aletrina no correlacioné con la formacion de NBUDs. Se observé una
correlacion positiva significante entre el numero de MN presentes por célula
binucleada (uno y dos) al aumentar el grado de exposicion de la mezcla de
permetrina/aletrina a las 24 (R*= 0.92, P<0.01) y 36 h (R*= 0.97, P<0.05). Se observé
una correlacién positiva significante (P<0.001) entre la frecuencia de MN y apoptosis
(r=0.702), con NPBs (r=0.626), y con células necroticas (r=0.519), asi como una
correlacion inversa con el IDN (r=-0.643). En este estudio se mostro que la mezcla de
permetrina/aletrina ocasion6 dafio genotdxico in vitro dependiente de la
concentracion y tiempo de exposicion en linfocitos humanos de sangre periférica, lo
gue sugiere la necesidad de mas estudios para evaluar el potencial genotoxico de
ésta mezcla en modelos animales.

Palabras claves: piretroides, genotoxicidad, permetrina, aletrina y mezclas.



ABSTRACT

Pyrethroids are synthetic insecticides widely used in public health programs and in
agriculture. In developing countries a mixture of the pyrethroids permethrin and
allethrin is used as space spray to control the overpopulation of disease vectors.
Permethrin has been shown to induce genotoxic effects in vivo and in vitro in different
systems and experimental models, whereas the genotoxic effect of allethrin has been
poorly studied. This study evaluated the genotoxic effect in vitro exposure of human
lymphocytes to the permethrin/allethrin mixture. We cultured lymphocytes obtained
from peripheral blood from 5 clinically healthy donors. Cultured lymphocytes were
exposed to a mixture of different concentrations of permethrin (1, 5, and 10 pug/mL)
and allethrin (0.01, 0.07, and 0.14 nug/mL) for 24 and 36 h. Using the micronucleus
test (MN) we determined the frequency of MN, Nuclear Division Index (NDI),
nucleoplasm bridges (NPBs), nuclear budding (NBUDSs), apoptotic and necrotic cells.
The mixture of permethrin/allethrin increased MN formation at all concentrations
tested at 24 h (R*> = 0.59, P <0.001) and 36 h (R* = 0.72, P <0.01). The NDI
decreased significantly in a dose and time-dependent manner, starting at
concentrations of 5/0.07pug/mL of the permethrin/allethrin mixture at 24 h (R = 0.93, P
<0.001) and 36 h (R? = 0.94, P<0.001). Exposure to the permethrin/allethrin mixture
increased the number of apoptotic cells at 24 h (R = 0.76, P <0.001) and 36 h (R? =
0.84, P <0.001). An increase in the number of necrotic cells was observed after 36 h
of exposure (P<0.05) to the highest concentration tested (10/0.14 pg/mL) of
permethrin/allethrin mixture. There was a significant increase in the number of NPBs
at the higher concentration at 24 h and 36 h. Exposure to permethrin/allethrin mixture
did not correlate with the formation of NBUDs. There was a positive correlation
between the number of MN in binucleated cells (one and two) to increase the degree
of exposure of the mixture of permethrin/allethrin to 24 (R? = 0.92, P <0.01) and 36 h
(R? = 0.97, P <0.05). There was a significant positive correlation (P <0.001) between
the frequency of MN and apoptosis (r = 0.702), with NPBs (r = 0,626), and necrotic
cells (r = 0.519) and inversely correlated with IDN (r =- 0.643). This study showed that
the mixture of permethrin/allethrin caused genotoxic damage on human peripheral
blood lymphocytes in vitro in a dose and time-dependent manner, suggesting the
need to evaluate the genotoxic potential of this mixture in vivo, using models animal.

Key words: pyrethroids, genotoxicity, permethrin, allethrin and mixtures



INTRODUCCION

Los piretroides son insecticidas sintéticos derivados de las piretrinas y
desarrollados para incrementar la actividad plaguicida de ésta, reduciendo su
fotolabilidad (Coats, 1990) y reteniendo la alta lipofilidad (Casida, 1980). Tienen su
origen en el Pyretrum, extracto de la flor del crisantemo (Chrysanthemum
cinerariaefolium) (Sudakin, 2006). Se clasifican en dos categorias, tipo | y tipo Il
(Casida, 1980). A diferencia de los tipo | los de tipo Il poseen un grupo a-ciano que

se ha relacionado a toxicidad en mamiferos ((Soderlund et al., 2002, Sudakin, 2006).

Los piretroides son absorbidos en tracto gastrointestinal de forma incompleta
(40 al 60%), se distribuyen ripidamente en todos los tejidos, principalmente en
aquellos con alto contenido de lipidos (IARC, 2003). ElI metabolismo de los
piretroides se considera que es un proceso de destoxificacion ya que son
degradados rapidamente a metabolitos polares por enzimas oxidativas e hidroliticas
de la familia de los citocromos P450 y carboxilasas, seguidos por una rapida
hidroxilaciéon hepética y conjugacién con &cidos glucorénicos o sulfatos y eliminados
asi via urinaria (Ross et al., 2006, Scollon et al., 2008), en los primeros 12 dias (Ahn
et al., 2006). Dentro de los piretroide de tipo | estd la permetrina, un insecticida
utilizado en paises de tercer mundo para combatir las enfermedades trasmitidas por
vectores (WHO, 1990). La fuente mas comun de exposicion a este toxico es a traves
de residuos en agua de beber, alimentos, por ingestiéon e inhalacion de polvo
contaminado o por contacto dérmico (Ahn et al., 2006). Los efectos tdxicos agudos
que ocasiona son debidos a la hiperexcitacion que causa a nivel de sistema nervioso
central por la apertura prolongada de la subunidad o en los canales de sodio
(Motomura H, 2000, Abu-Qare and Abou-Donia, 2003, Kolaczinski and Curtis, 2004).

La exposicion ocupacional a plaguicidas se ha asociado con dafio al ADN,
inestabilidad genética y enfermedades neoplasicas (Paz-y-Mino et al., 2002,
Bolognesi, 2003, Costa et al., 2006), en ausencia de los procesos de reparacion
(Pacheco Ade and Hackel, 2002). El contacto continuo con los plaguicidas

incrementa de forma significativa la incidencia de cancer de prostata (Alavanja et al.,
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2002), sarcoma de tejido blando, linfoma de Hodgkin, mieloma mudltiple, cancer de
vejiga, pancreas (Ji et al., 2001), leucemia vy linfomas no-Hodgkin (Meinert et al.,
2000). Diversos estudios en poblacion expuesta a mezclas de plaguicidas entre los
gue destacan los piretroides han mostrado efecto genotoxico positivo entre la
exposicion y la presencia de aberraciones cromosomales, intercambio de cromatidas

hermanas y microndcleos (Bolognesi, 2003).

La genotoxicidad in vitro de la permetrina se ha evidenciado en cultivo de
linfocitos humanos donde el téxico incrementd el intercambio de cromatidas
hermanas y la frecuencia de micronucleos en ausencia de activacion metabdlica
(Herrera et al.,, 1992). Asi mismo en células de ovario de hamster y linfocitos
humanos la permetrina indujo aberraciones cromosémicas dependiente del tiempo y
la concentracion (Barrueco et al., 1994), y dafio al ADN en células de la mucosa
nasal (Tisch et al., 2002). Estos resultados sugieren que puede ocasionar efectos
genotoxicos. En experimentos in vivo la exposicion de ratas a una sola dosis de
DEET (N,N-dietil-m-toluamida) y permetrina incrementé las concentraciones urinarias
de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, un marcador de dafio al DNA (Abu-Qare and Abou-
Donia, 2003), y un dafio importante al ADN en ratas tratadas por 60 dias (Gabbianelli
et al., 2004). La Agencia de Proteccion al Ambiente ha clasificado a la permetrina
como posible carcinégeno debido a la limitada evidencia que existe en animales
(EPA, 1997). Por lo que es importante seguir evaluando su potencial genotéxico para

tener mayor evidencia.

La aletrina, es otro insecticida piretroide de tipo I, el cual es una mezcla de
ocho esteroisomeros y comercialmente disponible como repelente para mosquitos
(Srivastava et al., 2006). La exposicion a este piretroide se da principalmente a
través de la via Inhalatoria y/o captacion simultanea via oral de sus aerosoles (Leng
et al.,, 1999). La OMS clasifica a la aletrina como toxico clase Il (WHO, 2005). El
efecto genotoxico de la aletrina ha sido menos estudiado en comparaciéon con la
permetrina. La exposicion in vitro de linfocitos a aletrina mostré la inducciéon de

apoptosis y cambios en la expresion de 346 genes relacionados con el proceso



apoptotico (caspasa 1, 2, 3y 6) y la transformacion celular maligna (NF2k-3, NOCH,

C-Jun, TGF-B y A-Raf) (Liu et al., 2006).

Los piretroides son altamente efectivos y carecen de persistencia en el
ambiente por ello se emplean en programas de salud publica y en la agricultura
(Sudakin, 2006). Principalmente en paises de tercer mundo (Bhalli et al., 2006). El
Esquema para la Evaluacion de Plaguicidas de la Organizacion Mundial de la Salud
(WHOPES) en el periodo 2003-2005, reporté mundialmente que las cantidades de
permetrina esparcidas fueron de 273,052 kg (Zaim, 2007). Por otra parte no existe

registro de las cantidades de aletrina utilizadas.

En Guerrero una mezcla de permetrina 25/75 cis/trans (10.35%) y aletrina
(0.14%) es utilizada a gran escala para contrarrestar la sobrepoblacion de vectores
transmisores de enfermedades. El plaguicida es aplicado en forma de rociamiento
espacial en el ambiente intra y extra domiciliario, de esta forma el insecticida ejerce

su actividad sobre los mosquitos adultos presentes (SSA, 2006).

El ensayo de micronucleos en linfocitos de sangre periférica es una técnica Util
para evaluar dafio en el ADN (Fenech, 2003), a través del incremento en la
frecuencia de microndcleos (MN), asi como otras anormalidades celulares que se
encuentran en vias de validacion como biomarcadores de dafio genotoxico, como los
puentes nucleopldsmicos (NPBs) indicadores de cromosomas dicéntricos que
resultan de fusion de los extremos de los telomeros o errores en la reparacion del
ADN, gemaciones nucleares (NBUDs) un biomarcador que detecta amplificacién
genética , el status de viabilidad celular (apoptosis y necrosis) y el indice de division
nuclear (IDN) (Fenech, 2006). El incremento en la frecuencia de MN en linfocitos de
sangre periférica implica riesgo de cancer en humanos (Bonassi et al., 2007). Por lo
gue este ensayo es ideal para medir inestabilidad genética (Fenech, 2006), asociado

a la exposicion de plaguicidas como los piretroides (Bolognesi, 2003).

La exposicion ambiental y ocupacional a plaguicidas cominmente se da en
forma de mezcla, por lo que evaluar la genotoxicidad de un solo plaguicida podria no

ser extrapolado a humanos debido a interacciones sinérgicas o antagonicas entre los
3



componentes activos que incrementan o disminuyen el efecto (Bolognesi, 2003). El
efecto genotdxico que la permetrina produce se ha observado en diversos sistemas;
sin embargo el efecto que genera en combinacién con la aletrina se desconoce,
presentacion comercial que es empleada en los programas de control de vectores,
por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto genotédxico producido por la
exposicion in vitro a la mezcla de permetrina/aletrina en cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica en relacibn a la concentracion y el tiempo de
exposicion, medido a través del ensayo de microndcleos. Los resultados de esta
investigaciébn permitieron conocer la genotoxicidad de éste plaguicida lo que
impactara en las directrices ambientales del sector salud para garantizar un ambiente

mas saludable a la poblacion.



MATERIALES Y METODOS.

Se realiz6 un estudio experimental en cultivos de linfocitos humanos de sangre
periférica de cinco donadores voluntarios. Los cultivos fueron expuestos a tres
concentraciones de la mezcla de permetrina/aletrina (0, 1/0.01, 5/0.07 y 10/0.14

ug/mL) a dos tiempos de exposicion (24 y 36 h).

Los controles negativos no estuvieron expuestos a ningun tratamiento vy los
controles positivos fueron tratados con arsenito de sodio 1 x 10° M (Sigma, CAS
1327-53-3). Los experimentos fueron realizados por duplicado para cada condicién y
en dos momentos independientes para cada individuo. En cada cultivo se evaluo la

frecuencia de MN, IDN, NPBs, NBUDs, células necréticas y apoptoticas.

Plaguicida

El plaguicida Aqua Reslin® Super Bayer FFAST es una mezcla de permetrina
25/75 cis/trans 10.35% y aletrina 0.14% y se preparo utilizando solucién salina estéril
como diluyente. Las concentraciones utilizadas para los ensayos fueron 0.1/0.01,
5/0.07 y 10/0.14 ng/mL de permetrina/aletrina, respectivamente. Esta formulacion es

utilizada para controlar la sobrepoblacion de vectores en México.

Obtencién de las muestras sanguineas

Las muestras de sangre periférica para el cultivo de linfocitos fueron obtenidas
de donadores voluntarios (n=5) que aceptaron participar mediante la firma de un
consentimiento informado, clinicamente saludables, hombres de edades entre 21-26
afios, sin antecedentes de exposicibn ocupacional a plaguicidas, alcoholismo,
suplementacién con antioxidantes (vitaminas), enfermedades genéticas, tabaquismo
y uso de drogas. Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica por venipuntura en tubos
Vacutainer con heparina de sodio 50 U/mol (Franklin Lakes, NJ USA) por cada

individuo.



Cultivo de linfocitos y ensayo de micronucleos.

Se sembraron 0.5 mL de sangre completa en 6.3 mL de medio RPMI-1640
(Gibco-BRL, Grand Island, NY) suplementado con 1 % de aminoacidos no esenciales
(Flow Laboratories, Scotland), y 1 % de L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
en tubos coénicos estériles de 15mL (Franklin Lakes, NJ USA). Las células se
estimularon con 0.2 mL de fitohemaglutinina forma M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Los cultivos se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5 % de CO.. A las 48 horas de
cultivo se agregdé la citocalasina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a una
concentracion final de 6ug/mL para detener la citocinesis, después de 24 horas de
agregada la citocalasina B los cultivos se prefijaron con 1 mL de solucién fijadora
(metanol/acido acético 3:1) fria (J.T. Baker, México) y se centrifugaron a 126 g por
10 minutos, posteriormente se hicieron de 3 a 4 lavados con la solucion fijadora y las
células obtenidas se extendieron en una laminilla (Fenech, 1993). Para la exposicion
a las 24 h el tratamiento con la mezcla permetrina/aletrina se agregé a las 48h de
incubacion, y para el tratamiento de las 36 h el toxico se agregd cuando el cultivo
tenia 36h de incubacion. De cada condicion y ensayo se prepard 1 laminilla. Las
preparaciones se tifieron con el colorante Wright (Merck, Germany). La lectura de la
frecuencia de MN, IDN, células apoptéticas, células necroticas, NBUDs y NPBs se

realizaron con un microscopio de campo claro OLYMPUS con el objetivo 100X.

La frecuencia de MN, NBUDs y NPBs se determind en 1000 células
binucleadas (CB) siguiendo los criterios de lectura segun Fenech et al., (2003), las
células apoptoticas, células necréticas se contabilizaron durante el recorrido de
lectura de las 1000 CB. La cinética de proliferacion o IDN se analiz6 en las primeras
200 células determinando la frecuencia de células mononucleadas (mono),

binucleadas (bi) y polinucleadas (poli), a través de la siguiente férmula:

indice de Division Nuclear (IDN)= [# Mono+ 2(# Bi )+ 3(# Poli)]/200

Viabilidad Celular
La viabilidad celular se evalu6 por el método de tincion simultanea con

diacetato de fluoresceina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y bromuro de etidio (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO) (FDA-EtBr). Esta técnica permitié determinar el estado
metabdlico de los lisosomas y la integridad de la membrana nuclear. La molécula de
FDA (no fluorescente) atraviesa la membrana celular y es hidrolizada por esterasas
celulares, esta hidrdlisis produce la liberacion de la fluoresceina, la cual emite un
color verde, tifiendo de este color a las células vivas. Por otro lado, el bromuro de
etidio es un compuesto que entra por difusion en las células que no tienen integra la
membrana y se une a las moléculas de ARN y ADN emitiendo una fluorescencia roja.
El porcentaje de viabilidad se calcul6 contando la proporcién de células vivas
(verdes) y células muertas (rojas) en un total 200 células (Aeschbacher et al., 1986)
utilizando el objetivo de 10X de un microscopio de fluorescencia modelo HBOS50

Zeiss.
% de viabilidad = [# de células vivas / # Total de células contadas (200)] 100%

Se consider6 como una concentracién no citotoxica cuando se obtuvieron
cuentas de células viables mayor al 80% (Crespo-Lopez et al., 2007). La viabilidad

fue evaluada en cada experimento.

Analisis estadistico

Las frecuencias de MN, IDN, células apoptoticas, necroticas, NBUDs y NPBs
se expresaron como la media de los experimentos por duplicado. La relacion dosis-
respuesta se evalué utilizando un modelo de regresion lineal simple representado
graficamente. Para la correlacién entre biomarcadores se utilizé el coeficiente de
correlacién Pearson reportando valores de r. La captura de informacion de las
distintas variables y el analisis estadistico se realizé con el paquete estadistico
STATA version 9.2, considerando un nivel de confianza del 95%, y un valor de

significancia de p<0.05.



RESULTADOS

Tres diferentes concentraciones de la mezcla permetrina/aletrina (1/0.01,
5/0.07 y 10/0.14 pg/mL) y 6 diferentes parametros (IDN, MN, NPBs, NBUDs, células
apoptoticas y necroticas fueron evaluados en dos periodos de tiempo (24 y 36 h)
para determinar el efecto genotoxico y citostatico de la mezcla en linfocitos humanos

de sangre periférica, figura 1.

Figura 1. Parametros evaluados con el ensayo de micronucleos. Linfocitos humanos
periféricos con micronucleo (A-D), apoptoéticos (E-H), necréticos (I-K), con NPBs (L-O) y
con NBUDs (P-S) tratados con la mezcla de permetrina-aletrina por 24 h y 36 h. Células
tefiidas por la técnica de Whright y observada a un aumento de 100X.



Para garantizar que la mezcla de permetrina/aletrina no causara dafio
citotéxico agudo e interfiriera en la lectura de los pardmetros a evaluar, se determiné
la viabilidad celular en los cultivos mediante tincion simultanea con FDA/EtBr a las
concentraciones de 50/0.69, 100/1.37 y 200/2.79 pg/mL de la mezcla de

permetrina/aletrina, respectivamente.

En el cuadro 1, se muestran los resultados de los ensayos de viabilidad celular
realizados en los cultivos de linfocitos tratados con la mezcla permetrina/aletrina a
diferentes concentraciones a las 24 h. EI compuesto mostro ser citotdxico (viabilidad
<80 %) a concentraciones de 200/2.79, 100/1.37 y 50/0.69 ug/mL de la mezcla de
permetrina/aletrina, respectivamente, en el tiempo de exposicion de 24 h; por lo que
se realiz6 una curva dosis respuesta con concentraciones mas bajas de la mezcla
permetrina/aletrina (35/0.48, 25/0.46, 15/0.21, 10/0.14, 5/0.07 y 1/0.01ug/mL). Las
concentraciones elegidas fueron 10/0.14, 5/0.07 y 1/0.0lug/mL de la mezcla
permetrina/aletrina, que fueron tomadas como alta, media y baja exposicion para la
realizacion de las evaluaciones genotdxicas en los 5 individuos. Con respecto al
tiempo de exposicion, a las 48 h el estado morfolégico de las celulas no fue el
adecuado para realizar las lecturas, ya que se observaba un alto grado de dafio
celular con abundantes nucleos desnudos, células con escaso citoplasma y con un
tamafio muy reducido en comparacién con las células de los cultivos no tratados por
lo que se disminuyd el tiempo de exposicion y se eligio el tiempo de exposicién de
36 h.

Para evaluar los parametros de dafio genotoxico (IDN, MN, NPBs, NBUDs,
células apoptoticas y necréticas), los ensayos se realizaron por duplicado para cada
condicion de estudio y en dos momentos independientes por individuo (n=5). La
citotoxicidad fue evaluada en cada ensayo realizado, y para cada condicion.



Cuadro 1.Viabilidad celular de linfocitos de sangre periférica tratados con la mezcla
permetrina-aletrina a diferentes tiempos de exposicion.

% de viabilidad celular (n)

Condicion de estudio ah 6 h 8 h
Control negativo 985 (2)
Control positivo As 1x10°M 92.75 (2) 91 (2)
Exposicion a la mezcla
perm[gtrina []aletrina
200 pg/mL 2.79 pg/mL 16.1 (2)
100 pg/mL | 1.37 pg/mL | 59.5 (2)
50 pg/mL 0.69 pg/mL 61.5 (2)
35 pg/mL 0.48 pg/mL 39.1 (2)
25 pg/mL 0.46 pg/mL 43.3 (2)
15 pg/mL 0.21 pug/mL | 77.9 (2) 815 (2) 69 (1)
10 pg/mL 0.14 pg/mL | 86.75 (2) 83.25 (2) 76 (2)
5 pg/mL 0.07 pg/mL 92 (2) 88.25 (2) 87 (2)
1 pg/mL 0.01 pg/mL | 88.25 (2) 89.5 (2) 90.5 (2)

Los controles negativos no tuvieron ningun tratamiento, los controles positivos fueron tratados con 1x
10® M de arsenito de sodio. [ T = concentracién ; n=nGmero de experimentos realizados. Los

resultados mostraron citotoxicidad a concentraciones mayores de 15/0.21 pg/mL de la mezcla
permetrina/aletrina, por lo que los tiempos de 36 y 48 horas solo se probaron a concentraciones mas
bajas.

La figura 2 muestra el analisis de correlacion y la linea de tendencia entre los
pardmetros celulares evaluados a las diferentes concentraciones y tiempos de
exposicién, observando que para algunos parametros tuvieron un comportamiento

dependiendo de la dosis y tiempo de exposicion como se explica a continuacion.

Con respecto a la frecuencia de MN los resultados mostraron que el
tratamiento con la mezcla de permetrina/aletrina a las 24 h solo indujo la formacién
de microndcleos, con los tratamientos de 5/0.07 pg/mL (P<0.05), y 10/0.14 pg/mL
(P<0.001) observando un incremento promedio significativo con respecto al control

de 6.15y 10.35 MN, respectivamente.
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Figura 2. Efecto de la exposicion a la mezcla permetrina/aletrina en linfocitos humanos
periféricos sobre los parametros de MN (A), IDN (B), apoptosis (C), necrosis (D), NBUDs (E) y
NPBs (F) alas 24 y 36 h de exposicién. «, valor promedio; #, diferencia promedio con respecto al
control; MN, microndcleos; IDN, indice de division nuclear; NBUDs, gemaciones nucleares; NPBs,
puentes nucleoplasmicos, CB, células binucleadas.
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A las 36 h de tratamiento de igual manera solo se observd un incremento
significativo de MN con respecto al control en los cultivos tratados con 5/0.07 pg/mL y
10/0.14 pg/mL de la mezcla; este incremento fue dependiente de la dosis y tiempo de
exposicion a las 24 h (R?=0.59, P<0.001) y 36 h (R?=0.72, P<0.01) (Figura 2A).

El IDN se comporté de manera inversamente proporcional a la concentracion,
es decir, a mayor concentracion de la mezcla de permetrina/aletrina se observo una
disminucién significativa de forma gradual al IDN en las concentraciones media y alta
(5/0.07 y 10/0.14 pg/mL) con respecto al control y en ambos tiempos de tratamiento
24 y 36 h, pero que se acentud a las 36 h, en donde disminuy6 hasta en un promedio
de 0.89 unidades del IDN a la concentracion de 10/0.14 pg/mL de la mezcla; la
concentracion de 1 ug/mL en el tiempo de 24 h no produjo cambios significativos con
respecto al control en la proliferacion celular. La disminucién del IDN en los periodos
de tratamiento se comporté de forma dosis-dependiente (a las 24 h, R?*=0.93,
P<0.001 y 36 h, R?=0.94, P<0.001). Los controles tanto positivos como negativos
siempre presentaron un IDN por arriba de los aceptados como de referencia (1.7), lo

cual es indicativo de una buena proliferacion celular in vitro (Figura 2B).

En lo que respecta a la relacién entre la exposicién al toxico de prueba y las
células apoptoticas se encontré que la mezcla de permetrina/aletrina su relacién fue
proporcional a la concentracion y tiempo de exposicion (a las 24 h, R*=0.76, P<0.001
y 36 h, R?=0.84, P<0.001) aunque solo se observé un incremento significativo de
células apoptoticas en los cultivos tratados con 10/0.14 pg/mL de permetrina/aletrina

en ambos tiempos de exposicion (Figura 2C).

La exposicion a la mezcla de permetrina/aletrina no indujo un incremento
significativo en las células necréticas (P>0.05 (0.1092), P>0.05 (0.10); sin embargo,
se observdé un incremento significativo con respecto al control en los cultivos

expuestos a la concentracion mas alta de la mezcla y a las 36 h (Figura 2D).

En lo que respecta a la frecuencia de los NBUDs o gemaciones nucleares no
se observé ninguna tendencia significativa ni con la concentracion ni con el tiempo de
exposicion (24 h, R?=0.1432 P=0.4868; 36 h, R°=0.32 P=0.0939) (Figura 2E).
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Los NPBs no se vieron alterados significativamente con el tratamiento de la
mezcla de prueba en la mayoria de las concentraciones y tiempos de exposicion,
excepto en los cultivos tratados con la concentracion mas alta de la mezcla en
ambos tiempos (Figura 2F).

La Figura 3 muestra la distribucion de las células binucleadas en base al
namero de MN (1, 2, 3 y >3) correlacionadas a la concentracion de la mezcla de
permetrina/aletrina observandose un resultado positivo con significacia estadistica
tanto para el caso de celulas binucleadas con un solo micronicleo (R?=0.9216,
P<0.01), como para células binucleadas con dos microntcleos, (R?>=0.8693, P< 0.05)
en el tiempo de 24 h de exposicion, esto es que la exposicién de linfocitos de sangre
periférica a la mezcla produjo celulas micronucleadas con uno y dos micronuleos al
aumentarse la concentracion de la mezcla de permetrina/aletrina (Figura 3A),
comportamiento que tambien se observo a 36 h (R?=0.9785, R?=0.8912) (Figura 3B).
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2 _
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2 i
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Figura 3. Las gréficas muestran las lineas de tendencia y los coeficientes de correlacién (R%) de
la distribucion de las células binucleadas con MN (CBMN) en respuesta al tratamiento con la
mezcla de permetrina/aletrina a las 24 h (A) y 36 h (B) de exposicién en linfocitos humanos
periféricos. *P<0.05, *P<0.01,

En el cuadro 2 se muestra la relacién entre la frecuencia de microndcleos y los
demas biomarcadores evaluados, observandose una asociacion significativa entre la

frecuencia de micronucleos y células necréticas (r=0.519), los NPBs (r=0.626), las
13



células apoptoticas (r=0.702), y una correlacion negativa entre MN e IDN (r=-0.643),

en el caso de los NBUDs se observé una correlacion baja (r=0.096), sin significancia

estadistica.

Cuadro 2. Correlacion entre la frecuencia de MN y los demas parametros evaluados en el
ensayo de micronucleos en linfocitos de sangre periférica tratados con la mezcla de

permetrina/aletrina a las 24 y 36 h.

Biomarcador

Micronucleos

r P
Células apoptoticas 0.702 <0.001
NPBs 0.626 <0.001
Células necroticas 0.519 <0.001
NBUDs 0.096 0.329
IDN -0.643 <0.001

NPBs, puentes intranucleoplasmicos; NBUDs, gemaciones nucleares; IDN, indice de division

nuclear.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los piretroides permetrina/aletrina se encuentran combinados en un plaguicida
utilizado anualmente a gran escala en los programas de salud publica, para el control
de la sobrepoblacion de vectores, en Meéxico. Sus componentes activos son
rapidamente degradados en el ambiente natural por lo que se consideran seguros
(Sudakin, 2006). Sin embargo, existe evidencia del potencial genotdxico in vitro de la
permetrina en linfocitos humanos (Herrera et al., 1992, Barrueco et al., 1994, Tisch et
al., 2002, Undeger and Basaran, 2005, Gabbianelli et al., 2009a) asi como in vivo
(Gabbianelli et al., 2004), no asi de la aletrina a la que se le atribuye la induccién de
apoptosis y cambios en la expresion de 346 genes relacionados con este proceso
(Liu et al., 2006). En nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que muestra
evidencia de la genotoxicidad y citotoxicidad en linfocitos humanos periféricos de la
formulacion comercial de la mezcla de estos dos piretroides a los que esta expuesta
la poblacion.

En este trabajo se observo que la mezcla de permetrina/aletrina resultd ser
mas citotoxica que lo referido en la bibliografia en el mismo modelo de estudio, pero
con exposiciones separadas, para permetrina a 200 ug/mL (Herrera et al., 1992) y
aletrina a 5 pg/mL (Liu et al., 2006). La concentracion de la permetrina que se utilizo
en este estudio fue hasta de 10 pug/mL y de aletrina hasta de 0.14 ug/mL,
disminuyendo 20 veces la concentracion de permetrina y 35 veces la concentracion
de aletrina en comparacion con los estudios anteriores para evitar un dafio agudo y
viabilidad > 80% que permitiera la lectura de MN, IDN, NPBs, NBUDs, células
apoptoticas y necréticas. Esta citotoxicidad incrementada podria ser debido a que
ciertos plaguicidas como los piretroides son capaces de interactuar quimicamente
cuando son combinados en mezclas, principalmente debido al metabolismo de uno
de los quimicos que puede afectar el metabolismo del otro, generando un efecto
adictivo o sinérgico e incluso antagonico en las mezclas (Belden and Lydy, 2000).

Los resultados del presente estudio revelaron que la mezcla de los piretroides
incrementd la frecuencia de MN de forma significativa a concentracion de 5/0.07 y
10/0.14pg/mL de permetrina/aletrina en ambos tiempos de exposicion (24 y 36 h),

observandose un comportamiento dependiente de la concentracion y tiempo de
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exposicion. Ello concuerda con los resultados reportados por Herrera et al., (1992) en
donde la exposicion in vitro de linfocitos humanos a uno de los componentes activos
de la mezcla, la permetrina, incremento el intercambio de croméatidas hermanas y la
frecuencia de MN. Asi también, fue reportado un incrementd en aberraciones
cromosOmicas en células de ovario de hamster (20-100 pg/mL) (Barrueco et al.,
1994), y en células de la mucosa nasal dafio al ADN (0.5-1.0 mM), medido por
ensayo cometa (Tisch et al., 2002), de forma dosis dependiente; por otro lado, solo
existe un estudio de genotoxicidad de la aletrina, el cual no reporté ningun efecto en
ensayos de actividad genotdxica de promutagenos en Drosophila melanogaster
(Osaba et al., 1999).

La geneneracion de dafo al ADN, reflejado en la formacién de MN en nuestro
estudio, puede ser debido a que al menos uno de los compuestos de la mezcla (la
permetrina) ha mostrado in vivo inducir estrés oxidativo (Abu-Qare and Abou-Donia,
2003), y dafio en las membranas plasmaticas (Gabbianelli et al., 2009b). Es bien
conocido que las especies reactivas del oxigeno (ROS) pueden causar rompimientos
de las cadenas del ADN (Zegura et al., 2004), iniciar peroxidacion lipidica en las
células, membrana nuclear y degradacién de proteinas citosdlicas (Olgun and Misra,
2006) y servir como precursores de cancer al inducir genotoxicidad (Abdollahi et al.,
2004). No se conoce si la mezcla de permetrina/aletrina o sus metabolitos de ambos
compuestos, son los responsables del potencial genotéxico. Sin embargo, se ha
reportado que los atomos de clorina de la parte acida de los piretroides como
cipermetrina pueden llegar a interactuar directamente con el ADN, y esta interaccion
puede ser la responsable del efecto genotoxico, a través de la desestabilizacion de la
estructura del ADN y desenrollamiendo de su hélice, induciendo asi el dafio
cromosomal (Saxena et al., 2005). También la formacion de MN podria estar
relacionada con los procesos de hipermetilacion de genes que estan involucrados en
los puntos de revision del uso mitotico (APC, BUB1 y HCDC4) lo que provoca la
disminucién en su expresion y un incremento en la posibilidad de malsegregacion
cromosdmica (Fenech, 2006), asi como con la activacion de proteinas de
sefalizacion importantes, como el supresor de tumor p53 (Sablina et al., 1998) y

proteinas cuya actividad afecta la funcion de los microtibulos como la GSKa3,
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exhibiendo un modo aneudogénico de accion (Mishima et al.,, 2008). No se ha
establecido el mecanismo de genotoxicidad de los piretroides, pero se sabe que
cambios en la estructura y numero de cromosomas, asi como la inestabilidad
genética son eventos primordiales en la etiologia que conduce al cancer (Saunders
et al., 2000, Gollin, 2005, larmarcovai et al., 2008b).

El efecto genotoxico que provocan los plaguicidas se ha reportado en
diferentes modelos experimentales (Moretti et al., 2002), asi como in vivo (Simoniello
et al., 2008), mostrando que las mezclas de plaguicidas provocan incremento en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas, formacion de aductos de ADN, alteracion
en vias metabdlicas y dafio en la integridad genética (Vais et al., 2001, Gabbianelli et
al., 2002, Gabbianelli et al., 2004). Otros estudios han demostrado que el dafio al
ADN es mas severo con el producto comercial en comparacién con la marca técnica
(Costa et al.,, 2009), puesto que se adicionan coadyuvantes como el butéxido de
piperinilo, un inhibidor de la oxidacién microsomal, potencial generador de especies
reactivas del oxigeno y que se ha visto involucrado en los mecanismos de
hepatocarcinogésis en modelos murinos (Muguruma et al., 2007). De hecho, los
ingredientes inertes de marcas comerciales (otros ingredientes, adyuvantes o
coformulantes) pueden tener actividad biolégica propia, ya que son quimicamente
activos llevando a incrementar el nivel de exposicién y toxicidad en humanos a
diferentes niveles, por lo que la evaluacién de un solo componente podria no ser lo
adecuado para evaluar el riesgo en salud (Cox and Surgan, 2006).

La mezcla de permetrina/aletrina disminuyé el IDN de forma dependiente de la
concentracion y el tiempo de exposicion. La disminucién en el IDN ilustra el efecto
citostatico, este comportamiento concuerda con los reportados por (Hadnagy et al.,
1999) en cultivo de células V79 expuestas a permetrina (3.1-12.5 pug/mL) donde el
indice mitético disminuyé debido al incremento de metafases anormales, lo que
puede provocar la detencion del ciclo celular, debido probablemente a la reparacion
del ADN en la fase M1 (Sognier and Hittelman, 1986). En este sentido, se ha visto
gue algunos téxicos causan inhibicion de la sintesis del ADN en la fase S (Sudhakar
et al., 2001), o detencion en G2, imposibilitando que la célula entre a mitosis (El-

Ghamery et al.,, 2000). Interesantemente nuestros resultados también estan en
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concordancia con lo observado con piretroides tipo Il, como la ciflutrina (lla et al.,
2008), la cipermetrina (Singh et al., 2008) y con una formulacién comercial de a-
cipermetrina (Kocaman and Topaktas, 2009), los cuales poseen en su estructura el
grupo a-ciano, que esta asociado con una mayor toxicidad (Sudakin, 2006). La
disminucion del IDN refleja de manera indirecta el efecto citotoxico de la mezcla que
puede estar relacionado con los grupos metilo que estan en el anillo de ciclopropano
de insecticidas tipo piretroides (Surralles et al., 1995).

En este estudio, se encontré6 un incremento en el numero de células
apoptoticas, proporcional a la concentracion y tiempo de exposicién de la mezcla de
permetrina/aletrina. Este resultado probablemente se debe a que el proceso de
apoptosis es un mecanismo importante para la eliminaciéon de linfocitos con ADN
dafiado (Dhawan et al., 2003). Se ha establecido que en la toxicidad de piretroides la
apoptosis juega un papel crucial, asi como la alteracion en la expresion de genes
como p53, Bax y Bcl-2 (Wu and Liu, 2000a, Wu and Liu, 2000b). Estos resultados
coinciden con los encontrados por Abou-Donia et al., (2003) en donde reportaron un
incremento en la apoptosis en células testiculares de ratas tratadas con una mezcla
de permetrina/N,N-dietil-m-toluamida (DEET). Resultados similares pero en timocitos
murinos expuestos a diferentes plaguicidas entre ellos la permetrina, encontraron un
incremento dosis dependiente de células apoptoticas y necrdticas, aumentando el
efecto cuando se realizaron mezclas de los compuestos probados (Olgun et al.,
2004). ElI mecanismo no esta bien esclarecido pero se sabe que el incremento en las
especies reactivas del oxigeno y la disminucién en las enzimas antioxidantes GSH-
peroxidasa y reductasa (Kale et al., 1999) juegan un papel importante en la
activacion de la apoptosis (Olgun and Misra, 2006). Un estudio realizado en cerebros
murinos, revelaron que la combinacion de permetrina/DEET incrementan de forma
significativa la liberacion del citocromo c cerebral, no asi los compuestos individuales
(Abu-Qare and Abou-Donia, 2001), siendo este otro mecanismo para la inducciéon de
apoptosis.

En este estudio la necrosis se encontré relacionada a la concentracion y
tiempo de exposicion solo en las células expuestas a la concentracion mas alta con

respecto al control, lo que probablemente puede indicar que a esta concentracion se
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generaron condiciones patoldgicas, liberacion del contenido tdxico de algunas
enzimas celulares y dafo irreversible a nivel de membrana (Kirch-Volders and
Fenech, 2001) provocado por la mezcla permetrina/aletrina. Se ha encontrado que
en la muerte celular por necrosis existe la participacion de ROS, dafio al ADN celular,
asi como disfuncion mitocondrial, disminucién de ATP y promocion de la actividad
lactato deshidrogenasa (Lu et al., 2010).

Los NBUDs representan un mecanismo por el cual las células eliminan ADN
amplificado, y por tanto son considerados como un posible marcador de amplificacion
genética (Fenech, 2002); en este estudio no se encontrd relacion entre la frecuencia
de los NBUDs y la exposicién a la concentracion y tiempo del exposicion al toxico,
aun cuando existe evidencia que plaguicidas como el diclorodidifeniltricloroetano
incrementan la frecuencia de NBUDs, mostrando dicho parametro como indicador
sensible para la deteccion de dafio primario al ADN (Gajski et al., 2007).

Los NPBs ocurren cuando los cromosomas dicéntricos migran hacia polos
opuestos de la célula durante la anafase, indicando errores en la reparacion del ADN,
rearreglo cromosomal o fusion de los extremos de los telémeros (Fenech, 2006). El
incremento de ellos se ha relacionado a la exposicién con agentes que dafian el ADN
(Fenech, 2002, Fenech and Crott, 2002). En este trabajo los puentes
nucleoplasmicos se relacionaron marginalmente con la concentracion de 10/0.14
pg/mL de la mezcla de permetrina/aletrina en ambos tiempos de exposicién lo que
nos indica probablemente que en estas condiciones la mezcla de permetrina/aletrina
fue capaz de provocar rupturas de ADN de doble cadena. La presencia de ellos se
ha observado en modelos in vivo de cancer intestinal de roedores (Rudolph et al.,
2001). El tiempo de exposicion de 24 h correlacion6 de forma marginal con la
concentracion de la mezcla, ello puede ser debido a que las células tuvieron menos
tiempo de reparar el dafio en comparacion con las que se expusieron a 36 h.

El analisis de correlacion de Pearson entre los biomarcadores evaluados
mostré una relacion entre los MN y el resto de los pardmetros medidos. Los
resultados de la relaciébn entre MN y apoptosis y MN-puentes nucleoplasmicos
concuerdan con los encontrados por Fenech, (2006). Esto puede ser en respuesta al
dafio irreparable en el ADN. La relacion entre MN y apoptosis ya se habia observado
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en otros estudios en donde se concluyd que podria ser, al menos en parte, debido a
la eliminacion especifica de células aneuploides por esta via (Decordier et al., 2002).

El IDN tiene un comportamiento inversamente proporcional a la frecuencia de
MN, ello podria ser debido a que al incrementar los MN existe un mayor grado de
dafio al ADN, lo que activa los mecanismos de reparacion y que por consiguiente se
propicia el paro de la proliferacion celular (Hadnagy et al., 1999).

Por otro lado en este estudio un donador presentd una menor frecuencia de
MN cuando sus células fueron expuestas a la mezcla en comparacion con la
respuesta encontrada en los otros donadores, llegadndose a ver el efecto sélo a la
concentracion mas alta de permetrina/aletrina a las 36 h (datos no mostrados), lo que
nos permite pensar que puede haber polimorfismos en los genes de las enzimas
metabolizadoras de xenobiéticos (EPHX, GSTT1 y GSTM1), genes reparadores del
ADN (XRCC1 y XRCC3), asi como en genes metabolizadores del folato (MTHFR)
que influyen en el incremento o disminucion del efecto (larmarcovai et al., 2008a); sin
embargo, se necesitan hacer mas estudios que nos permitan evaluar estas vias. Las
concentraciones utilizadas en este trabajo son de relevancia biolégica por lo menos
para la permetrina ya que estuvieron en el rango de 1 a 10 pg/mL, lo que esta por
abajo de la ingesta diaria permitida de 0.05 mg/kg de peso corporal (Lu, 1995).

Con estos resultados se demuestra el potencial genotdxico y citostatico que
tiene la formulacion comercial de permetrina/aletrina en linfocitos humanos de sangre
periférica, evaluado mediante el ensayo de micronucleos. El incremento en el dafio al
ADN en linfocitos periféricos u otras células indica el potencial genotéxico que
poseen plaguicidas de uso comun, y enfatiza la necesidad y la importancia de
medidas que protejan a la poblacién, asi como el establecimiento de leyes de
seguridad para minimizar la exposicion a ellos. Sin embargo, se necesitan realizar
mas estudios in vitro e in vivo, asi como en poblaciones, como personal expuesto
ocupacionalmente, donde se tome en cuenta el metalismo del toxico y fondo genético
de cada individuo, para establecer el dafio genotéxico de la mezcla de
permetrina/aletrina. Asi mismo es necesario realizar la evaluacion genotoxica de los
componentes de la mezcla por separado para identificar cual es el compuesto

responsable del efecto.
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