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Resumen

Introduccién: El Fipronil es un pesticida de
amplio espectro que pertenece a la familia de
los fenilpirazoles. Posee efectos gabaérgicos
y glutamatérgicos. Se ha aplicado de manera
extensiva, principalmente en cultivos de
chontaduro Bactris gasipaes, como control al
picudo Rhynchophorus palmarum. Objetivo:
La presente revision tiene como objetivo
analizar la informacion bibliogréfica centrada
en las investigaciones realizadas acerca de la
toxicidad del Fipronil, con especial énfasis
en las herramientas de analisis toxicolégico,
los puntos finales y las rutas de toxicidad en
humanos y animales. Materiales y métodos:
La basqueda de publicaciones con las palabras
clave “Fipronil” y “toxicity”, se realiz6 en las
bases de datos Thomson Reuters Web of Science
(ISI Web of Knowledge) y Scopus en el periodo
comprendido entre los afios 1993 y 2022. Las
1492 referencias se descargaron para su analisis
utilizando la teoria de grafos para determinar
los articulos y autores relevantes, las palabras
clave, la evolucion de la temética y las distintas
relaciones entre ellos. Se realizg, utilizando
un script de RStudio desarrollado en el Core of
science. Resultados y discusién: Esta revision
permitié identificar tendencias en investigacion
acerca de los efectos toxicolégicos relacionados
con la exposicién a Fipronil en la reduccion de
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los niveles hormonales asociados al desarrollo
sexual, alteraciones en el sistema nervioso,

malformaciones congénitas y alteraciones
al del comportamiento, combinando
estudios patolégicos con aproximaciones

metabolémicas, las metodologias analiticas
para la identificacion y propuestas de
desarrollo de metodologias in silico para el
analisis toxicolégico.

Palabras clave: Fipronil, neonicotinoides,
agricultura, pesticidas/toxicidad, chontaduro,
pesticidas/analisis.
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Abstract

Introduction: Fipronil is a broad-spectrum
pesticide belonging to the phenyl pyrazole
family. It has GABAergic and glutaminergic
effects and has been extensively applied mainly
on peach palm Bactris gasipaes crops, as a
control of the Rhynchophorus palmarum weevil.
Objective: The present review aims to conduct
a literature review focused on published
papers regarding the toxicity of fipronil, with
special emphasis on toxicological analysis
tools, endpoints, adverse outcome pathways,
and mechanisms of toxicity in humans and
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animals. Materials and methods: The search
for publications with the keywords “fipronil”
and “toxicity” was carried out in the Thomson
Reuters Web of Science (ISI Web of Knowledge)
and Scopus databases between 1993 and 2022.
The 1492 references were downloaded for
analysis using graph theory to determine
among others the relevant articles, authors,
keywords, the evolution of the topics, and the
different relationships between them, using
an R studio script developed by the core of
science. Results and discussion: This review
identified trends in research on toxicological

Introduccion.

De acuerdo con la Organizacién de Alimentos
y Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés),
un pesticida es cualquier sustancia o mezcla de
sustancias empleadas para prevenir, destruir
o controlar una peste, incluyendo vectores de
enfermedades en plantas, animales y humanos,
es toda especie no deseada de plantas y
animales causantes de dafio o interferencias
durante la produccioén, procesado,
almacenamiento, transporte o comercializaciéon
de alimentos, productos agricolas, madera y
sus derivados. Incluye sustancias empleadas
como reguladores del crecimiento de plantas,
defoliantes, desecantes, o productos para el
adelgazamiento de frutas o la prevenciéon de
caidas prematuras, o sustancias aplicadas
a los cultivos, antes o después de la cosecha,
o para proteccion de los productos durante
el almacenamiento y transporte (FAO, 1989;
Varela-Martinez et al., 2019).

Los pesticidas son entonces agentes dirigidos
hacia un organismo viviente con el objeto
de controlarlo o erradicarlo. Se clasifican
de acuerdo con su funcién o al organismo
sobre el cual presentan toxicidad selectiva,
como insecticidas, herbicidas, fungicidas,
rodenticidas, nematicidas, entre otros. Su uso
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effects associated with fipronil exposure, in
the reduction of hormone levels associated
with sexual development, alterations in the
nervous system, teratogenesis and behavioral
alterations, combining pathological studies
with metabolomic approaches, analytical
methodologies for identification and proposals
for the development of in silico methodologies
for toxicological analysis.

Key words: Fipronil, neonicotinoids, agriculture,
pesticides/toxicity, peach palm, pesticides/
analysis.

estd basicamente asociado a actividades de
origenantropogénico o econémico; por ejemplo,
los herbicidas son aplicados para aumentar
el rendimiento y la calidad de la producciéon
agricola, al eliminar hierbas competitivas
que ocupan areas cultivables y consumen
los nutrientes del suelo. Los insecticidas se
emplean para erradicar o controlar varios tipos
de insectos, los cuales pueden ser vectores
de enfermedades en humanos y animales,
fitopatégenos o devastadores de alimentos y
la producciéon agricola (Stefanelli & Barbini,
2022). En Colombia su uso ha aumentado en
las tilltimas tres décadas y se ha mantenido como
un medio de control asociado fuertemente a la
vocacion agricola del pais. Especial atencion se
presta al uso de herbicidas, los cuales incluso
tienen un rol dentro de la erradicaciéon de
cultivos ilicitos por parte de las autoridades de
antinarcéticos (Acero & Machuca, 2021; Idrovo,
2004; Salcedo & Melo, 2005).

Béasicamente, un pesticida consiste en dos
componentes  principales: el  principio
activo y los ingredientes de la formulacion.
Su uso, histéricamente, ha estado ligado a
preocupaciones de salud, temas ambientales
y sociales; lo cual se ha probado en varios
estudios y revisiones. En el caso de la salud
humana, reportes evaltan el potencial de riesgo
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neurotéxico, el rol como potenciales disruptores
endocrinos, ademés de la correlacion entre
exposicion a pesticidas y la aparicion de
patologias permanentes o transitorias, tales
como teratogénesis y cancer (Bjerling-Poulsen
et al., 2008; Fulton & Key, 2001; Milam et al.,
2000; Richardson et al., 2019; Stefanelli &
Barbini, 2022).

Un ejemplo es el popular y bien conocido
herbicida glifosato, su potencial carcinogénico
ha llevado a que muchos paises prohiban
su uso y se generen debates en el seno de la
comunidad cientifica. Por otro lado, muchos
estudios reportan la afectacion que se produce
en insectos, microorganismos y otras especies
acuéticas y terrestres de importancia ecolégica,
agronomica y econdmica, por exposicion
a plaguicidas o alguno de los metabolitos
producto de degradacion (Cox & Surgan, 2006;
Krogh et al., 2003; Oakes & Pollak, 2000; Pereira
et al., 2009; Sinclair & Boxall, 2003).

El Fipronil es un pesticida de amplio espectro
que pertenece a la familia de los fenilpirazoles,
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regularmente se emplea en el control de
hormigas, cucarachas, termitas, grillos,
gusanos de raiz, gorgojos, entre otros insectos.
Su funcién es perturbar el sistema nervioso
central de los insectos al bloquear el canal
ionico ligado al receptor GABA Ay los canales
de cloro abiertos por glutamato (GluCl), esto
provoca la hiperexcitacion nerviosa y muscular
de los insectos expuestos. A pesar de estar
prohibida su aplicacion, especialmente en los
cultivos de chontaduro, ha sido ampliamente
aplicado como control al picudo Rhynchophorus
palmarum; no obstante de su éxito como
controlador de la plaga, se han encontrado
algunos reportes de afectaciones a la salud de
los agricultores y desapariciéon de abejas en el
entorno cercano al ecosistema productivo. Sin
embargo, no se ha determinado la magnitud
del impacto toxicolégico en humanos y el
ecosistema asociado a su uso extensivo. Posee
un peso molecular de 437.2 g/mol y, coeficiente
de particion (log ) de 4, lo cual hace que se una
facilmente a moléculas ricas en tejido acuoso y
graso, y se solubilizan 1.9 mg de Fipronil por
cada litro de agua.
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Figura 1. Estructura del Fipronil
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Se puede absorber via géstrica, cutdnea, enteral,
respiratoria y a través de mucosas, se distribuye
principalmente a través del torrente sanguineo
y por tejidos ricos en grasa, se metaboliza
principalmente a su derivado sulfonado y
se excreta a través de la orina y heces fecales
(Blascke et al., 2019; Mcmahen et al., 2017).

Se encuentra clasificado como un toéxico
grupo C. Posiblemente sea carcinogénico
para mamiferos, debido a hallazgos en los
cuales se reporta aumento en los niveles de la
hormona estimulante de la tiroides y tumores
en las glandulas tiroideas. Exposiciones
crénicas al Fipronil se encontraron asociadas
a la disminuciéon en el tamafio de la
glandula pituitaria en hembras, apariciéon de
teratogénesis manifestada en signos de retardo
en el desarrollo sexual, baja talla, y masa
corporal de las crias de hembras expuestas
a dosis de Fipronil durante la gestaciéon (De
Oliveira et al., 2012; Herin et al., 2011).

La presente revision permitié identificar
tendencias en investigaciéon acerca de los
efectos toxicolégicos asociados a la exposicion
al Fipronil, los estudios publicados han
estado enfocados en analizar la reduccion
de los niveles hormonales asociados al
desarrollo sexual, alteraciones en el sistema
nervioso, alteraciones en el comportamiento, y
teratogénesis, combinando estudios patolégicos
con aproximaciones metabolémicas dirigidas
y no dirigidas. Las técnicas cromatogréficas
acopladas a espectrometria de masas son las
principales metodologias analiticas empleadas
para la anotacioén, identificacion, confirmaciény
cuantificacion del Fipronil y sus metabolitos en
matrices biolégicas, alimenticias y ambientales.
Finalmente, gran atencién se ha prestado a
los estudios toxicologicos in vitro e in silico,
empleando relaciones estructura-actividad,
analitos-organismos y 6rganos modelo para la
estimacion toxicolégica como metodologias de
reemplazo al uso de pruebas toxicoldgicas en
animales.
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Materiales y métodos

El analisis bibliométrico se desarroll6 en dos
fases. La primera, fue un mapeo cientifico del
area toxicoldgica relacionada con el Fipronil
para la produccién cientifica, registrada en las
bases de datos de Scopus y WoS durante los
periodos de tiempo 1993-2022 y 2010--2022
respectivamente, empleando los términos de
busqueda “Fipronil” y “toxicity”, analizando
los métodos bibliométricos recomendados
en la literatura para produccion en el tiempo,
fuentes mas relevantes, niimero de citaciones,
analisis de coocurrencia, nubes de palabras,
andlisis de cocitaciones, anélisis de coautorias
y analisis de acoplamiento bibliografico. Se
emplearon estas dos bases de datos, debido
a que son consideradas como las principales
a nivel mundial, por tanto, se tendria mayor
probabilidad de encontrar las publicaciones
mas representativas (Duque et al., 2021;
Hurtado-Marin et al., 2021).

La segunda etapa del andlisis bibliométrico
consisti6 en el depurado de los datos, los
términos de bisqueda arrojaron 750 referencias
en Scopus y 742 referencias en WoS, las
cuales se fusionaron para eliminaciéon de los
duplicados y la posterior extraccion de las
referencias en una estructura de red basada en
la teorfa de grafos, empleando la herramienta
Bibliometrix disponible como un paquete
en el software RStudio, la cual es de acceso
abierto, colaborativo, y al estar programada
en lenguaje de R, permite de manera flexible
y radpida actualizarse e integrarse a paquetes
estadisticos nuevos (Aria & Cuccurullo, 2017;
Gonzalez de Dios et al., 2019; Jiménez Noblejas
& Perianes Rodriguez, 2014; Katchanov et al.,
2019; Soosaraei et al., 2018; Yi et al., 2016).

53



54

Miguel Alberto Gutiérrez-Nava, Donovan Casas-Patifio, German Veldzquez-Garcia, Michell Serafin-Badillo

Resultados y discusion

Articulos generales
investigativas.

y tendencias

Las tendencias en investigaciéon acerca de
los efectos toxicologicos de la exposicion
a neonicotinoides y pesticidas de tipo
fenilpirazol, debido a la similitud de sus efectos
toxicologicos, propiedades fisicoquimicas y su
presencia en el ambiente, se han asociado mas
frecuentemente a sus efectos como insecticidas
en la reduccién de la poblacion de abejas,
anfibios, peces y reptiles, y su consecuente
impacto ecosistémico. El éxito del Fipronil,
como insecticida, se asume principalmente a
que atin no se conoce resistencia del organismo
que causa la afeccion fitosanitaria (peste diana),

neonicotinoids,

insecticide

residue
water S‘EUCY

probablemente debido a su desarrollo reciente.
Sus propiedades fisicoquimicas incluyen
muchas ventajas sobre previas generaciones
de pesticidas tales como organofosforados y
organoclorados, y finalmente, a que no hay
estudios que indiquen mayor toxicidad hacia
el operario, comparado con los pesticidas
tradicionales (Simon-Delso et al., 2015).

La figura 2 muestra la nube de palabras del
andlisis bibliométrico, donde se agrupan
principalmente articulos asociados a deterioros
en la funciéon motora en abejas expuestas a
Fipronil e Imidacloprid a concentraciones
letales y subletales de estos pesticidas,
encontrando efectos para dosis de Fipronil
desde 8x10~ pg fipronil /abeja (Bovi et al., 2018;
Simon-Delso et al., 2015).
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Figura 2. Nube de palabras del analisis bibliométrico sobre toxicidad de Fipronil.
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Otros reportes demuestran impactos de
exposiciéon a Fipronil en la disminucién del
numero de individuos en una colonia, asociada
a estrés oxidativo, en especial, oxidaciéon de
proteinas, eventos oxidativos en las células
intestinales, disminucién en las especies
reactivas deoxigeno, y unatasaestadisticamente
significativa de malformaciones en las pupas
expuestas, relacionadas con alta pigmentacion
en el cuerpo larval proximal y distal de las
larvas, y malformaciones corporales, como la
ausencia de cabeza y extremidades, y un efecto
nunca antes diagnosticado en las conductas
de aprendizaje y comunicacion de las abejas,
asociadas a diversas dosis de Fipronil en
aplicaciones por via oral y cutdnea (Bovi et al.,
2018; Carrillo et al., 2013; Clara T. Lourenco,
Stephan M. Carvalho, Osmar Malaspina, 2012;
Paris et al., 2017; Silva, Carina Aparecida de
Souza, Silva-Zacarin, Elaine Cristina Mathias,
Domingues, Caio Eduardo da Costa, Abdalla,
Fabio, Malaspina, Osmar & Nocelli, 2015).
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Fipronil esta ligado al bloqueo de los
transportadores membranales de cloro
asociados a GABA. Una maés alta afinidad para
los receptores GABA de insectos, comparado
con humanos, podria explicar la menor
toxicidad evidenciada en animales grandes y
mamiferos en general, comparado con otros
insecticidas. En humanos las deficiencias
del neurotransmisor estdn ligadas a
sobreestimulaciéon del sistema nervioso central,
algunos efectos de la exposicion cronica y
congénita se relacionan con epilepsia neonatal,
manifestada en convulsiones, hipotonia y
retraso del desarrollo. En organismos modelo
como el Danio rerio, Fipronil afecta ademas
las redes transcripcionales relacionadas con
disfuncion mitocondrial y metilacion del ADN
(Eadie et al., 2020; Mohamed et al., 2004).
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Figura 3. Redes de co-ocurrencia en investigaciones sobre toxicidad del Fipronil.
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Las figuras 3 y 4 muestran las redes de co-
ocurrencia y el comportamiento en el tiempo
o las tendencias de las investigaciones
publicadas. La tendencia creciente se muestra
hacia publicaciones de estudios enfocados
en Fipronil o analogos estructurales como el
Imidacloprid, los pirazoles y derivados, y sus
efectos toxicolégicos en muestras ambientales,
animales y humanas. Se muestra, ademas, gran
interés en encontrar metodologias alternativas
para el control de plagas, el monitoreo del

efecto toxicolégico asociado al uso extensivo
de pesticidas empleando organismos modelo y
aproximaciones metabolémicas dirigidas y no
dirigidas, y el desarrollo de técnicas analiticas
novedosas para la extraccion selectiva, robusta,
econdmica, rdpida y la identificacion fehaciente
de los xenobidticos mediante cromatografia
de gases y liquidos, acopladas a sistemas de
deteccion basados en espectrometros de masas
de baja y alta resolucion.

Annual Scientific Production

80~
60 -
g
& 4
Q
e
20 - r\/\/‘x; —
3_
1 1 i
2000 2005 2010
years

ref_type
scopus

\/ — total

— W05

) L]
2015 2020

Figura 4. Grafico comparativo de las tendencias de la producciéon cientifica sobre toxicidad de Fipronil.

Algunos estudios analizaron y compararon
los perfiles de expresién génica inducidos por
bloqueadores de canales de cloruro activados
por GABA (Fipronil) y el agonista del receptor
nicotinico de acetilcolinanAChR (Imidacloprid)
(Eadie et al., 2020; Mohamed et al., 2004; X.
Song et al., 202la). Silva Pinto et al., 2021
evaluaron los marcadores bioquimicos, tasas de
alimentacion y ciclos de vida parcial de Hyalella
meinerti, como consecuencia de la exposicion

a Fipronil y acido 24-diclorofenoxiacético
(24-D) (Pinto et al., 2022). Estudios similares
han encontrado que la exposiciéon a Fipronil
generd estrés oxidativo en células intestinales
de abejas, (Paris et al., 2017) y afectaciones en
los patrones de comportamiento, aprendizaje
y alimentacion de abejas africanizadas
(Bovi et al., 2018; Carrillo et al., 2013). Evaldo
Espindola et al., evaluaron los efectos letales
(sobrevivencia) y subletales (reproduccion
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e incrementos intrinsecos de la poblacion)
de exposiciones ambientales de mezclas de
Fipronil y 2,4-D empleadas como controles
para Ceriodaphnia Silvestri en los cultivos de
cafa de aztcar, obteniendo como resultado alta
toxicidad aguda para los tratamientos y tasas
de supervivencia cercanas a los valores control
luego de 75 dias de aplicacion, manifestado
también en la reducciéon de las tasas de
reproducciény de crecimiento de la poblacion,
mostrando las bondades de realizar estudios
en condiciones realisticas o similares a las
naturales (L. C. M. Silva et al., 2021). Similares
estudios permitieron observar alteraciones
relacionadas con hiperplasia, hipertrofia
celular, congestion vascular y cambios en las
actividades catalasa, glutation-s-transferasa
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y peroxidacion de lipidos (Portruneli et al.,
2021), alteraciones en el comportamiento y
puntos finales fisiol6gicos en Daphnia magna,
evidenciadas en la disminucién de la velocidad
de nado, las distancias recorridas, frecuencia
cardiaca y aumentos de movimientos toracicos
(Bownik & Szabelak, 2021).

La tabla 1 resume los aspectos y parametros
toxicologicos mds importantes de la toxicologia
del Fipronil, con base en las consideraciones
y recomendaciones en el desarrollo de
plataformas para la evaluacién moderna y eco-
amigable de la toxicologia de xenobidticos de
interés tox 21 (Embry et al., 2014; Moretto et al.,
2017; Takata et al., 2020).

Tabla 1. Resumen de propiedades toxicol6gicas de interés para tox 21.

Propiedad Valor

Impacto toxicolégico

Logp 4

Se une y bioacumula en diversos
tipos de tejidos, indica un
medio indirecto para estimar
la probabilidad de penetrar
la barrera hematoencefélica y
placentaria.

TLV (LOAEL) 0,27 mg/kg/dia

Exposiciones  prolongadas o
superiores al TLV estan asociadas
con aparicion de tumores,
nefropatias, necrosis y desbalances
hormonales (Martin, Judson, et al.,
2009).

Patologias en Organos
reproductivos ~ masculinos y
femeninos, crias inviables,
teratogénesis (Martin, Mendez, et
al., 2009).

Unién a ADN Positivo

Mutaciones como resultado de
la unién al ADN a través de una
reacciéon SN, (Benigni & Bossa,
2008).

Clasificaciéon de peligrosidad por Clase alta
Cramer (Clase I1I)

No es un compuesto endégeno
y contiene grupos funcionales
asociados con el incremento en la
toxicidad (Roberts et al., 2015).
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Propiedad

Valor

Impacto toxicolégico

Carcinogénesis

Genotdéxica y no genotoxica -
positivas

Formacién de un derivado de
hidracina, catalizadas por sistemas
enzimaticos tales como citocromo
P450, producen dafio en el ADN
a partir de alquilaciones mediadas
por especies reactivas de oxigeno
(Kovacic & Osuna Jr., 2005).

EC,,/ LD,

0.77 mg/L

Toxicidad en abejas y organismos
marinos, elimina la mitad de la
poblacién y afecta la capacidad
de recuperacién de las tasas (Lao,
2021; Ou et al., 2022).

La tabla 2 resume las publicaciones mas
relevantes en materia de toxicidad de Fipronil,

ambientales

acorde a investigaciones en humanos, matrices

y organismos
estudios in vivo e in vitro.

modelos

Tabla 2. Estudios enfocados en la toxicidad de Fipronil

Enfoque

Modelo, métodos y técnicas

Conclusiones y perspectivas

Exposicion aguda a dosis subletales
de Fipronil

Alevinos del pez cebra (Danio
rerio) de similar tamafio y
expuestos a 6 niveles por
triplicados de concentraciones de
Fipronil durante 24 horas. Sobre
las muestras de agallas, higado,
cerebro y miusculo se realizo
quenching y posterior extraccion
para analisis bioquimicos.

El valor del LC,, a las 24 horas
fue estimado en 220,4 pg/L, valor
que ubica a Fipronil con mayor
toxicidad que Diazinon y menor
que Deltametrina.

Se observan diferencias en la
LC,, para D.  rerio comparado
con modelos como Pimephales
promelas 'y Americamysis bahia,
mostrando diferencias del efecto
entre especies, lo cual podria
deberse a variaciones individuales
en los niveles de las familias de
isoenzimas CYP 450.

D. rerio es un potencial marcador
de exposicion ambiental, se
requieren mayores estudios sobre
los cambios moleculares en CYP
450 bajo estrés inducido por
Fipronil (Wu et al., 2014).
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Enfoque

Modelo, métodos y técnicas

Conclusiones y perspectivas

Comparacion de la toxicidad de
Fipronil en comparaciéon con 9
pesticidas convencionales medida
como LD,

Drosophila melanogaster expuestas
portriplicadosa200 pLde pesticida
y 10 g de dieta convencional,
para concentraciones de 0,01
a 10 mg por gramos de dieta,
determinando las tasas de
mortalidad desde el periodo de
larvas y hasta la adultez.

Se comparan las toxicidades
de 10 pesticidas con acciones
moleculares diferentes, lo que se
demuestra en los variados niveles
de toxicidad estimados para las
larvas y para los adultos.

Fipronil es perjudicial para las
larvas de D. melanogaster, pero
es relativamente seguro para los
adultos, indicando que su uso
afecta mas significativamente en
la etapa de forrajeo y ovoposicion,
dato til para sus aplicaciones
insecticidas (Arain et al., 2014).

Toxicidades acuaticas de Fipronil y
2,4-D en cultivos de cana

Se determinaron las actividades
de la catalasa (CAT) y del
glutation S-transferasa (GST) en
todo el cuerpo y en las branquias,
y la acetilcolinesterasa (AChE) en
el musculo de Danio rerio luego de
96 horas de exposicion.

Se realizé histopatologia a las
agallas y musculo.

Si bien las dosis suministradas
durante 96 horas no mostraron
letalidad, indicaron cambios
bioquimicos y morfolégicos en las
agallas.

Se  produjeron  interacciones
sinérgicas en la actividad CAT
y de las areas fraccionales en las
células ricas en mitocondriales
(MRCEFA por sus siglas en inglés)
tras la exposicién a la mezcla de
los pesticidas. Los resultados
indican que la dosis de aplicacion
recomendadas de Fipronil y 24-
D, solas o en mezclas, para los
cultivos de cafia de azucar, afecta
a esta especie de pez alterando su
homeostasis (Viana et al., 2022).

Afectaciones a
benténicos  por
Fipronil y 2,4-D

organismos
exposicion  a

Se evaluaron tres concentraciones
de Fipronil (0,1, 0,3 y 0,7 pg/L)
y 24-D (19, 124 y 654 ng/ L), y
seis combinaciones de mezclas.
El primer experimento se realizo
con machos y hembras de Hyalella
meinerti, por separado, evaluando
las tasas de alimentacion, el
contenido total de carbohidratos y
el perfil lipidico. El segundo (ciclo
de vida parcial) duré 49 dias, y
se evaluaron los puntos finales
de supervivencia, crecimiento y
reproduccion.

Ambos plaguicidas y sus mezclas
provocaron disminuciones
en las tasas de alimentacion,
principalmente en hembras. Las
hembras también sufrieron un
cambio en el contenido total de
carbohidratos, en el porcentaje
de triacilglicerol y fosfolipidos
en machos y hembras. Ademas,
se produjeron alteraciones en
el porcentaje de triacilglicerol y
fosfolipidos en ambos sexos.

En el segundo experimento, el
Fipronil y las mezclas

causaron disminuciones en la
supervivencia de H. meinerti a
lo largo del tiempo (Pinto et al.,
2022).
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Diferenciacién

toxicogenémica

de las respuestas funcionales al

Fipronil y al Imidacloprid

Se aplicé un perfilado
transcriptémico a una prueba de
inmovilizacién aguda de Daphnia
magna para analizar y comparar
los perfiles de expresiéon génica
inducidos por bloqueadores de
canales de cloruro activados por
GABA (Fipronil) y el agonista del
receptor nicotinico de acetilcolina
nAChR (Imidacloprid)

Para ambos insecticidas, se
observé un aumento dependiente
de la concentracion en el
nimero de genes expresados
diferencialmente, cuyos
cambios de expresion estaban
correlacionados  positivamente
de forma muy significativa al
comparar ambas concentraciones
de prueba.

Estas huellas de expresion génica
no mostraron  précticamente
ningn  solapamiento  entre
las sustancias de ensayo y se
relacionan bien con los datos
anteriores del diazepam y el
carbaril, dos sustancias que se
dirigen a eventos moleculares
claves similares.

El Fipronil interfiri6
predominantemente  en  las
funciones moleculares implicadas
en el transporte transmembrana
acoplado al Adenosin trifosfato
(ATP) transmembrana y la
regulacion de la transcripcion,
el Imidacloprid afect6
principalmente a la actividad
oxidasa y oxidorreductasa.

Estos  resultados demuestran
que los enfoques de biologia
de sistemas pueden utilizarse
para identificar y diferenciar los
modos de accion de los estresores
quimicos en D. magna como
organismo acuatico invertebrado
no objetivo de los pesticidas (Pfaff
etal., 2021).

Investigar la bioacumulacién y

eliminacion enantioselectiva
Fipronil y metabolitos

de

La bioacumulaciéon se evalud
para una solucién de 100 pg/L de
una mezcla racémica de Fipronil
suministrada a 20L de agua que
contiene  Anodonta  woodiana,
tomando muestras durante 16
dias. La eliminacion se establecio
midiendo cada 3,2 dias hasta el dia
46. Las muestras fueron extraidas
con éter y analizadas por GC-MS

La degradaciéon de todos los
analitos sigui¢ cinética de orden
uno, indicando preferencia por
la degradacién del enantiémero
R y una rdpida conversion de
R-fipronil a S-fipronil. Se pudo
detectar Fipronil y sus metabolitos
Fipronil sulfona y  Fipronil
desulfinil (Qu et al., 2016).
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Caracterizar el mecanismo de
toxicidad de Fipronil y sus
productos de biotransformacion
empleando hepatocitos de rata
como organismo modelo.

Las células de hepatocitos fueron
incubadas en medio albamina de
suero bovino (BSA), la viabilidad
celular se evalué a concentraciones
de Fipronil de 25, 50, 75 y 100 pM,
de donde se tomaron alicuotas de
1 mL para evaluar muerte celular
y pardmetros bioquimicos.

Fipronil redujo la respiraciéon
mitocondrial, produjo ademas
una reduccién en la concentracion
de ATP y ocasion6 una disrupcion
de la homeostasis intracelular,
llevando, finalmente, a la muerte
celular. Los metabolitos de
Fipronil son mas téxicos que el
compuesto padre (Guelfi et al,
2015).

Evaluar in vitro la neurotoxicidad
de Fipronil y Rotenona en humanos

Se analizaron Fipronil y Fipronil
sulfona en concentraciones entre
1,98 y 62,5 pM, los cuales fueron
adicionados a  Ntera2/Dlpor
6 replicados técnicos, sobre
quienes se realizaron los ensayos
histoldgicos y bioquimicos.

Fipronil y Fipronil sulfona
inhiben la migraciéon celular
y la diferenciacién neuronal,
combinando con producciéon de
estrés oxidativo y, mostrando
siempre mayor neurotoxicidad en
el desarrollo para Fipronil sulfona
(Schmitz et al., 2021).

Examinar cémo la exposicion a
Fipronil afecta la presién sanguinea
sistolica y biomarcadores
relacionados

Suministro de Fipronil via oral
a ratas (30 mg/kg/dia) durante
15 dias, medicién de la presion
arterial, concentraciones de
endotelin-1 y MMP-2, medicion
de la capacidad total antioxidante
y concentraciones de 6xido nitrico
NOx en animales expuestos vs
control.

Los animales expuestos mostraron
menor ganancia de peso, mayores
concentraciones de endotelin-1,
reducciéon en la capacidad de
antioxidantes y menores niveles
de metalopeptidasa 2 y 6xido
nitrico comparado con los grupos
de control, sugiriendo que Ia
exposicion a  Fipronil causa
hipertensioén (Chaguri et al., 2016).

Examinar la  influencia  de
exposicién perinatal a Fipronil en el
desarrollo del sistema reproductivo
femenino

Ratas prefiadas expuestas a (0,03;
0,3 03 mg/kg) de Fipronil desde el
dia gestacional hasta el séptimo?7
dia luego de nacimiento. Posterior
evaluacién de signos de inicio de
pubertad, ciclo estral, niveles de
estradiol y progesterona en suero,
comportamiento sexual y test de
fertilidad.

Fipronil mostré interferir en el
desarrollo neonatal del ciclo de
reproduccién femenino alterando
el inicio de la pubertad y el ciclo
estral, sin signos aparentes de
afectar la fertilidad (De Barros et
al., 2016).

La figura 5 muestra un esquema general de
las rutas metabolicas propuestas para Fipronil
con base en estudios experimentales y teéricos.
Para la molécula precursora se muestran los
atomos activos para participar en las diferentes
reacciones, la aromaticidad, probabilidad
de entrar en resonancia y el entorno quimico
electronegativo pueden considerarse factores a
analizar en la activacién de la molécula y por
tanto en su toxicidad. Fipronil sulfona es el
principal metabolito activo, es producto de la
oxidacién en el &tomo de azufre en la fase I del

metabolismo; dicha reacciéon regularmente es
catalizada por la familia de isoenzimas CYP450,
obteniendo un compuesto de mayor polaridad,
acorde a sus propiedades fisicoquimicas, se
puede predecir que esta se puede encontrar en
matrices como suero y orina, y que atraviesa
la barrera hematoencefalica y placentaria.
Los metabolitos UM1 al 3, sin anotacion
fehaciente, corresponden a la hidroxilacién y
N-hidroxilacién respectivamente. Es posible
encontrar metabolitos minoritarios fase 1II,
producto de la sulfatacion y glucuronidacién,
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estaprecisamenteeslamayorrutadeeliminacion
de xenobidticos y endobiodticos, al convertirlos
en compuestos mas solubles en agua, ocurre
mayoritariamente en el higado, a pesar de
que la enzima principalmente responsable de
la catélisis UDP-glucuronil transferasa, se ha
encontrado en todos los 6rganos mayores. La
familia UGT cataliza la glucuronidacion del
grupo glicosil de un nucleétido de aztcar a
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Figura 5. Esquema general del metabolismo propuesto para el Fipronil
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La figura 6 resume la huella metabdlica
toxicolégica ambiental y humana por
la exposicion a Fipronil como parte de
las actividades agricolas, basada en wuna
aproximacién meta-metabolémica; es decir,
metabolémica para toda la comunidad. Esta
tiene como objetivo extraer, analizar y detectar
tanto el xenometaboloma, el cual consiste

Toxicidad del Fipronil. Revision sistematica de la literatura

en el principio activo, los ingredientes de la
formulacién y los productos de transformacion;
asi como el endometaboloma, o aquellos
metabolitos primarios y secundarios con peso
molecular menor a 1000 dalton, producidos por
aquellos organismos expuestos al xenobiotico
(Patil et al., 2016).

14

Figura 6. Huella metabélica toxicolégica de Fipronil
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Las técnicas o practicas tradicionales de uso
del Fipronil generan exposicién ocupacional,
es tradicional que el agricultor no emplee
proteccién respiratoria, ocular o cutanea. El
xenobidtico puede ser transportado via aérea y
afectar a animales aéreos como aves e insectos
voladores, principalmente las abejas. El rango
de acciéon de este se puede extender ademds
hacia el suelo, aguas y los organismos que viven
alli. La huella metabdlica permite investigar
la transformacién y el impacto del Fipronil a
partir de su identificaciéon (o sus metabolitos)
en matrices biol6gicas y ambientales a partir de
una aproximacién no dirigida. Los metabolitos
anotados e identificados permitiran establecer
compuestos sefializados y afectaciones a
nivel molecular, tejidos, érganos, organismos
y poblaciones. La extension del impacto, o
toxicodindmia, se altera por las propiedades
fisicoquimicas, la ruta de exposiciéon, dosis
absorbida, y la cinética; permite ademds
medir las variables intrinsecas de las fases
preanalitica, analitica y post-analitica del
ensayo metabolémico, llegando finalmente
al procesado de datos mediante un anélisis
multivariado y wunivariado, pruebas de
hipétesis, la elucidacién del modo de accién y
la identificacién y validacién de biomarcadores
de exposicion (Lankadurai et al., 2013; Salvia et
al., 2018).

Técnicas de laboratorio para el analisis
dirigido y no dirigido de Fipronil.

El analisis toxicolégico de Fipronil requiere en
primera medida su confirmacién fehaciente en
matrices alimentarias, ambientales y biol6gicas.
Se han realizado investigaciones enfocadas
en la identificacién y cuantificacion de este en
productos alimenticios de uso en animales,
(Han et al., 2021; Zainudin & Salleh, 2017) en
productos derivados de la industria de la cafia
de aztcar, panificacion, avicolas, entre otros,
que incorporan productos en los cuales en su
produccién primaria se empled el pesticida,

principalmente en el control del picudo
Rhynchophorus palmarum (Biswas et al., 2019;
Castilla-Fernandez et al., 2021; Charalampous
et al., 2019; Chen et al., 2022b; X. Li et al,,
2019). Se reporta principalmente el empleo
de cromatografia de gases y cromatografia
liquida, acopladas a sistemas de deteccion de
alta y baja resolucién, posterior a la extraccion
de los analitos donde se emple¢ la tradicional
extraccion liquido-liquido, y las mas novedosas
extracciones en fase solida dispersiva y
QuEChERS (X. Li et al., 2020; Mukherjee et al.,
2021; Zhao et al., 2021).

La Figura 7 muestra un flujo de trabajo general
para las principales técnicas de preparacion de
muestras reportadas en el analisis de Fipronil
o0 sus metabolitos. En resumen, la extraccion
por solventes (ejemplo: Soxhlet, extraccion
liquido-liquido) esta basada en la diferencia de
las solubilidades de un soluto entre dos fases
inmiscibles, es un proceso de particién, donde
el soluto se disuelve inicialmente en la fase
acuosa previo a la extracciéon. El metabolito
debe ser llevado a su forma neutra para que
su equilibrio de particién (LogP) sea mayor y
se distribuya en el solvente organico. Luego
de un tiempo de interacciéon entre las dos
fases, el soluto se distribuye hasta el equilibrio,
esta particion se mide con un coeficiente que
es dependiente de los volimenes y tipos
de muestra y solvente: la temperatura, la
superficie de contacto, las especies quimicas
y el pH de la extraccion. A pesar de alcanzar
altos factores de concentracién, facilidad de
automatizacién, rangos de operacion desde
microlitros hasta litros, algunos aspectos a
mejorar en la extraccién con solventes radican
en la generacién de residuos y rafinatos o co-
extractantes de componentes endoégenos de
matriz tales como acidos tricos y colesterol, los
cuales podrian se potenciales interferentes en
el analisis cromatografico (Gomes et al., 2022;
Grande-Martinez et al., 2015; P. Li et al., 2018;
Mandal et al., 2020; Zainudin & Salleh, 2017).
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Figura 7. Metodologias mas utilizadas para la extracciéon de Fipronil.

La extraccion en fase sdlida (SPE, por sus
siglas en inglés), permite el aislamiento y
concentracion del analito en un fluido a través
de una fase estacionaria sélida, la cual retiene
de manera selectiva los analitos, los cuales
serdn posteriormente eluidos empleando un
solvente. Su eficiencia es comparable en muchos
aspectos a la de extraccién con solventes, con la
ventaja de una mejor limpieza del extracto; sin
embargo, la recuperacion varia principalmente
con respecto a la capacidad de retenciéon de los
analitos, afectada por el volumen de ruptura,
el cual varfa principalmente acorde con el
didmetro de la particula, masa del sorbente y
area superficial (Atapattu & Rosenfeld, 2013;
Sofalvi et al., 2020; Truver et al., 2021).

La invencién de la técnica de micro extraccion
en fase sélida (SPME) se atribuye al grupo de
investigacion liderado por Pawliszyn. Con este
desarrollo, se pasa de volimenes de mililitros

a microlitros de solvente, convirtiéndose en la
primera aproximacioén a la quimica analitica
verde, permitiendo que metabolitos de baja
o media polaridad se extrajeran de matrices
acuosas o gaseosas en una fibra polimérica,
unida a una jeringa; la extraccién ocurria por
difusion pasiva, con una eficiencia dependiente
del coeficiente de particion fibra/muestra, pH
de las fases, fuerza iénica y tipo de soluciéon
aceptora. Posterior a Pawliszyn, se han
dado desarrollos como la micro extraccion
en fase liquida (LPME), la micro extracciéon
en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME),
la micro extraccion de barra de disolvente
funcionalizada (HF-SBME) y otros dispositivos
que buscan aumentar la superficie de contacto
y aprovechar la fuerza electromotriz, tales
como discos rotatorios y barras de disolvente
funcionalizadas con electro membranas
(Asghari et al., 2017; Maddadi et al.,, 2017;
Nazario et al.,, 2017; Shamsayei et al., 2017;
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Sousa et al.,, 2020). Finalmente, la extraccion
QuEChERS (por su significado en inglés quick,
easy, cheap, effective, rugged, and safe) ha ganado
interés en el analisis de pesticidas en general,
debido a que combina las bondades de la
extraccion liquida tradicional con la extraccion
en fase s6lida dispersiva, permitiendo particion
de los analitos, y limpieza de los extractos,
mientras se logran recuperaciones superiores
al 70 %, empleando en algunos disefios
bajos volimenes de solventes y cantidad
de muestras, a niveles de micro extraccién
dispersiva (Garcia-Vara et al., 2023; Q. Li et al.,
2023; N. E. Song et al., 2019).

Una vez extraidos y concentrados los analitos,
estos deben ingresarse a un sistema analitico
que permita su identificaciéon. Por definicién,
un sistema ideal es aquel que permita el
andlisis simultdneo de un amplio rango
de xenobidticos con diversas propiedades
fisicoquimicas  (cobertura), de manera
robusta, especifica, sensible y reproducible.
No obstante, debido a que los metabolitos
varian ampliamente (ejemplo: peso molecular,
polaridad, solubilidad, log p), no existe una
sola metodologia capaz de cubrir todo el
espacio quimico, y cada una tiene diferentes
limitaciones.

La tabla 3 muestra una comparaciéon de las
ventajas y oportunidades de mejora que

poseen las técnicas mas reportadas para la
identificacion de Fipronil y sus metabolitos.
Para la identificacion de Fipronil, sus
metabolitos 'y componentes enddgenos
de las matrices (co-extractantes), se ha
reportado el uso principalmente de sistemas
de cromatografia de liquidos y de gases
acoplados a espectrometria de masas. En las
investigaciones mads recientes se privilegia
el uso de sistemas de deteccion de masas en
tdndem, tales como triple cuadrupolo (QqQ-
MS), ampliamente empleado en cuantificacion;
sin embargo, este sistema de deteccién, al igual
que el cuadrupolo simple, son considerados de
baja resolucion, es asi como, existe el riesgo de
falsos positivos o negativos, al no diferenciar
entre compuestos isotérmicos o isobaricos. Por
tanto, estos solo brindan una identificacion
tentativa. Es preferido entonces, por los
investigadores, sistemas de alta resolucion
tales como cuadrupolo acoplado a sistemas de
alta resolucion (Q-TOF-HRMS y Q-ORBITRAP-
HRMS), los cuales ademéas de resolver
entre pares criticos al brindar resoluciones
superiores a 50.000 FWHM, pueden aportar a
una anotacién fehaciente. Su gran desventaja
es el alto costo de adquisicién, mantenimiento
y compra de consumibles (Hyotuldinen &
Wiedmer, 2013)(Gross, 2017; Komsta et al.,
2018; Putri & Fukusaki, 2015).
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Tabla 3. Comparacién general de las técnicas analiticas publicadas.

Técnica Ventaja Desventaja

Robusta, no destructiva, Espectros convoluidos,

compatible con automatizacion, solapamiento de picos, baja

pretratamiento simple, resolucién, baja  sensibilidad,

tiempos de andlisis cortos, requiere herramientas de andlisis

Espectroscopia de resonancia cuantificaciéon ~ potencial, = no multivariado, alto costo de
magnética nuclear requiere derivatizacién, potencial adquisicién y mantenimiento, baja

RMN de elucidacion estructural, capacidad de muestras por dia.

bajo costo de mantenimiento,
reproducibilidad, versatilidad.

Espectroscopia infrarroja con Andlisis rapido, potencial de Espectros convoluidos,
transformada de Fourier entregar composicion quimica, no solapamiento de picos, baja
FT-IR requiere derivatizacién, bajo costo resolucién, baja  sensibilidad,
de adquisicién y mantenimiento, requiere herramientas de analisis
rapida puesta a punto. multivariado, baja  capacidad
de muestras por dia, andlisis no

automatizable.
Cromatografia de gases acopladaa Alta sensibilidad, selectividad, Largos tiempos de corridas,
espectrometria de masas automatizacion y andlisis de gran requiere pretratamiento
GC-MS cantidad de muestras por dia, de muestras (extraccion y

analitos resueltos, identificaciéon derivatizacion)

de compuestos desconocidos,
acoplable a librerfas de espectros
(comerciales y gratuitas),
automatizaciéon de andlisis de
datos o andlisis por baches.
Aumento de capacidad resolutiva
para sistemas en tdandem.

Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas
LC-MS

Alta sensibilidad, selectividad,
automatizacién y anélisis de gran
cantidad de muestras por dia,
analitos resueltos, identificacion
de compuestos desconocidos,
acoplable a librerias de espectros
(comerciales y gratuitas),
automatizacion de analisis de
datos o andlisis por baches.
Aumento de capacidad resolutiva
para sistemas en tdndem.

Largos tiempos de corridas, a
requiere extracciéon de muestras,
corrimientos en los tiempos de
retencion.

Electroforesis capilar
CE-UV or CE-MS

Alta resolucién, poco volumen
de muestra, tiempo de corrida
corto, no requiere derivatizacion,
bajo costo de adquisicion y
mantenimiento.

Baja sensibilidad y
reproducibilidad no  existen
librerias, baja capacidad de
muestras por dia.

Herramientas in silico para el analisis de toxicidad de Fipronil.
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La aplicacion de métodos quimiométricos
y computacionales, basados en modelos de
relacién estructura-actividad (SAR, QSPR,
QSAR) para soportar el andlisis de riesgo
toxicologico asociado al Fipronil, ha permitido
generar modelos in silico, a partir de una
base de datos construida con informacién
experimental estructurada y armonizada que
incluye la alineacion de descriptores y huellas
moleculares o bioldgicas validadas aplicando
modelamiento estadistico (Carnesecchi et
al., 2020; Ivanciuc et al., 2012; Stenberg &
Andersson, 2008).

Los descriptores moleculares son propiedades
estructurales o fisicoquimicas de una molécula
o parte de una molécula, y describen la
estructura en términos numéricos. Las huellas
moleculares corresponden a metodologias de
codificacién estructural de una molécula, las
estructuras mds comunes corresponden a una
serie de digitos binarios (bits) que representan
la presencia o ausencia de subestructuras
particulares, su comparaciéon permitiria
establecer la similitud entre dos moléculas y
con respecto a una estructura de referencia o de
btsqueda. Finalmente, pueden emplearse para
predecir la actividad biolégica relacionada a un
efecto nocivo o a una ruta o rutas o vias para ese
resultado o efecto nocivo (Zhang et al., 2015).

Las herramientas computacionales para la
prediccion de la toxicidad agrupan una amplia
variedad de aproximaciones, partiendo desde
la formacién de una relacion simple entre un
fragmento estructural y un evento toxicolégico,
hasta la compleja relacion multivariada entre
descriptores y valores toxicolégicos (Cotterill
et al.,, 2020; Herrmann et al.,, 2020; Speck-
Planche et al.,, 2012). Estas aproximaciones
se usan de manera cada vez mds recurrente
para predecir la toxicidad como alternativas
a experimentaciéon animal. La estrategia read-
across es el nuevo paradigma, esta ayuda a
predecir toxicidad al identificar similitudes en
compuestos y datos experimentales previos.
Esta Asume que moléculas similares tienden

a exhibir actividades similares, el objetivo
final es desarrollar herramientas globales de
modelado capaces de categorizar compuestos
quimicos  estructuralmente  diversos en
varias categorias y predecir su toxicidad
aguda, usando descriptores moleculares.
Con los datos experimentales se construyen
modelos de regresién, usualmente empleando
particiones de entrenamiento, validacién,
prueba, e inteligencia artificial tales como
redes neuronales (ANN), redes neuronales
probabilisticas (PNN), redes neuronales
de regresiéon generalizada (GRNN), redes
neuronales multicapa perceptréon (MLPN),
redes neuronales de base de funcion radial
(RBEN), programaciéon de expresiéon génica
(GEP) y éarboles de decisiones (DT) (Benigni,
2019; Kennedy et al., 2020; Marzo et al., 2020;
Raitano et al., 2018). La diversidad y falta de
linealidad en los datos se prueba usando un
indice de similaridad de Tanimoto y estadistica
de Brock-Dechert-Scheinkman. Finalmente,
la capacidad predictora de varios modelos
se compara intra e inter-modelo empleando
estadisticos como R* y Q? (Calster et al., 2023).

La figura 8 muestra un diagrama general del
flujo de trabajo para establecer y validar un
modelo QSAR para evaluacién de toxicidad. El
primer paso en toda investigacion consiste en la
revision del estado del arte y de los supuestos
relacionados con el modelo a construir, luego
se debe organizar la informacion experimental
de tal forma que los datos queden organizados
en una matriz compatible con el sistema
analitico, estos son la entrada a la generacion
del modelo QSAR por via del analisis
estadistico. Este conjunto de datos consiste en
las respuestas experimentales a ser modeladas
y el correspondiente conjunto de estructuras de
descriptores moleculares para cada compuesto
quimico, los cuales se calcularan usando el
software adecuado. El siguiente paso es el
analisis de los datos, eso quiere decir probar la
distribucién de los datos en el espacio quimico
y experimental, sefialando valores atipicos o
agrupaciones (clusters) particulares.
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En la préactica usual de QSAR, los autores
recomiendan desarrollar y proponer modelos,
siempre verificando su valor predictivo en
nuevos compuestos quimicos; esto quiere
decir, usar una base de datos ya conocida para
entrenar el modelo y establecer los algoritmos
predictores de las correlaciones estructura-
actividad y luego wvalidar analizando
contra uno o varios datos externos de valor
conocido. Esto se conoce como set de datos
de entrenamiento y prediccién, estos que son
evaluados empleando estadisticos de prueba.

Toxicidad del Fipronil. Revision sistematica de la literatura

Una vez el andlisis estadistico se ha realizado
a conformidad, se desarrolla el modelo, los
descriptores moleculares pueden ser a priori,
seleccionados por el analista o por el software.
Seria ideal usar todas las combinaciones de
descriptores disponibles para el cédlculo del
modelo, y luego aplicar el procedimiento de
algoritmo genético (GA) para el desarrollo
final del modelo (Gadaleta et al., 2019; Lévéque
et al., 2022; Ruiz et al., 2017; Yousefinejad &
Hemmateenejad, 2015; Zhang et al., 2015).

Importacién de datos

Andlisis y configuracién de datos

Pre-filtrado por valores C_O‘nj:lfl'ltﬂ de datos e —
constantes y correlacién por Divisién de los datos
emparejado PCA estructural ;
Seleccién y entrenamiento de los datos :
s, | HE
S, | ¥y ™Y
5, | ¥, o o l
. e oo
.-\z Seleccién de descriptores
Disefio experimental Algoritmos genéticos (GA)
Inspeccién grafica Reglas de filtrado ( QUIK)
—>
Muestra MODELO QSAR Test
Hipétesis
Y

A

_ V?:\(.&[.

Consenso de modelado

Seleccion multiple de
modelos por PCA de

N

Andlisis y validacién del modelo

Andlisis del desempefio

(R?, Q?, RMSE, F-value...)
Ranking de los modelos

4

descriptores residuales

A

Validacién externa y seleccién del modelo al

Validacién por diversos criterios (Q2fn, CCC, R%ext...) en un
set de datos de prediccidn externo
Toma de decisiones multicriterio (MCDM) : -

I

Fundamentacién tedrica del modelo

Actividad relevante del xenobidtico: propiedades fisicas y

quimicas, érganos diana, efectos, dosis, rutas de toxicidad.

5| Efectos in vitro validados: érgano diana versus SAR
Riesgo a priori

Poblacién y datos de la exposicién

Figura 8. Pasos para construir y validar un modelo QSAR
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El analisis basado en la similitud molecular
es uno de los conceptos mds ampliamente
explotados en areas de la quimio informatica,
tales como la quimica medicinal y el disefio
de farmacos. Es aplicada a mdultiples tareas,
incluyendo  prediccion de propiedades,
sintesis, busqueda de similitud, screening
virtual, andlisis de conglomerados y diversidad
molecular. La toxicologia del siglo XXI se
encuentra con la creciente necesidad de
reducir, refinar y reemplazar las pruebas
toxicologicas empleando modelos animales
para la identificacion de riesgos. Los ensayos
para toxicidad aguda de compuestos quimicos
comtnmente estan basados en la bateria “6
pack” de pruebas, la cual incluye cuatro puntos
finales topicos (sensibilizacion e irritacion
cutdnea, corrosion e irritacién ocular), y 3
puntos finales sistémicos (toxicidad aguda oral,
aguda por inhalacién y aguda dérmica) (Borba
et al., 2022). Finalmente, se genera la necesidad
de desarrollar nuevas aproximaciones para el
andlisis toxicolégico que ayuden a reducir el
testeo en animales, con este fin algunos autores
han propuesto metodologias basadas en
inteligencia artificial que generan predicciones
de toxicidad, estimando la confianza del
modelo, y el dominio de aplicaciéon dentro
del espacio quimico, indicando ademaés los

segmentos de la molécula que contribuyen a la
toxicidad (Borba et al., 2022; Moreira-Filho et
al., 2021; A. C. Silva et al., 2021).

EL laboratorio LabMol desarroll6 la plataforma
BeeTox*, esta se basa en un modelo de
inteligencia artificial que permite predecir para
los puntos finales LD,  por toxicidad aguda
oral, y LD,, por toxicidad aguda por contacto
para abejas (Apis mellifera), empleando los
descriptores moleculares MACCS y Morgan
EFCP2, y los algoritmos de aprendizaje
automatico Random forest, redes neuronales
profundas DNN, y maquinas de soporte
vectorial (SVM), permitiendo estimar LD,
= 1020,418 y 70,0817 ng de Fipronil / abeja
para ensayos de toxicidad aguda oral y por
contacto respectivamente. La figura 9 muestra
la predicciéon que arroja el software sobre los
sitios activos de la molécula de Fipronil en su
impacto para la LD,, por toxicidad aguda por
contacto. La actividad predicha estd asociada
con atomos electronegativos y aquellos que
poseen pares electrénicos desapareados (fltor,
nitrégeno y azufre), estos pueden participar
facilmente en reacciones de oxido reduccién, y
en la activacion de la resonancia facilitada por
atomos atrayentes de electrones (Moreira-Filho
et al., 2021).
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Overall Contribution LD50 = 70.082 ( pLD50 = 4.15 = 0.08)

I I
104.4 831
(3.98) (4.08)

1
131.1
(3.88)

1
164.6
(3.78)

I
206.7
(3.68)

- W
I 1 1 1 1
66.2 52.7 420 334 266
(4.18)  (4.28) (4.38) (448) (4.57)

Figura 9. Contribucién de los sitios activos predichos para LD, de Fipronil usando el software BeeTox"!

Conclusiones y trabajo futuro

Si bien no se encontraron indicios de la
asociacion de la exposiciéon a Fipronil y la
aparicion de cancer, la exposicion aguda y
créonica puede producir efectos sistémicos
asociados a sistemas GABAérgicos, aumento
en la presion arterial, reduccién de los niveles
hormonales asociados al desarrollo sexual,
reducciéon de los metabolitos asociados con la
respiracién y la homedstasis celular, con efectos
estadisticamente diferentes en mamiferos
comparado con insectos. Se puede inferir
gran impacto toxicolégico en abejas, para
quienes ademds de disminuir la capacidad

de reproduccién, genera malformaciones
congénitas, altera el comportamiento y la
comunicacion entre organismos.

Fipronil elimina cerca del 94 % de la peste,
hacia la cual tradicionalmente es dirigido
(Rhynchophorus palmarum); sin embargo, su
falta de selectividad hace que sea altamente
toxico hacia las abejas expuestas por contacto e
ingestién, ademas, puede eliminar cerca del 90
% delos insectos que cohabiten en el ecosistema,
con pobres tasas de recolonizaciéon. Como
aspecto positivo, no ha mostrado letalidad en
gusanos de tierra, responsables de aportar a la
fertilidad y productividad del suelo.
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La principal actividad metabdlica para
Fipronil estd asociada a la S-oxidaciéon del
azufre (dtomo 21), el cual produce su principal
metabolito de fase I, Fipronil-sulfona, el cual
es fisiolégicamente activo, la reacciéon en el
nitrégeno de la amina primaria (dtomo 1)
usualmente sigue en fase II la produccién de
un analito glucuronidado. Acorde a las rutas
metabdlicas y las propiedades fisicoquimicas,
Fipronil y sus metabolitos pueden ser
encontrados en bilis, sangre (muestreos
cercanos a la exposicién) y orina como principal
via de eliminacién.

Elanalisis toxicol6gicomediantelaaplicaciénde
aproximaciones metabolémicas es una técnica
analitica relativamente nueva y prometedora,
que tiene el potencial de identificar y validar
biomarcadores relacionados con la intoxicacién,
la enfermedad, la contaminaciéon ambiental, y
la seguridad de aplicacion de Fipronil.

Los estandares para andlisis de riesgo de
toxicidad relacionada con varios puntos
finales atin corresponden a modelos animales,
especialmente en conejos, técnica que desde
hace afos es considerada cruel, poco confiable
y con relevancia biolégica cuestionable al
trasladarse a modelos en humanos. Esto da
fuerza a la necesidad de implementar y validar
modelos in vitro e in silico para el andlisis de
sitios activos, rutas metabdlicas sefializadas o
impactadas y metabolitos expresados.

Se requieren investigaciones posteriores mas
profundas en el desarrollo y aplicaciéon de
técnicas analiticas miniaturizadas para la
cuantificacién de Fipronil en diversas matrices
alimentarias, ambientales y  biolégicas,
eliminando el efecto de estas en la recuperacion
analitica. Es una necesidad de la comunidad, la
unificaciéon de criterios para el aseguramiento
de la calidad de los ensayos y la anotacion
empleando espectrometria de masas en tindem.
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