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Resumen

Los plaguicidas, compuestos quimicos de uso generalizado en la agricultura para el control
de plagas, han sido identificados como un peligro, ya que a largo plazo son una problematica
tanto para el medio ambiente como para la salud humana; estos pueden encontrarse en el
ambiente e incluso en alimentos. Se ha descrito que los plaguicidas provocan toxicidad,
afectando diferentes procesos celulares tales como la muerte celular y varias vias de
sefializacion. Este estudio se ha enfocado en determinar alteraciones celulares in vitro de las
lineas celulares PNT2 y PC3 expuestas a plaguicidas a través del ensayo de cierre de herida,
para lo cual se uso diferentes formulaciones comerciales de plaguicidas; las diferencias entre
los tratamientos y el control se analizaron mediante andlisis de varianza ANOVA. Se observo
diferencias significativas en el ensayo de viabilidad de la linea celular PNT2, en la cual se
observé aumento en la viabilidad a las 48 horas, y no observaron diferencias significativas en
el cierre de herida y ratio de migracion. No se encontraron diferencias significativas en los
andlisis con la linea celular PC3.

Palabras clave: plaguicidas, cierre de herida, migracién.



Abstract

Pesticides, chemical compounds widely used in agriculture for pest control, have been
identified as a hazard, as they pose long-term problems for both the environment and human
health; they can be found in the environment and even in food. It has been reported that
pesticides cause toxicity, affecting different cellular processes such as cell death and various
signaling pathways. This study focused on determining in vitro cellular alterations in PNT2 and
PC3 cell lines exposed to pesticides through a wound healing assay, using different
commercial pesticide formulations; the differences between treatments and the control were
analyzed by analysis of variance (ANOVA). Significant differences were observed in the
viability assay of the PNT2 cell line, where an increase in viability was observed at 48 hours,
and no significant differences were observed in wound closure and migration rate. No

significant differences were found in the analyses with the PC3 cell line.

Keywords: pesticides, wound closure, migration.



Introduccion
Alo largo de los afios, se ha evidenciado un gran incremento en el uso de plaguicidas a nivel
mundial, lo que ha conducido a la contaminacién ocupacional y a la exposicion de la poblacién
en general por medio de alimentos, agua y suelos tratados (Leveque et al.,, 2019). La
exposicion a estos toxicos se ha relacionado con la produccién de radicales libres y estrés
oxidativo. El estrés oxidativo estaria alterando las vias de sefalizacion celular y conduciendo
al desarrollo de diversas enfermedades como diabetes, neurodegeneracion, esquizofrenia,
trastornos respiratorios, envejecimiento, sindromes de inmunodeficiencia, hipertensién y
cancer (Kaur & Kaur, 2018).
El término “cancer” es genérico y designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del cuerpo. El cancer es un crecimiento tisular producido por la
proliferacion continua de células anormales con capacidad de invasion y destruccién de otros
tejidos. Puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal, no
es una enfermedad Unica, sino un conjunto de enfermedades que se clasifican en funcién del
tejido y de la célula de origen (Goldman, 2014).
El cancer de préstata es un problema de salud mundial, cuyas tasas de incidencia y
mortalidad varian de pais en pais. En el afio 2018 caus6 358989 muertes a nivel mundial lo
gue represent6 el 3.8 % de todos los tipos de cancer. Su incidencia y mortalidad en todo el
mundo se relacionan con el aumento de la edad y la etnia, siendo los hombres afroamericanos
los que presentan incidencia y mortalidad superiores; se estima que para el afio 2040 la
incidencia llegara a 2293818 nuevos casos, siendo Latinoamérica y el Caribe, junto con Africa
y Asia los lugares donde se estima un incremento de 100% o mas en el nimero de casos
respecto del afio 2018 (Rawla, 2019).
En Ecuador, el cancer es la segunda causa de defuncién a nivel nacional, aproximadamente
15 de cada 100 personas fallecen a causa de cancer; datos extraidos del Registro Nacional
de Tumores sefialan que para el pais el cAncer de mama en las mujeres y el de prostata en
hombres prevalecen en los patrones de cancer (Solca, 2014). Los datos sobre el cancer de

prostata en nuestro pais indicaron una tasa de mortalidad de 22.0 casos por cada 100.000



habitantes, con mayor prevalencia en hombres entre los 70 a 74 afios, siendo practicamente
inexistente antes de los 45 afios (Solca, 2013).

En el cancer, “la patogénesis se desarrolla por la acumulacién de alteraciones genéticas que
resultan en la proliferaciébn celular, estas células adquieren habilidades de invasion,
metastasis y proliferacién a distancia” (Delgado, 2016, p. 708). Existen varios factores que
aumentan el riesgo de desarrollar cancer de prostata, entre los que se mencionan la edad, la
dieta, el consumo de tabaco, historia familiar, la etnia, asi como carcin6genos ambientales,
entre los que se incluyen a los plaguicidas (Delgado, 2016, p. 708).

A nivel celular, se conoce que los plaguicidas provocan toxicidad a través de respuestas
mediadas por oxidantes, como la muerte celular por apoptosis o necrosis, la peroxidacion
lipidica, la perturbacion metabdlica, la desregulacion de varias vias de sefializacion o la
alteracion de las uniones estrechas que se relacionan ampliamente con el mantenimiento de
la homeostasis y la polaridad en los tejidos. La pérdida de la funcidon normal de las uniones
estrechas es una sefial de importancia en la progresion del cancer, ya que se ve
comprometida en la compartimentalizacion creada por los epitelios alterando el
microambiente tumoral de algunos tejidos (Abdel-Halim & Osman, 2020).

La migracion celular es una conducta sistémica fundamental y estrictamente regulada de
todas las células dotadas de motilidad direccional, este comportamiento esta involucrado en
las principales etapas del desarrollo de todos los organismos complejos, como son la
morfogénesis, embriogénesis, organogénesis, remodelaciéon de tejidos adultos, cicatrizacion
de heridas, actividades inmunolégicas de las células, angiogénesis, reparacion vy
regeneracion de tejidos, diferenciacion celular, asi como en la infinidad de condiciones
patologicas como el desarrollo del cancer (de la Fuente & Lépez, 2020).

Estudios reportan que los plaguicidas, solos 0 en combinacion, causan citotoxicidad en varios
tipos de lineas celulares, alterando aspectos como la viabilidad y proliferacion celular e
induciendo la produccion de ROS y dafio de componentes celulares e incluso desencadenar

en la muerte celular (Wang et al., 2021), por lo cual el presente trabajo busca evaluar las



alteraciones en lineas prostaticas normales y cancerigenas luego de ser expuestas a

plaguicidas, mediante el ensayo de cierre de herida.



Marco Teorico
Capitulo uno
1.1 Téxicos en el medio ambiente

A menudo, los seres vivos nos encontramos expuestos de forma directa o indirecta a
distintas sustancias contaminantes conocidos como téxicos que se albergan en el ambiente.
Estos agentes dafiinos se definen como cualquier sustancia fisica, quimica y biolégica que
tiene un efecto perjudicial sobre la vida de los organismos. Algunas de las fuentes de
contaminantes ambientales incluyen: mineria y procesamiento de minerales, combustién de
combustibles fésiles, agricultura y bosques, produccion industrial y consumismo (D’Surney &
Smith, 2005).

Los plaguicidas han sido identificados como un peligro ya que a largo plazo son una
problematica tanto para el medio ambiente como para la salud humana, por ello existe una
rigurosa restriccion de estos, tanto asi que algunos de ellos esta prohibidos por convenios
internacionales vigentes (PAN, 2021). Los plaguicidas, debido a su composicion, se
consideran contaminantes que no son faciles de disipar del medio ambiente, lo cual conlleva
a que permanezcan un tiempo prolongado; por su funcién son usados en la agricultura para
controlar las plagas en los cultivos. La contaminacion esta dada por la aplicacion directa en
el suelo, agua, filtraciones en el almacenamiento o la inadecuada eliminacion de los residuos
(RAP-AL, 2007).

1.1.1 Plaguicidas

Los plaguicidas son sustancias quimicas de origen sintético o natural, destinadas al
control de plagas o de vectores causantes de enfermedades humanas, animales y vegetales
(E.Z. Violante,2012), (M.L. Costrejon,2014). Estas sustancias estan disefiadas para ser
toxicas con los enemigos de la agricultura (R. Valencia, et al.,2013). Se clasifican de acuerdo
con el tipo de organismos que controlan, asi como por su toxicidad y composicion quimica.
Numerosos plaguicidas han sido clasificados por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) en el grupo 2A, como probablemente cancerigenos para los

seres humanos (K.Z.Guyton, 2015).



Los pesticidas o plaguicidas son sustancias quimicas ampliamente utilizadas en el
sector agricola para prevenir, controlar y/o mitigar plagas dafiinas y malas hierbas (Mahmood
et al.,, 2016). Por el tipo de organismo que controlan se clasifican como: insecticidas,
herbicidas, rodenticidas, bactericidas, fungicidas y larvicidas, cada uno ataca a plagas
especificas (Holt, 2013). Los herbicidas se usan para destruir malezas y otra vegetacion no
deseada, los insecticidas para controlar una amplia variedad de insectos, fungicidas que se
usan para prevenir el crecimiento de moho y hongos, desinfectantes para prevenir la
propagacion de bacterias y compuestos como los rodenticidas que se usan para controlar
ratones y ratas (Suarez-Larios et al., 2017).

Debido al uso generalizado de productos quimicos agricolas en la produccion de
alimentos, las personas estan expuestas a bajos niveles de residuos de pesticidas a través
de sus dietas (Holt, 2013). La exposicion a pesticidas se ha asociado con efectos negativos
para salud, tales como problemas neuroldgicos (problemas cognitivos y enfermedad de
Parkinson), reproductivos, respiratorios (asma), metabdlicos (diabetes y obesidad),
problemas de desarrollo y cancer (Suérez-Larios et al., 2017).

Diversos estudios han puesto en evidencia el riesgo potencial de la exposicién cronica
a plaguicidas, teniendo en cuenta que pueden provocar alteraciones en el material genético,
como mutaciones y/o alteraciones cromosomicas (Arafa, 2013). A pesar de que el
conocimiento sobre los efectos nocivos de los plaguicidas ha aumentado en los Gltimos afios,
es todavia limitado lo que se conoce acerca del dafio celular y genémico inducido.

1.2 Exposicion a plaguicidas y su efecto celular

A nivel celular, se conoce que los plaguicidas provocan toxicidad a través de
respuestas mediadas por oxidantes, como la muerte celular por apoptosis o necrosis, la
peroxidacion lipidica, la perturbacion metabdlica, la desregulacion de varias vias de
sefalizacion o la alteracion de las uniones estrechas que se relacionan ampliamente con el
mantenimiento de la homeostasis y la polaridad en los tejidos. La pérdida de la funcién normal

de las uniones estrechas es una sefial de importancia en la progresion del cancer, ya que se



ve comprometida en la compartimentalizacion creada por los epitelios alterando el
microambiente tumoral de algunos tejidos (Abdel-Halim & Osman, 2020).

Las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS, por sus siglas en
inglés respectivamente) alguna vez se consideraron como simples subproductos del
metabolismo celular (Hobbs et al.,, 2014), ahora son consideradas como inductores de
patologias, ya que producen dafio a moléculas como lipidos, proteinas y ADN (Schieber &
Chandel, 2014). La exposicion a pesticidas ocasiona la produccion de ROS, estos radicales
libres son considerados moléculas inestables ya que poseen electrones desapareados, los
cuales conducen al estrés oxidativo y, por consiguiente, al dafio oxidativo de las biomoléculas
(acidos nucleicos, lipidos, proteinas y componentes celulares), roturas de cadena y
mutaciones del ADN, y finalmente cancer (Ceja et al., 2021).

Hobbs et al (2014) consideran que tanto los ROS como los RNS funcionan como
reguladores de varios procesos fisiolégicos criticos, donde se incluye la supervivencia,
proliferacion, diferenciacién, migracion y adhesion celular. Se han mencionado factores
involucrados en la regulacion de la migracion celular: adherencias de matriz celular, la familia
de Rho de pequefias GTPasas y proteasas (Trepat et al., 2012), los cuales pueden estar
modificados por especies reactivas de oxigeno (Hobbs et al., 2014).

Estudios reportan que los plaguicidas solos o en combinacion causan citotoxicidad en
varios tipos de lineas celulares, alterando aspectos como la viabilidad y proliferacion celular
e induciendo la produccion de ROS y dafio de componentes celulares e incluso desencadenar
en la muerte celular (Wang et al., 2021).

1.3 Ensayo de cierre de herida

El ensayo de cierre de herida permite evaluar la tasa de migracion celular y porcentaje
de cierre de herida de cultivos en monocapa, ademas de que es una técnica que permite
evaluar el comportamiento de las lineas celulares luego de ser sometidas a diferentes
compuestos, los cuales pueden afectar la migracion celular ya sea acelerando o ralentizando
el proceso. Los resultados que se obtienen por medio de este tipo de ensayos proporcionan

informacion que puede ser utilizada para plantear diferentes formulaciones de tratamientos y



determinar las concentraciones adecuadas o de interés, antes de realizar experimentos in
vivo. (Pinto et al., 2019) .

Los ensayos in vitro de cicatrizacion o cierre de herida poseen diferentes técnicas, las
cuales implican realizar una herida que rompa el monocapa celular, lo que permite que la
region que no posee células debido a la lesion realizada se repare, para lo cual existen pasos
exclusivos en el ensayo que incluyen: realizar la herida, el monitoreo del proceso de
cicatrizaciéon o reparacion celular y andlisis de datos. La recopilacién de datos se realiza por
microscopia en tiempos determinados para evaluar el proceso de reparacion celular. Los
métodos de lesion celular son varios, entre ellos se encuentra la herida térmica, eléctrica,
estampado, laser, manual o por rasgufio. (De leso & Pei, 2018; Stamm et al., 2016).

El ensayo de herida por rasgufio es una técnica manual comunmente utilizada para
medir la migracién celular. Consiste en crear una herida lineal en una monocapa confluente
de células cultivadas y capturar imagenes para medir la tasa de migracion celular a lo largo
del tiempo (De leso & Pei, 2018). Este ensayo es considerado simple pero efectivo, ya que
permite obtener datos representativos sobre la migracion celular de manera eficiente. Este
ensayo tiene algunas limitaciones, en primer lugar, la longitud de la herida suele ser mayor
que el campo de visién utilizado, lo que dificulta la captura de imagenes en la misma posicion
a lo largo del tiempo, la cuantificacion visual de las imagenes puede ser subjetiva y la
variabilidad en la ubicacién de los bordes de la herida afecta la fiabilidad de los resultados,
asi como que no se tiene en cuenta la proliferacion celular en la tasa de cierre aparente de la
herida en la mayoria de los estudios (De leso & Pei, 2018).

Para llevar a cabo el andlisis de imagenes se utilizan herramientas bioinformaticas
especializadas que automatiza la medicion del tamafio de cicatrizacion de heridas, ajusta el
ancho promedio considerando la inclinacion, y cuantifica pardmetros clave como éarea,
fraccion de area, ancho promedio y desviacion del ancho en imagenes obtenidas de ensayos

de cicatrizacion de heridas (Suarez et al., 2020)
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Capitulo dos

Metodologia
El trabajo de tipo experimental realizado tiene como objetivo determinar alteraciones
celulares in vitro de las lineas celulares PNT2 y PC3 expuestas a plaguicidas a través del

ensayo de cierre de herida.

2.1 Lineas celulares

Se trabajé con la linea celular PNT2, que son células epiteliales normales de prostata
humana. Se utilizaron las condiciones de cultivo celular que menciona la casa comercial
Sigma Aldrich (2022). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino 10%, L-glutamina 2 mM, antibiético-antimicotico 1X y HEPES 20 mM, en una
atmaosfera de 37° C, 5% CO; y humedad de 95%. También se trabaj6é con la linea celular
PC3, que son células tumorales de préstata humana. Las células se cultivaron en medio
HAMF-12 suplementado y mantenidas a las condiciones indicadas anteriormente.
2.2 Plaguicidas

Se trabaj6 con cuatro productos comerciales de uso frecuente en la provincia de Loja.
Las formulaciones contienen: atrazina, pendimetalina, clorpirifés y cipermetrina, y finalmente
un fertilizante mineral que incluye como principales componentes: Nitrdgeno, Fésforo,
Potasio. Las dosis analizadas en este trabajo se indican en la Tabla 1 y tienen como
referencia a aquellas planteadas por la OMS y la norma INEN1108 como limite maximo

permitido de estos compuestos en agua de consumo humano (OMS, 2018)

Tabla 1

Concentraciones usadas de los plaguicidas

Plaguicidas Concentracion
(Mg/mL)
Atrazina 0.1

Pendimetalina 0.02
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Atrazina + Pendimetalina 0.1 +0.02
Clorpirifés/Cipermetrina 0.003
Fertilizante 10
Clorpirifés /Cipermetrina + 0.03 10
Fertilizante

2.3 Ensayos celulares

2.3.1 Ensayo de viabilidad celular

En una placa de 96 pocillos se sembraron 4000 células por pocillo en 100 yL de medio
suplementado y se incubaron por 24 horas. Luego, se sustituyo el medio por 100 pL de medio
de cultivo con los diferentes tratamientos y se incub6 por tiempos de 48y 72 horas para PNT2
y 24 y 48 horas para PC3. La determinacién de células viables se lo realiz6 mediante el
método colorimétrico, se utilizé el kit comercial CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay de Promega de acuerdo a las especificaciones del inserto. Finalmente, se
realizé la lectura de absorbancias a 490 nm en el espectrofotometro EPOCH microplate
reader de Biotek. Se realizaron dos ensayos por triplicado, incluyendo blanco de reactivo,

control sin tratamientos y como control positivo DMSO al 10%.

2.3.2 Ensayo de cicatrizacion o cierre de herida

Para el ensayo de cicatrizacion o cierre de herida se us6 el método propuesto por
Liang et al (2007) adaptado a nuestras condiciones de trabajo. Se utilizé placas de 12 pocillos,
se mantuvo el cultivo hasta alcanzar una confluencia entre el 90 y 100% en un periodo
aproximado de 48 horas, se realizd la “herida” con una punta de pipeta de 200 upL,
posteriormente se incubd y se realiz6 un registro fotogréafico al momento de realizar la herida
(tiempo 0), y de forma periddica hasta que se haya cerrado completamente la herida del
control sin tratamiento, usando el microscopio Primovert Zeiss con el objetivo 10X con camara
Axiocam 208 color Zeiss. Se realizaron tres ensayos por duplicado, considerandose dos

puntos en cada pocillo para el registro fotografico.
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El procesamiento de imagenes se lo realizé6 mediante el software ImageJ, utilizando
el plugin Wound Healing Size Tool, que permite cuantificar el &rea de la herida, ancho de la
herida, entre otros parametros. El porcentaje de cierre de herida y tasa de migracién celular

fueron calculados con las siguientes formulas (Ecl y Ec2):

A= — A=ac

% cierre de cierre de herida = A
t=0

Nota.
At= 0 es el area de la herida inicial,
At= At es el area de la herida después de n horas del rasgufio inicial, ambos se expresan en
pum?2.
. ., Wi - wf
tasademigracion = —
Nota.

Wi=promedio del ancho de la herida inicial en pm
Wf= promedio del ancho final en ym
t= lapso de tiempo del ensayo en horas

La Figural muestra el fenomeno de migracion celular entre las células tratadas con

pesticidas y el control (células sin tratamiento) a la hora 0 y a la hora 70.

Figura 1

Procesamiento de Imagenes en el software Imagen J
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Nota. Linea celular PC3 procesada en el software imagen J. A) Pendimetalina hora 0, B) Pendimetalina

hora 70, C) Control en hora 0 y D) Control en hora 70

Para analizar las diferencias entre tratamientos y el control sin tratamiento, los datos
recolectados fueron analizados mediante un andlisis de varianza ANOVA con un nivel se

significancia de p< 0,05 usando el programa GraphPad Prism 8.0.1.
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Capitulo tres

Resultados y Discusiones
3.1 Resultados
El analisis de viabilidad en células PNT2 tratadas con pesticidas durante periodos de
exposicion de 48 y 72 horas mostro diferencias significativas respecto al control (Figura 2). A
las 48 horas los datos indican un incremento en la viabilidad celular, mientras que a las 72
horas se observa una disminucién respecto al control. EIl DMSO 10% se us6 como control,
considerando su efecto de disminucion de la viabilidad a este porcentaje, segun H. Lee &
Park (2017)
Figura 2
Ensayo de viabilidad celular PNT2

A) 48h B) 72h

250

% de Viabilidad Celular
% de Viabilidad Celular

Nota. Las gréaficas muestran la media y SEM de dos ensayos, *= p<0.05, **=p<0.001, ***= p<0.0001,

evaluado con ANOVA post test Tukey.
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Los datos de viabilidad de las células PC3 tratadas con los diferentes plaguicidas
durante periodos de exposicion a 24 y 48 horas, no se observaron diferencias significativas
respecto al control (Figura 3).

Figura 3

Ensayo de viabilidad celular PC3
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Nota. Las gréaficas muestran la media y SEM de tres ensayos, *= p<0.05, **=p<0.001, ***= p<0.0001,

evaluado con ANOVA post test Tukey.

En lo que respecta al ensayo de cicatrizacion o cierre de herida, no se observaron
diferencias significativas con respecto al control durante las horas de seguimiento, en la linea

celular PNT2 (Figura 4) y PC3 (Figura b).
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Figura 4

Gréficas del ensayo de cierre de herida linea celular PNT2

A) Herbicidas B) Insecticidas y Fertilizante
150 150+
£ 100 2 1004
P 9
o o
[}] Q
o o
= 50— 2 50
0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
5 16 24 31 5 16 24 31
Tiempo (h) Tiempo (h)
-e- Control = Atrazina -e- Control -+ Clorpirifds/Cipermetrina+Fertilizante
-+ Atrazina+Pendimetalina - Pendimetalina -% Clorpirifos/Cipermetrina -+ Fertilizante

Nota. La gréfica muestra la medida + SEM de tres ensayos, evaluado con ANOVA post test Tukey en

células PNT2. A) Herbicidas: atrazina y pendimetalina. B) Insecticidas: clorpirifés/cipermetrina y

fertilizante.

Figura 5

Graficas del ensayo de cierre de herida linea celular PC3

A) Herbicidas B) Insecticidas y Fertilizante
150 150
£ 100+ £ 100
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-~ Control -= Atrazina -o- Control -+ Clorpirifés/Cipermetrina+Fertilizante

- AtrazinatPendimetalina -+ Pendimetalina -# Clorpirifés/Cipermetrina -+ Fertilizante

Nota. La gréfica muestra la medida + SEM de tres ensayos, evaluado con ANOVA post test Tukey en

células PC3. A) Herbicidas: atrazina y pendimetalina. B) Insecticidas: clorpirifés/cipermetrina y

fertilizante.



17

En los resultados obtenidos con respecto al ratio de migracion celular, tampoco se
observaron diferencias significativas de los diferentes tratamientos con respecto al control
luego de la exposicién durante el seguimiento, tanto para la linea celular PNT2 (Figura 6)
como para PC3 (Figura 7).

Figura 6
Graficas del radio de migracién de la linea celular PNT2
A) Herbicidas B) Insecticidas y Fertilizante

50

£ 307
2 20

104

Tasa de migracién celular
m,

Tasa de migracioén celular

0 1 1 I 1 T T T
5 16 24 31 5 16 24 31

o

Tiempo (h) Tiempo (h)
-e- Control -m- Atrazina -e- Control -+ Clorpirifés/Cipermetrina+Fertilizante

-¥- Atrazina+Pendimetalina -+ Pendimetalina -a Clorpirifés/Cipermetrina -+ Fertilizante

Nota. La grafica muestra la medida + SEM de tres ensayos, evaluado con ANOVA post test Tukey en
células PNT2. A) Herbicidas: atrazina y pendimetalina. B) Insecticidas: clorpirifos/cipermetrina y

fertilizante.

Figura 7

Graficas del radio de migracién de la linea celular PC3
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Nota. La grafica muestra la medida + SEM de tres ensayos, evaluado con ANOVA post test Tukey en
células PC3. A) Herbicidas: atrazina y pendimetalina. B) Insecticidas: clorpirifés/cipermetrina y

fertilizante.

3.2 Discusion

La exposicion a pesticidas es inevitable, las formas mas comunes en que los humanos

Nnos exponemos a estas sustancias quimicas de gran uso en el sector agricola son la
inhalacién, la ingestion y el contacto con la piel (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Durante
varios afios se ha observado un aumento significativo en el uso de pesticidas a nivel mundial,
lo que ha provocado contaminacion laboral y exposicion de la poblacion en general por
alimentos, agua y suelos tratados. (Leveque et al., 2019).
A nivel celular, se conoce que los plaguicidas provocan toxicidad a través de respuestas
mediadas por oxidantes, como la muerte celular por apoptosis o necrosis, la peroxidacion
lipidica, la perturbacion metabdlica, la desregulaciéon de varias vias de sefializacion o la
alteracion de las uniones celulares, que mantienen la homeostasis y la polaridad en los
tejidos. La pérdida de la funciéon normal de las uniones estrechas es una sefial de importancia
en la progresion del cancer, ya que se ve comprometida en la compartimentalizacién creada
por los epitelios alterando el microambiente tumoral de algunos tejidos (Abdel-Halim &
Osman, 2020). Procesos como la angiogénesis, las reacciones inflamatorias e invasion y
metéastasis del cancer son algunos de los trastornos patoldgicos en los que la migracion
celular juega un papel crucial (Geback et al., 2009).

En este trabajo, la exposicion de las lineas celulares PNT2 y PC3 a plaguicidas, se
realiz6 a dosis subtoxicas, verificadas en el ensayo de viabilidad, donde se observo un
incremento en la viabilidad celular a 48 horas en células PNT2, y no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de cierre de herida para ninguna de las lineas celulares bajo
las condiciones analizadas. En concordancia con los resultados de este trabajo, Hu et al

(2016) determina que la exposicion a atrazina 0,01 y 0,1 uyM incrementa la viabilidad de
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células RM1, promoviendo la proliferacion celular, acelera el ciclo celular al ayudar a las
células a pasar por los puntos de control G1-S y G2-M.

Son escasos los estudios de migracion celular en células normales, ya que este
fendmeno se ha asociado mayoritariamente a procesos como metastasis y cancer (de la
Fuente & Lopez, 2020). En este sentido y en concordancia con lo encontrado en este trabajo,
el estudio de Jesionokswi et al (2015), se reporta que los compuestos de atrazina y clorpirifés
aplicados en células mamarias no cancerigenas MCF-10A a una concentraciéon de 50 nM no
mostraron diferencias respecto al control, evaluaron el porcentaje de herida en intervalos de
24, 48 y 72 horas sin observarse diferencias.

Por otro lado, el estudio realizado por Chen et al (2021) en el cual expusieron a células
epiteliales de cancer de ovario (Skov3 y A2780) a concentraciones de 0,1 uM y 1 uM de
atrazina y mediante el ensayo de cierre de herida se observé que la atrazina increment6 la
capacidad de migracion luego de 48 horas frente al grupo control. Identificandose también
gue la exposicion a este plaguicida induce la expresion de oncogenes como Stat3, implicado
en supervivencia, proliferacion y metéstasis en células cancerigenas. Los autores también
identificaron que, aunque la exposicidn a atrazina podria inducir potencial proliferativo en
células normales (MC3T3-E1), los mecanismos que rigen sus efectos en estas células
podrian ser diferentes de los de las células cancerigenas. Similares resultados son reportados
por Hu et al (2016), donde se someti6 a las células de cancer de prostata RM1 a
concentraciones de 0,01 uM y 0,1 pyM de atrazina por 48 horas, evidenciandose que la
proliferacion de células RM1 aumentd después del tratamiento con atrazina,
concomitantemente con la activacion de la sefializacion de Stat3.

Analizando el radio de migracion en PNT2 se puede observar un incremento no
significativo estadisticamente de las células tratadas con plaguicidas respecto al control, que
es superior al incremento observado en las células PC3. Este incremento en la migracion
celular durante las primeras horas de exposicion podria sugerir que es el momento critico
para evaluar los procesos de regulacién de crecimiento, proliferacion, supervivencia celular,

asi como los mecanismos de adaptacion y proteccion frente a agentes toxicos, tanto para
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transformacion en células normales, como para metastasis en células cancerigenas. Se han
identificado cambios en la expresion génica y la metilacion del ADN en células expuestas a
plaguicidas, tal como alteracién en los genes que codifican proteinas con capacidad de unién
a acidos nucleicos, los que codifican proteinas con funciones de quimiotaxis, canales ibénicos
y citocinas, transicion celular varios de los cuales estan potencialmente asociados con la

aparicion y el desarrollo del cancer (Lasagna et al., 2020; Navarrete et al., 2023).
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Conclusiones

Las concentraciones de los productos plaguicidas evaluados no resultaron toxicas
para las lineas celulares PNT2 y PC3, y se observé un incremento en la viabilidad en la linea
celular PNT2 a las 48 horas.

Los productos plaguicidas evaluados no mostraron diferencias significativas en el
porcentaje de cierre de herida en las lineas celulares PNT2 y PC3 bajo las condiciones
analizadas en este ensayo.

Se identific6 un radio de migracion mayor durante las primeras 24 horas de
seguimiento para las lineas celulares PNT2 y PC3, lo que podria sugerirse como tiempo
critico para ensayos y analisis posteriores de procesos celulares y vias moleculares de

regulacion.
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Recomendaciones
Se debe evaluar los efectos que los plaguicidas generan al ambiente y a la salud
humana, y para ello resulta importante que, ademas de los ensayos in vitro se puedan analizar
poblaciones expuestas y/o grupos de riesgo, en los que se analice dafio al material genético,
alteraciones celulares que permitan comprender los procesos patolégicos, asi como trabajar

en posibles alternativas de prevencion y manejo.
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