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RESUMEN

Los herbicidas son vitales para el manejo de los cultivos en cuanto a su funcién controladora de arvenses vy el
beneficio indirecto que esto trae a la productividad de los cultivos. No obstante, su uso genera problemas
ambientales, de salud publica y econdmicos. Su nivel de toxicidad, la proporcion de ingrediente activo que se
retiene en el ambiente y los costos asociados se combinan para convertirles en uno de los insumos agricolas
mas costosos del mercado. Por lo tanto, existe una gran necesidad de desarrollar nuevos métodos para
mitigar estos problemas. Aqui, informamos por primera vez sobre la sintesis de nanoherbicidas a base de poli
(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) cargados con atrazina como ingrediente activo, obtenidos mediante el
nanoprecipitaciéon modificada. Caracterizamos las particulas segin morfologia, tamafio, interaccion
molecular, FTIR, eficiencia de encapsulacién y tasa de liberacion, entre otros. Finalmente usamos plantas de
papa como modelo bioldgico para evaluar el herbicida donde evaluamos el efecto de diversas dosis sobre el
crecimiento de plantas in vitro. Para poder observar los cambios ultraestructurales en las plantas anallizadas,
se adaptd un método para procesar las muestras de apices radicales mediante tincidn selectiva y observacion
de cambios en la ultraestructura con microscopia de fluorescencia con lo que se compard la distorsidn
potencial del nanoherbicida en el ciclo celular.

Nuestro método produjo nanoherbicidas con un tamafio promedio de 110 + 10 nm antes de la liofilizacion,
cuyo tamafio se incrementd hasta cinco veces posterior a la liofilizacion. La eficiencia de encapsulacion
obtenida fue de 50%, y encuanto a la tasa de liberacion, el cincuenta por ciento de la atrazina cargada en la
matriz de PLGA se libera en 72 h. Ademads, realizamos simulaciones Monte Carlo para determinar la
interaccion quimica entre atrazina, PLGA y el sistema solvente. Uno de los resultados mas significativos de
estas simulaciones fue encontrar la formacién de un enlace de hidrégeno de 1,9 A entre PLGA vy atrazina, lo
que hace que esta interaccidon sea muy estable. El andlisis FTIR reveld grupos funcionales asociados a la
estructura de las moléculas en estudio, tanto del polimero, la atrazina y la interaccion de ambas.

Los bioensayos mostraron que conforme aumenta la concentracion de atrazina en las nanoparticulas de
PLGA, las plantas de papa experimentaron una disminucion significativa en la longitud del tallo, la longitud de
la raiz, el peso fresco, el peso seco y el nimero de hojas, siendo la longitud de la raiz la mas afectada. Estos
resultados experimentales sugieren la eficacia herbicida de los nanoherbicidas PLGA cargados con atrazina
para inhibir el crecimiento de la planta de patata. Por lo tanto, presentamos la prueba de concepto para el
uso de nanoherbicidas PLGA como método alternativo para inhibir el crecimiento de arvenses. Los estudios
futuros implicardn una comprension profunda del mecanismo de interaccion planta-nanoherbicida, asi como
el papel de PLGA como potenciador del crecimiento.

De los ensayos de tincién de nucleo selectiva y su exploracién con microscopia fluorescente, se obtuvieron
evidencias para verificar el efecto que presentan los herbicidas en la distorsién del ciclo celular,
principalmente en el arresto parcial de algunas fases previas a la mitosis. El protocolo que se estandarizd para
realizar estos ensayos se validé y ahora forma parte de las herramientas del laboratorio de bioguimica
aplicada para el estudio del ciclo celular en apices de raiz.

INTRODUCCION
Proteger los cultivos de las arvenses que roban nutrientes es una parte esencial de la agricultura. Los
herbicidas juegan un papel vital en el control y la conservacion de cultivos. Sin embargo, su uso genera

muchos problemas ambientales, econdmicos y de salud humana.

Los herbicidas actuales representan un riesgo significativo para el medio ambiente, ya que grandes
cantidades de herbicidas son arrastrados a los arroyos y rios por escorrentia, lo que puede eliminar
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organismos que no son el objetivo y alterar los ecosistemas (Nicodemo et al., 2014; Corsini et al., 2013; Jie et
al., 2012; Wauchope, 1978).

El uso generalizado de herbicidas, como la atrazina, también presenta problemas econdmicos porque estos
herbicidas se evaporan rdpidamente y quedan facilmente atrapados en la capa superior del suelo debido a la
absorcion del suelo (Mudhoo et al.,, 2011; Gamble, 2008). Por lo tanto, menos del 0,1% de los herbicidas
aplicados alcanzan los organismos objetivo (Otalvaro and Brigante, 2018). Incluso el herbicida que alcanza la
arvense objetivo puede ser ineficaz debido a la mala translocacién en la planta y al desarrollo de organismos
resistentes a los herbicidas. Debido a este fendmeno, se requieren mayores cantidades de herbicidas, lo que
puede exacerbar el dafio ambiental. Para superar estos problemas, se necesita un nuevo sistema de
distribucion para proteger los herbicidas, garantizar que lleguen a la arvense y mejorar el transporte del
herbicida dentro de la maleza objetivo.

Los sistemas de administracion basados en nanoparticulas para herbicidas, también conocidos como
"nanoherbicidas", han demostrado ser muy prometedores para mejorar la eficacia de los herbicidas (Pereira
et al., 2014; Grillo et al.,, 2014; Kah et al., 2013; Silva et al.,, 2011). Los nanoherbicidas consisten en un
herbicida tradicional encapsulado dentro del nicleo de una nanoparticula, que protege y dirige el herbicida al
organismo objetivo.

En esta investigacion nos enfocamos en el desarrollo de un novedoso sistema de administracion de
nanoherbicidas basado en un polimero PLGA. PLGA es un copolimero biocompatible, biodegradable y
aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) formado por dos mondmeros diferentes: lactico
y glicolico.

MARCO TEORICO

Atrazina

La atrazina es el segundo herbicida mas popular en los Estados Unidos, ya que es muy eficaz para controlar las
malas hierbas y ha demostrado ser inofensivo para los cultivos de maiz (Pereira et al., 2014). Sin embargo, la
atrazina puede causar graves dafios ambientales. Por ejemplo, en los Estados Unidos, contamina mas fuentes
de agua que cualquier otro pesticida (Giliom et al.,, 2006). En la Unién Europea, la atrazina ya ha sido
prohibida porque la contaminacidon con atrazina en el agua subterranea excedié los limites maximos
establecidos por la ley (EEC, 2014). Ademas, los estudios indicaron que la atrazina tiene efectos nocivos en los
organismos no objetivo en los ecosistemas acudticos (Corsini et al., 2013; Schulz, 2004; Wauchope et al.,
1978).

Nanoherbicidas

Los nanoherbicidas tienen el potencial de prevenir la rdpida evaporacion de los ingredientes activos y mejorar
tanto la absorcion de los herbicidas a través de la raiz de la planta como la translocacién dentro de la planta
(Pereira et al.,, 2014; Grillo et al.,, 2014; Kah et al., 2013; Silva et al.,, 2011). Ademas, los nanoherbicidas
pueden reducir la cantidad de herbicida atrapado en la capa superior del suelo, consecuentemente
disminuyendo la contaminacién del agua debido a la escorrentia removida del suelo superficial. De manera
similar, la PEGilacion de la superficie de las nanoparticulas también puede mejorar la absorcién y la
translocacion de las nanoparticulas en la planta y disminuir la cantidad de herbicida libre que podria
contaminar los arroyos y llegar a organismos no objetivo. Asi, podemos reducir la cantidad de herbicida
entregada a especies no objetivo en dreas circundantes o rio abajo al aumentar la eficiencia de la entrega del
herbicida a la maleza objetivo.
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Varios grupos de investigacién han sintetizado una amplia variedad de nanoherbicidas que combinan
tensioactivos, polimeros y nanoparticulas metalicas para facilitar la aplicacién de herbicidas en campos de
cultivo al superar la insolubilidad de algunos herbicidas. Cada tipo de nanoherbicida tiene un propdsito
especifico. Por ejemplo, microemulsion (6-50 nm), nanoemulsiéon (20-200 nm) y la nanodispersion (50-200
nm) tienen como objetivo aumentar la solubilidad de los ingredientes activos (Al) poco solubles en agua (Kah
etal., 2013).

Polimeros naturales para encapsulacién

Existen reportes de nanoherbicidas a base de polimeros que buscan liberar la carga util de manera lenta y
sostenida mientras previenen la degradacion prematura del ingrediente activo. Esta clase de nanoherbicidas
incluye polimeros como poli(épsilon-caprolactona) (PCL) (de Oliveira et al., 2015; Pereira et al., 2014; Grillo et
al., 2012), quitosano (Namasivayam and Aruna, 2017), y alginato (Kumar et al., 2014). Ahora con esta
investigacion estaremos sumando el reporte del PLGA como material transportador de nanoherbicidas.

El PLGA es un copolimero biocompatible, biodegradable y aprobado por la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA) formado por dos monémeros diferentes: lactico y glicolico. PLGA proporciona varias ventajas
significativas sobre otros nanoherbicidas basados en polimeros. Primero, la tasa de degradacion de este
copolimero se puede manipular de acuerdo con nuestras necesidades agricolas variando la relacion entre los
mondmeros de lactico y glicolico. La degradacion de PLGA se produce por hidrélisis, que escinde los enlaces
éster de los mondmeros lactico y glicdlico. Los enlaces éster de los mondmeros de lactico experimentan una
tasa de degradacion mucho mas lenta debido al efecto estérico del grupo CH3 que esta presente en el
monomero de lactico pero no en el de glicdlico (Makadia and Siegel, 2011). Esta caracteristica quimica
permite ajustar el perfil de degradacién del nanoherbicida PLGA, que no se puede lograr con otros materiales
como por ejempo el homopolimero PCL. Ademas, el quitosano, un polimero altamente hidrofilico
(Namasivayam et al., 2014), no se puede utilizar para encapsular con éxito la atrazina. El PLGA tiene un perfil
de liberacién basado en la degradacion (es decir, el ingrediente activo se libera al unisono con la degradacién
de la nanoparticula). Esto evitara el problema de la rapida separacién del ingrediente activo del nanoportador
después de llegar a la superficie del suelo/planta, lo que puede afectar significativamente el transporte del
ingrediente activo (Chen et al., 2015; Chen and Yada, 2011; Graymore et al., 2001).

De hecho, el PCL también sigue este perfil de liberacion basado en la degradacion y logra un efecto de
liberacion similar. Sin embargo, presenta su propio desafio ambiental debido a su lenta tasa de degradacién, a
diferencia del PLGA, que se degradara por completo en 6 meses como maximo, el PCL se degrada en 1 a 3
afios (Heimowska et al., 2017). Este es un periodo prolongado para que el PCL interactle con los organismos
del medio ambiente.

Ademas, otros polimeros como el alginato no son toxicos solo cuando son de alta pureza. Obtener ese nivel
de pureza a menudo implica procesos de sintesis extensos y costosos (Lee and Mooney, 2012). El PLGA, sin
embargo, es un polimero inofensivo que se degrada completamente en subproductos no toxicos. De hecho,
cuando se produce la hidrdlisis, los mondmeros lactico y glicélico se transforman en acido lactico y glicélico,
respectivamente, que son metabolizados por el ciclo de Krebs. Los subproductos del ciclo de Kreb son didxido
de carbono y agua. Por lo tanto, el PLGA no es téxico para humanos, plantas o animales (Makadia and Siegel,
2011). Ademas, vale la pena mencionar que el PLGA actualmente se puede comprar en kilogramos o
toneladas a bajo costo de los fabricantes chinos. Por lo tanto, la produccién a gran escala de nanoherbicidas
PLGA puede no representar un desafio técnico para el uso de nanoherbicidas PLGA en entornos agricolas.
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Sintesis de particulas poliméricas

La nanotecnologia se dedica al estudio de la manipulacion de materiales a nivel nanométrico, con
dimensiones entre 1 y 100 nandmetros. Esta escala de tamafio presenta propiedades fisicoquimicas Unicas
gue permiten la creacion de materiales y particulas con diversas aplicaciones multidisciplinarias, entre las que
se destaca la capacidad de transporte y proteccién de metabolitos (Mohan et al., 2016). Debido a su tamafio y
estructura, estas particulas pueden atravesar barreras bioldgicas y alcanzar su destino mas rapidamente que
moléculas de mayor tamafio (Su and Kang, 2020).

Por su parte, las microparticulas estructuradas tienen un tamafio de 1 a 1000 micrémetros y pueden tener
diversas formas y estar hechas de polimeros tanto naturales como sintéticos. Estas particulas también
presentan propiedades de transporte y proteccién del ingrediente activo, resultado de su estructura (Lengyel
et al., 2019). La formulacién de las particulas varia segin el objetivo de la investigacion, y existen varias
estrategias y métodos para su produccion, como la dispersién de polimeros preexistentes, la polimerizacién
de diferentes materiales (Zielinska et al., 2020). Algunos de los métodos mas utilizados son la gelificacién
ionotropica (Khoder et al., 2010), microemulsion, emulsificacion por difusion de solventes, coalescencia,
coacervacion (emulsién), evaporacién de solventes (Nagpal et al., 2010), secado por aspersion (Garcia et al.,
2015) , precipitacién sénica, sintesis de fluidos supercriticos, métodos criogénicos, entre otros (Wais et al.,
2016).

Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas poliméricas

Es necesaria la caracterizacion fisicoquimica tanto de las bioparticulas resultantes como de los materiales
originales, se utilizan por lo general métodos como la espectroscopia infrarroja, la dispersién de luz dindmica,
la microscopia electronica de barrido, la interaccién molecular, entre otros.

Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica que se basa en el espectro electromagnético y se utiliza para
determinar los grupos funcionales presentes en la pectina y sus bioparticulas. Al pasar radiacién a través de
una muestra y determinar qué fraccién ha sido absorbida, se obtiene un espectro IR. La energia de cada pico
en el espectro esta relacionada con la frecuencia de vibracién de una parte de la molécula, que se encuentra
entre 12800-10 cm-1 y se divide en tres técnicas: IR lejano, IR medio y IR cercano. Con IR medio, se pueden
realizar determinaciones cualitativas y estructuras moleculares de compuestos organicos e inorganicos a
partir de sus grupos funcionales con una preparacion minima de la muestra (Dutta, 2017; Stuart, 2005b,
2005a).. La vibracion puede ser de dos tipos, tension y flexion, y dentro de cada tipo existen diferentes
subtipos. Los factores que influyen en la energia de los fotones para producir vibraciones en las moléculas
incluyen la masa de los atomos, la geometria de la molécula, la rigidez de los enlaces quimicos y los periodos
de las vibraciones atémicas (El-Azazy, 2018). Se pueden estudiar casi cualquier muestra en diferentes estados:
liquido, polvo, pasta y gas, utilizando equipos que utilizan una transformada de Fourier de haz simple (Dutta,
2017; Stuart, 2005b, 2005a).

Dispersién de luz dindmica

La técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) se utiliza para medir el tamafio de las particulas en una solucion
o su potencial superficial (Lawrie et al., 2009). Al ser alcanzadas por un rayo de luz laser, las particulas
dispersan la luz en todas las direcciones posibles. La principal diferencia con la dispersion de luz estatica
radica en que la DLS se refiere a la variacion de la intensidad de la luz a lo largo del tiempo, y el término
"dindmico" se debe a las vibraciones de las particulas que se encuentran dispersas (Fennell and
Wennerstrom, 1999; Cuadros-Moreno et al., 2014).
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Tamafio de particula

El tamafio de las particulas en movimiento browniano aleatorio estd directamente relacionado con la
velocidad a la que se difunden, siendo las particulas mas pequefias las que se difunden mas rapido que las
mas grandes (Fennell and Wennerstrom, 1999). La temperatura en la que se realiza la medida influye en esta
velocidad de difusion, por lo que es importante conocer su valor exacto antes de llevar a cabo el
procedimiento (Kaszuba et al., 2008).

La medicion de la velocidad de difusion se realiza observando el patron de dispersion formado por las
particulas al pasar por un haz de luz Iaser. La intensidad de dispersion se registra mediante un fotodiodo de
avalancha (APD) y se genera una funcién de correlacién que permite analizar el tamafio y la distribucién de
tamafios de las particulas (Naiim et al., 2014; Yadav et al., 2011).

Potencial superficial

El potencial superficial se produce debido a la doble carga eléctrica presente en las particulas, lo que afecta la
distribucion de iones en su entorno. Esta carga neta en la superficie de la particula hace que los iones con
cargas opuestas se acumulen a su alrededor, lo que resulta en una capa de liquido circundante dividida en
una region interna y una externa. La region interna esta unida fuertemente a los iones, mientras que la region
externa esta unida con menos firmeza. Dentro de la region externa se forma un limite donde las particulas y
los iones forman una unidad estable. Cuando la particula se mueve, los iones dentro de este limite se mueven
con ella, mientras que los que estan fuera no lo hacen. Este limite se conoce como la superficie de corte
hidrodindmica o el plano de deslizamiento. El potencial en este limite se llama potencial zeta (Grahame, 1947;
Bhattacharjee, 2016; Carvalho et al., 2018).

El potencial zeta puede ser utilizado como indicador de la estabilidad del sistema coloidal, donde valores
grandes indican una mayor repulsion entre particulas y, por lo tanto, una menor probabilidad de floculacién.
En contraste, valores cercanos a cero sugieren una mayor atraccién entre particulas, lo que puede resultar en
floculacién. Se considera generalmente que un potencial zeta de magnitud mayor a 30 o menor a -30 mV
indica estabilidad en el sistema coloidal (Fennell and Wennerstrém, 2001).

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM) permite la caracterizacion fisica de superficies y polimeros
heterogéneos. El principio de su uso se basa en la irradiacion de la muestra con un haz de electrones. Esta
irradiacién produce electrones secundarios, electrones retrodispersados, rayos X, fotones o electrones Auger.
Estas sefiales luego son capturadas por el equipo y se utilizan para medir la composicion o topografia de la
superficie (Zankel et al., 2017; Zhou et al., 2006).

Energia de interaccién

La energia de interaccion se define como la diferencia entre la energia de un complejo no covalente y la suma
de las energias de los fragmentos aislados. Esta energia se puede calcular encontrando la diferencia entre la
energia combinada de los objetos y todas sus energias aisladas. Existen varios métodos para calcular la
energia de interaccion entre dos moléculas, incluyendo métodos basados en componentes y enfoques
supermoleculares (Floris and Tani, 1999). Para explicar estos fendmenos se emplean modelos matematicos
gue determinan cambio en la energia cuando ocurre una interaccién. Una de las herramientas empleadas
para este propdsito es MOPAC, este un paquete de software de quimica computacional que se puede utilizar
para calcular la energia de interacciéon entre moléculas o las energias de interaccidon electrostatica
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intermolecular entre dos especies radicales. MOPAC utiliza varios métodos tedricos, incluyendo calculos SCF,
capacidad de estado sdlido, interaccion de configuracion multi-electréonica, optimizacién de geometria y

analisis de coordenadas normales (Stewart, 2013).
Mecanismos de accidn de las particulas poliméricas

La estructuracién de microparticulas conlleva propiedades y ventajas para el transporte y proteccion de
principios activos, que pueden ser liberados de forma inteligente y programada en diferentes tejidos. La clave
para controlar la liberacién o transporte de estas particulas es la respuesta a diferentes estimulos
fisicoquimicos y bioldgicos en el entorno quimico en el que se aplican, tanto por separado como en
combinacion. Algunos de estos estimulos incluyen la temperatura, campos magnéticos, luz, campos
eléctricos, vibracién ultrasonica, efecto mecanico, cambios de pH y accion enzimatica, entre otros (Brigenti et
al., 2020). Dependiendo de la estructura de la particula, se pueden dividir en capsulas o particulas que
contienen una matriz con dominios variables que protegen el principio activo. Los mecanismos de activacion

son similares y se detallan en la figura 1.
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Figura 1. Mecanismos de activacion de microparticulas. A. Cdpsulas. B. Particulas. (Lengyel et al., 2019).

METODOLOGIA
Objetivo especifico 01: Sintetizar, encapsular y caracterizar nanoparticulas de PLGA con atrazina.

Actividad 1.1 Sintesis de nanoparticulas de PLGA encapsulando Atrazina.

Los nanoherbicidas PLGA se sintetizaron utilizando un método de nanoprecipitacién modificado
desarrollado in house por los colaboradores de la George Mason University (USA). Se prepararon
soluciones madre de 1 mg/ml de DSPE-PEG-NH2 y 1 mg/ml de lecitina en etanol al 4 %. Se agregaron
900 pL de la solucién de DSPE-PEG-NH2 y 1200 pL de la solucion de lecitina a un vial de vidrio de 20
mL que contenia 12 mL de agua desionizada (diH20) y 1700 uL de etanol al 4 %. Luego, la solucién se
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calentd a 68 °C durante 5 min con agitacion ligera usando una placa caliente IKA para preparar una
solucién madre de 2 mg/mL de PLGA en acetona.

Posteriormente, 1 mL de la solucion de PLGA y 2 mg de atrazina se afiadieron a un vial de vidrio mas
pequefio. Utilizando una aguja de 25 G 1 x 1,5 y una jeringa de plastico, la fase organica se afiadio
gota a gota a la fase acuosa con agitacion moderada. La aguja se sumergio en la solucion y se movid
lentamente hacia arriba y hacia abajo a medida que se afiadia la fase organica a la fase acuosa para
ayudar a prevenir la agregacion de particulas. Para sintetizar cantidades mas grandes de
nanoherbicidas, este procedimiento se amplid cinco veces. Para realizar esta tarea, se utilizaron las
mismas soluciones madre para preparar una solucion acuosa que constaba de 60 ml de H204;, 4,5 ml
de solucién madre de DSPE-PEG-NH2 y 6 ml de solucion madre de lecitina. A continuacién, esta fase
acuosa se calenté a 68 °C durante 8 min con ligera agitacion. Luego, se agregaron 5 ml de solucién
madre de PLGA a un vial de vidrio que contenia 10 mg de atrazina. Luego se afiadié la solucion
organica a la solucién acuosa utilizando el mismo método descrito anteriormente.

Actividad 1.2 Caracterizacidon de nanoparticulas de PLGA encapsulando Atrazina.

Tamafio de particula: se determind mediante la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS)utilizando
un analizador de tamafio de particulas submicrométricas N5 (Beckman Coulter). Primero se calibré
DLS utilizando perlas de polimero estandarizadas de 100 nm de tamafio. Luego, se mezclaron 3 pL de
la solucion de nanoherbicida con 2 mL de H20di en una cubeta de plastico y se configurd el andlisis
para 25 °Cy 90 ° de desviacion.

Morfologia: se analizé mediante un microscopio electrénico de transmisién (TEM), donde se
pipetearon 10 uL de la muestra de nanoherbicida en el lado de carbono de una rejilla de cobre.
Luego se agregaron 10 ulL de acetato de uranilo a la rejilla y se dejé secar durante 12 horas. Luego se
montaron las muestras en el goinometro del TEM Tecnai G spirit BioTwin (80 kV) y se obtuvieron
micrografias con la cdmara integrada del equipo.

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR): Los nanoherbicidas PLGA se
caracterizaron con un espectrofotémetro Jasco FT/IR 4100, en el rango de 550-4000 cm™ empleando
36 escaneos por muestra y una resolucion de 4 cm™. Las mediciones se realizaron en nanoherbicidas,
nanoparticulas de PLGA descargadas y atrazina pura. Para cada espectro FT-IR, se mezcld una
muestra de 2 mg con 200 mg de bromuro de sodio usando un mortero antes de comprimirse en un
disco translucido plano. Posteriormente, cada muestra se analizé utilizando un espectrofotémetro
FT/IR y se identificaron los picos mas prominentes indicativos de la molécula de atrazina y el
polimero.

Actividad 1.3 Eficiencia de encapsulacién de nanoparticulas de PLGA encapsulando Atrazina.

El porcentaje de atrazina nanoencapsulada en PLGA se determind mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas (LC-MS). Después de la sintesis de los nanoherbicidas se degradd su
matriz polimérica utilizando un mililitro de acetonitrilo hasta obtener una soluciéon transparente sin
presencia de grumos del PLGA. Esta solucion se agitd durante 5 min y luego se centrifugd con un
Amicon® de 100 kDa a 2000 rpm a baja temperatura (5-8°C), permitiendo que la atrazina pasara al
colector de filtrado sin degradarse. Antes de medir las muestras se calibré el cromatdgrafo
realizando una curva de concentraciones de atrazina utilizando soluciones madre de atrazina en
metanol y terbutilazina en acetona (estanar interno) para mezclarlas a diferentes proporciones con
una fase movil de agua, acetonitrilo y dcido férmico. La curva cubrié cinco puntos entre 7.5-100 plL
de atrazina. Una vez calibrado el equipo se analizaron por triplicado muestras de nanoherbicida
mezclando 300 plL con 75 pL del estandar interno y completando a 1500 pl con la fase movil.
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Actividad 1.4 Andlisis por RAMAN-Confocal de tejido vegetal tratado con nanoparticulas.

Se prepararon muestras frescas de raices de vitroplantas de papa expuestas previamente a una dosis
de 0.5mg/L de nanoherbicida colocado en el medio de cultivo gelificado por tres dias. Las muestras
se congelaron y fracturaron de forma aleatoria para obtener fragmentos del cilindro vascular de la
raiz. Las muestras se colocaron en porta/cubre objetos de vidrio, y se sellaron con esmalte en los
limites de la placa de vidrio sin que este material invadiera la zona de observacion de las muestras.
Los fragmentos se observaron en un microscopio RAMAN confocal con un objetivo de 100X, la
intensidad del laser polarizado lineal fue de 150mW ((0°) Aex=785 nm) y de 45mW para el laser
Aex=532 nm (ambos con un tiempo de integracién de 0.1s). La adquisicion de datos se realizé cada
0.5 um mediante un espectrémetro integrado después de la respectiva calibracién a la banda de
silicio usada como patrén de calidad.

Actividad 1.5 Determinacién de la interaccidon molecular entre PLGA, atrazina y solventes en la
sintesis de particulas.

Se realizd un muestreo configuracional usando una estrategia de Monte Carlo para estudiar la
interaccion quimica entre PLGA, atrazina, acetonitrilo y acetona siguiendo la metodologia de Avila et
al (2012). El andlisis de interaccion de energia entre los pares de PLGA vy las diversas moléculas (por
ejemplo, atrazina, acetonitrilo y acetona) se realizé utilizando un total de 200.000 configuraciones de
pares. La interaccién de energia para cada configuracién de par se calculé usando MOPAC 2016 vy el
método semiempirico PM7 (Vanommeslaeghe et al.,, 2012; Stewart, 1990). Las moléculas de
atrazina, acetonitrilo y acetona se optimizaron geométricamente usando Gaussian 09 (Frisch et al.,
2013) con un nivel tedrico HF/6-31G.

Objetivo especifico 02: Evaluar el efecto del nanoherbicida en el modelo bioldgico de vitroplantas de papa.

Actividad 2.1 Micropropagacién del material vegetal.

Utilizamos plantas in vitro de papa como modelo bioldgico para evaluar la actividad de los
nanoherbicidas modificados. Las plantas se reprodujeron en medio de cultivo MS completo
siguiendo el protocolo descrito en Flores et al.(2002) reproduciendoles por microestacas, tres por
cada vial. Se utilizaron veinte mililitros de medio de cultivo MS completo por recipiente. Se incubaron
a 22 °C con un fotoperiodo de 16/8 h y por 22 a 30 dias hasta obtener ramificacién de la raiz.

Actividad 2.2 Preparacion de medios de cultivo con los diferentes tratamientos.

Los medios de cultivo base se prepararon segun la receta completa de MS y se esterilizaron por
medio de autoclave hasta alcanzar los 121°C por un periodo de 30 minutos.

La atrazina pura utilizada y los nanoherbicidas se disolvieron inicialmente en solucién acuosa estéril y
se adicionaron por filtrado (0.22micras) en diferentes proporciones en el medio de cultivo antes de
la gelificacion cuando aun estaban a 50°C.

Utilizamos atrazina con 98% de pureza, y los nanoherbicidas estaban compuestos por 42,38% de
atrazina y 57,62% de PLGA, vy liofilizados con 5% de sacarosa. Las nanoparticulas de PLGA
descargadas y el organismo objetivo cultivado solo con medio completo fueron los otros controles
de este estudio. Las concentraciones de nanoherbicida utilizadas se seleccionaron para tener en
cuenta la masa de la cubierta de nanoparticulas y administrar la misma cantidad de atrazina que las
muestras de atrazina pura. De manera similar, las concentraciones de particulas de PLGA sin atrazina
se seleccionaron para administrar la misma cantidad de PLGA que los ensayos de nanoherbicidas.
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Las concentraciones de PLGA, atrazina y nanoparticulas de nanoherbicida utilizadas en este estudio
se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para las pruebas de crecimiento y desarrollo.

Tratamiento Dosis

CONTROL 0.0 pg/mL
ATRAZINA 0.7 pg/mL
ATRAZINA 6.3 ug/mL
ATRAZINA 54.0 pg/mL
NANOHERBICIDA 1.7 pg/mL
NANOHERBICIDA 14.9 pg/mL
NANOHERBICIDA 127.4 ug/mL
PARTICULAS PLGA VACIAS 1.0 pg/mL
PARTICULAS PLGA VACIAS 8.6 ug/mL
PARTICULAS PLGA VACIAS 73.4 pug/mL

Actividad 2.3 Evaluacién de crecimiento y desarrollo de las vitroplantas.

Se inocularon vitroplantas (una densidad de 3 por frasco) en los medios de cultivo mencionados en la
tabla 1, una vez que gelificaron y bajaron su temperatura. Se colocaron en un cuarto de incubacion a
22 °C con un fotoperiodo de 16/8 h y por 22 a 30 dias hasta obtener ramificacion de la raiz en las
plantas control. Una vez alcanzado este punto de desarrollo, todos los tratamientos se monitorearon
y analizaron las siguientes variables clave: longitud del tallo, longitud de la raiz mas larga, nimero de
hojas, peso fresco y seco. Realizamos estos experimentos en 50 repeticiones por tratamiento.

Actividad 2.4 Estudio de la ultraestrucutura de los apices de raiz mediante microscopia dptica.

Seleccionamos raices de menos de 2 cm de longitud y disectamos sus apices segun cada tratamiento
con PLGA, nanoherbicidas y atrazina. Los apices se colocaron en acido acético/etanol (3:1) durante 3
dias en baja temperatura (4-6°C). Posteriormente el dia de la observacién, se realizaron tres lavados
con H20di. Luego, colocamos el dpice tratado en una solucién de HCl de 0.1 M por 30 min.
Finalmente, las muestras se volvieron a lavar tres veces con H20di. Tomamos parte de la punta de la
raiz para analizar con el microscopio dptico para investigar si el tratamiento producia alteraciones
morfolégicas celulares. Colocamos las muestras en un portaobjetos de microscopio y afladimos una
gota de tincién de Giemsa a razén de 3:1. Luego, colocamos un cubreobjetos en la parte superior de
la muestra y procedimos a la revisién microscoépica.

Actividad 2.5 Estudio de la division celular de dpices de raiz mediante fluorescencia.

Metodologia incluida en el paper: Vindas-Reyes, Erick; Quirds-Barrantes, Steve; Chacdn-Cerdas,
Randall. 2021. An alternative image cytometry protocol to study the cell cycle of heterogeneous cell
population from in vitro potato root-tips using CellProfiler®. Sometido a Methods and Protocols.

Actividad 2.6 Analisis estadistico e interpretacion de resultados.

Los datos se revisaron para el cumplimiento de los supuestos estadisticos de homocedasticidad
(Levene) y normalidad (Anderson-Darling), posteriormente y dependiendo del cumplimiento de los
supuestos estadisticos se analizaron utilizando ANOVA Welch junto con la comparacién de medias en
parejas de GAMES-Howell. Todas las pruebas fueron analizadas dentro del intervalo de confianza del
95%, p = 0.05, utilizando el programa estadistico Minitab 17 (Minitab, 2017).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo especifico 01: Sintetizar, encapsular y caracterizar nanoparticulas de PLGA con atrazina.
Actividad 1.1 Sintesis de nanoparticulas de PLGA encapsulando Atrazina.

Las particulas se estructuraron utilizando una capa lipidica de DSPE-PEG-NH2 que recubria el ndcleo
de PLGA combinado con la atrazina. La figura 1 presenta un esquema del formulado:

M\O Lipid-PEG-NH,
RRRR oo
Polymer Matrix (PLGA)
@ « Biodegradable
- Biocompatible
» FDA approved

Herbicide (Al)

e 110 M e

Figura 1. Esquema de la conformacién del nanoherbicida. Autoensamblaje utilizando un método de
nanoprecipitacion modificado con lecitina, lipido-PEG-NH2 y PLGA (Schnoor et al., 2018).

Se han sintetizado nanoherbicidas con diferentes polimeros como PCL (Pereira et al., 2014) y
quitosano (Namasivayam and Aruna, 2014). Sin embargo, segln nuestra busqueda, estos serian los
primeros nanoherbicidas basados en PLGA ya que este copolimero no ha sido muy explorado en
entornos agricolas. No obstante, sus propiedades fisicoquimicas Unicas pueden ser muy Utiles para
las aplicaciones de dosificacion controlada de agroquimicos.

Por ejemplo, dado que PLGA es un copolimero, podemos ajustar las caracteristicas de degradacion
de los nanoherbicidas de PLGA variando la proporcién de copolimero (El Yousfi et al., 2023). Esta
funcionalidad especifica no puede lograrse por completo con los otros materiales mencionados
como PCL y quitosano porque no son copolimeros. Ademas, el hecho de que PLGA sea un
copolimero le permite encapsular herbicidas no solubles en agua como la atrazina. En este estudio,
utilizamos una proporcién de copolimero de 75:25, 75 % de lactido y 25 % de mondmeros de
glicélido porgue esta proporciéon de copolimero hace que toda la matriz de PLGA sea mas hidrofoba
debido a los efectos estéricos que otorga el grupo metilo presente en el mondémero de lactido.
Ademds, la proporcién en PLGA (75:25) aun mantiene suficientes mondmeros de glicélido hidrofilico
para liberar el herbicida en forma controlada en un periodo de tiempo relativamente corto.

Actividad 1.2 Caracterizacion de nanoparticulas de PLGA encapsulando Atrazina.

A continuacién se presenta la caracterizacion realizada a los nanoherbicidas mediante diferentes
técnicas.

Tamafio de particula y morfologia

Los resultados de DLS muestran que el tamafio promedio de los nanoherbicidas en agua destilada es
de 110+10nm antes de la liofilizacién (Figura 2A), por su parte las micrografias TEM evidenciaron que
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los nanoherbicidas PLGA tienen una forma esférica muy bien definida (Figura 2B). Estos
nanoherbicidas permanecieron en suspensién durante varias semanas después de su sintesis.
Liofilizamos los nanoherbicidas después de su sintesis para realizar los estudios en las plantas. Antes
del proceso de liofilizacion, incorporamos sacarosa al 5% en la solucion de nanoherbicida para evitar
la precipitacion después del paso de liofilizacién. Sin embargo, observamos un incremento sustancial
en el tamafio del nanoherbicida después del proceso de liofilizacién. El tamafio de los nanoherbicidas
liofilizados es de aproximadamente 500 nm+10nm y se observaron acumulados en las micrografias
de TEM (Figura 2Cy 2D). Este aumento en el tamafio es frecuente al procesar particulas poliméricas
por el método de liofilizado (Wei-Chung et al., 2021). Posteriormente, probamos la estabilidad de
estos nanoherbicidas en agua después del proceso de liofilizacion, y encontramos que
permanecieron en suspension durante varias semanas lo cual era una propiedad deseada en este
tipo de particulas.

20

Intensity (%)

. . . . )
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Figura 2. Tamafio de particula y morfologia de los nanoherbicidas antes (Ay B) y después (Cy D) del
proceso de liofilizacion (Schnoor et al., 2018).

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

En cuanto a la caracterizacién por infrarrojo, se logré identificar sefiales asociadas a los grupos
funcionales del polimero, de la atrazina y la combinacién de ambas en las particulas cargadas (Figura
3). El IR de la atrazina muestra una banda a 3258 cm™ que corresponde al estiramiento del enlace
N-H presente en el grupo funcional amina de la atrazina, mientras que la banda a 2973 cm™! est3
asociada al estiramiento del grupo alquilo C- enlace H. Las bandas de 1622 y 1557 cm™ indicaron la
deformacién de los enlaces C=C y C=N, respectivamente, en la atrazina. Las nanoparticulas
poliméricas de PLGA (p. ej., nanoherbicidas descargados) mostraron bandas a 3388 cm™
(estiramiento del enlace O-H), 1759 cm™ (estiramiento del enlace carbonilo C=0) y 1068 cm™
(deformacion angular del enlace C-0). El espectro IR de los nanoherbicidas PLGA (p. ej.,
nanoparticulas PLGA cargadas con atrazina) mostro tres picos distintivos en 3389 cm™, 1760 cm™ y
1069 cm™ que corresponden al componente PLGA de la muestra de nanoherbicida, mientras que los
picos en 1623 y 1555 cm™ corresponden a bandas de atrazina. Asi, estos picos indican la presencia
de atrazina en la matriz polimérica del nanoherbicida.
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Figura 3. Espectro FT-IR de los nanoherbicidas sintetizados, la matriz polimérica y la atrazina
(Schnoor et al., 2018)..

Actividad 1.3 Eficiencia de encapsulacién de nanoparticulas de PLGA encapsulando Atrazina.

La eficiencia de encapsulacion para los nanoherbicidas preliofilizados fue del 50 %. En otros estudios
con nanoherbicidas, Grillo et al(2012) lograron entre un 80 % y un 90 % de eficiencia de
encapsulacion de atrazina utilizando un método de deposicién interfacial de polimero preformado y
PCL como matriz polimérica. Este proceso produjo nanoherbicidas cargados con atrazina de
aproximadamente 200-300 nm de tamafio antes de la liofilizacién.

Aunque nuestro método de nanoprecipitacion modificado proporciona nanoparticulas de PLGA
cargadas con atrazina con menor eficiencia de encapsulacién, el tamafio de particula de nuestra
muestra de nanoherbicida preliofilizado es de 110 + 10 nm. Pereira et al (2014) reportaron una
eficiencia de encapsulacion de nanocépsulas y nanoesferas de PCL del 93%.8 El tamafio de las
nanocapsulas y nanoesferas fue de 513 + 7,5 nm y 365,1 + 0,16 nm, respectivamente. Por lo tanto,
parece que la eficiencia de encapsulacion esta relacionada con el tamafio de la particula. Cuanto
mayor sea el tamafio de particula, mayor sera la eficiencia de encapsulacién.

En cuanto al perfil de liberacién de atrazina, en el caso de los nanoherbicidas el 50% se alcanzd en
72h (Figura 4), mientras que la atrazina libre tarda 5 h en liberarse completamente (de Oliveira et al.,
2015). El perfil de liberacién de farmacos de los nanoherbicidas depende en gran medida de la
proporcién de copolimeros. En este estudio, los nanoherbicidas se sintetizaron con una proporcion
de copolimero de 75:25. Ademds, la tasa de degradacion de los nanoherbicidas dependera del
tamafio de la particula. Por ejemplo, Grillo et al (2012) mostré que las particulas de PCL cargadas con
atrazina liberan el 50 % de atrazina en 36 h.
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Figura 4. Perfil de liberacidn de atrazina por parte de los nanoherbicidas de PLGA (Schnoor et al.,

2018).

Vale la pena mencionar que el perfil de degradacion ajustable es una propiedad Unica de PLGA, que
no se observa en otros polimeros biodegradables como el polihidroxiburyato (PHB) y el
polihidroxivalerato (PHV). Ademas, otra gran ventaja del PLGA es que después de la hidrdlisis de las
nanoparticulas, la matriz de PLGA restante se metaboliza por el ciclo de Kreb, al contrario de lo que
se observa en las particulas que entregan el ingrediente activo solo por el proceso de difusion.

Si el polimero no es biodegradable, esas particulas aun podrian existir en el medio ambiente después
de haber liberado su carga util y, por lo tanto, podrian causar un efecto nocivo para el medio

ambiente.
Actividad 1.4 Andlisis por RAMAM-Confocal de tejido vegetal tratado con nanoparticulas.

Se realizé previamente un analisis con muestras de maleza y se identifico la sefial a detectar (Figura
5).

Weed’s root

X ()

Figura 5. Ensayos preliminares para la deteccién de la sefial RAMAN de la atrazina en tejido de raiz.
Sin embargo, en las muestras bioldgicas minimamente procesadas tuvimos complicaciones

metodoldgicas debido posiblemente a una rapida degradaciéon de la molécula de atrazina y oxidacion
de los cortes lo que impidio realizar los analisis espectrales.
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Actividad 1.5 Determinacién de la interaccion molecular entre PLGA, atrazina y solventes en la
sintesis de particulas.

Para investigar mas a fondo los pardmetros que afectan la eficiencia de encapsulacién de los
nanoherbicidas, realizamos cdlculos de mecanica cudntica para determinar el tipo de energia de
interaccion que tiene lugar entre el PLGA, la atrazina y los solventes (p. ej., acetonitrilo y acetona),
asi como la magnitud de dicha interaccion (Figura 6). Es importante mencionar que usamos acetona
para disolver PLGA durante el método de nanoprecipitacién como se describié en la sintesis. Solo
usamos acetonitrilo como solvente para degradar el nanoherbicida en cada punto de tiempo durante
los estudios de liberacién de atrazina y asi cuantificar la eficiencia de encapsulacion de atrazina en las
particulas poliméricas.

Energy Configurations

PLGA-AZT PLGA-ACN PLGA-ACT AZT-ACN AZT-ACT
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Figura 6. Configuracion de la energia de afinidad entre la atrazina, el PLGA y los solventes de la
sintesis (Schnoor et al., 2018).

La interaccién energética muestra que la atrazina tiene una mejor afinidad quimica por el
acetonitrilo (-4,5 kcal/mol) en comparacion con la que tiene con la acetona (-4 kcal/mol) y el PLGA
(-3,9 kcal/mol). Por otro lado, la acetona tiene casi la misma interaccién energética para PLGA (-3,7
kcal/mol) y atrazina (-4 kcal/mol), mientras que el acetonitrilo tiene una mejor interaccién
energética con atrazina (-4,5 kcal/mol) que con PLGA (-4,2 kcal/mol). Estos resultados parecen
sugerir que en una mezcla de atrazina con acetonitrilo y PLGA, la interaccidon entre atrazina y
acetonitrilo serda mas favorable que la interaccion entre atrazina y PLGA, reduciendo asi la cantidad
de atrazina encapsulada en la matriz de PLGA. Ademas, estos resultados parecen explicar nuestros
hallazgos experimentales previos en los que encontramos que la eficiencia de encapsulacién de
atrazina en las particulas poliméricas fue del 8% cuando se uso acetonitrilo para disolver PLGA.

Debido a que PLGA y atrazina tienen casi la misma afinidad por la acetona, es probable que la
eficiencia de encapsulacion de atrazina en la matriz polimérica sea mayor cuando se usa acetona
como disolvente para disolver PLGA. Este fendmeno coincide muy bien con la eficiencia de
encapsulacion de atrazina que se logré (50%) cuando se usé acetona como solvente para disolver
PLGA.

Por lo tanto, la mejora de la eficiencia de encapsulacion de atrazina en la matriz de PLGA podria
lograrse encontrando un solvente que tenga una fuerte afinidad quimica tanto con la atrazina como
con el PLGA para superar o reducir la competencia que ocurre entre el solvente-PLGA y el solvente-
atrazina durante la sintesis del nanoherbicida.

Ademds, a través de simulaciones de Monte Carlo, aprendimos que el tipo de interaccién quimica
que ocurre entre la atrazina y el PLGA (75:25) es en general interacciones de van der Waals. En la
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figura 7A se muestra 20 configuraciones diferentes de atrazina (en regaliz y diferentes colores) con
un polimero PLGA (modelo de ball and stick). Estas configuraciones representan las energias mas
bajas del cdlculo de un solo punto realizado con el método Mopac PM7. La figura 6B muestra la
configuracién optima de atrazinay PLGA la cual tiene lugar cuando el dtomo de hidrogeno de la
atrazina y el dtomo de oxigeno del enlace éster de PLGA forman un enlace de hidrégeno cuya
longitud es cercana a 1,9 A. Debido a que el oxigeno es un &tomo electronegativo, permite la
formacién de ese tipo de enlace.

1.9A

Figura 7. Simulacién de Monte Carlo para la interaccién mds estable de la atrazina y el PLGA. A. 20
Configuraciones de atrazina. B. Interaccién déptima de atrazina. Atomos de hidrégeno, oxigeno,
carbono y nitrégeno se indican en blanco, rojo, cian y azul, respectivamente (Schnoor et al., 2018).

Objetivo especifico 02: Evaluar el efecto del nanoherbicida en el modelo bioldgico de vitroplantas de papa.

Actividad 2.1 Micropropagacién del material vegetal.

Se multiplicaron 450 microestacas las cuales fueron distribuidas para los nueve tratamientos
ensayados (Figura 8).
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Figura 8. Muestra representativa del stock de material vegetal para establecer los ensayos.
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Actividad 2.2 Preparacion de medios de cultivo con los diferentes tratamientos.

Se prepararon los medios de cultivo descritos en la metodologia y se inocularon las microestacas
para el ensayo de efecto herbicida. A manera de ejemplo, la figura 9 presenta plantas de varios de
los tratamientos establecidos.

Atrazina Nanoherbicida PLGA sin carga

Figura 9. Ejemplos de los tratamientos en estudio.

Actividad 2.3 Evaluacién de crecimiento y desarrollo de las vitroplantas.

Nota: Se incluye en esta seccion de forma integrada la Actividad 2.6 Andlisis estadistico e
interpretacidn de resultados que corresponden a este andlisis de crecimiento y desarrollo.

Los resultados muestran que para todas las variables que evaluamos en los estudios de plantas in
vitro, como la longitud del tallo, la longitud de la raiz, el nimero de hojas y el peso fresco y seco,
observamos una tendencia similar en cuanto al efecto herbicida esperado, ya que las muestras
tratadas con atrazina pura y nanoherbicidas sufrieron una disminucion significativa en la longitud del
tallo, la longitud de la raiz, el peso fresco y seco, asi como en el nimero de hojas.

Ademds, la presencia de particulas de PLGA sin atrazina no efectd estas variables en las plantas
evaluadas. De hecho, la longitud del tallo y la raiz de las plantas tratadas con nanoparticulas de PLGA
sin carga fue comparable con la de la muestra de control en la que las plantas solo se cultivaron con
medio de crecimiento completo (Figura 10 A,B). Asimismo, no observamos cambios significativos en
el peso fresco de la planta ni en el nimero de hojas entre las control y las nanoparticulas de PLGA
libres de atrazina (Figura 10 C,D,E). Sin embargo, existe una diferencia estadistica en el peso seco de
las plantas tratadas con PLGA y el control. Ademas, existe una diferencia significativa entre el control
y el efecto producido por la atrazina y los nanoherbicidas. A medida que aumentamos la
concentracién de atrazina y nanoherbicidas, observamos una reduccion del crecimiento en todas las
variables evaluadas.

La longitud de la raiz fue la mas afectada por la atrazina y los nanoherbicidas. Se encontrd que la
atrazina libre a la dosis de 0.7 ug/mLy 6.6 ug/mL no presenta diferencias significativas con respecto
al control, pero cuando la Atrazina es encapsulada en la matriz polimérica, si observamos el menor
crecimiento de la planta en comparacién con el control para estas dosis. Esto significa que la
encapsulacion de atrazina en la matriz polimérica potencia los efectos de las raices de las plantas
independientemente de las dosis bajas del ingrediente activo. Observamos un efecto téxico
significativo en las plantas cuando las plantas fueron tratadas con la dosis mas alta de atrazina libre y
nanoherbicidas.

Los herbicidas se pueden clasificar segin su modo de accién debido a la inhibicidon enzimética o
prevencion del crecimiento celular (Machado et al., 2006; Oliveira et al., 2015) En este estudio
utilizamos atrazina como ingrediente activo, la cual interrumpe la fotosintesis una vez que llega al
cloroplasto. Mas concretamente, la atrazina bloquea el flujo de electrones en la fotosintesis
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especificamente en el paso del fotosistema Il, induciendo la inhibicion de la asimilacion de CO2 vy la
generacién de grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (Hess, 2000).
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En los ultimos diez afios, han incrementado las investigaciones sobre la sintesis de nanoherbicidas
utilizando diferentes polimeros como PCL y quitosano para encapsulacién y dosificacion controlada,
logrando una mayor eficacia para eliminar las arvenses y con el beneficio adicional de reducir la
toxicidad de los ingredientes activos en el medio ambiente y los alimentos. Por ejemplo, Grillo et al.
(2012) y Pereira et al. (2014) sintetizaron nanocdpsulas que transportan atrazina utilizando PCL, un
poliéster alifatico, que mejora la estabilidad de la formulacién. Pereira et al (2014). evaluaron el
efecto selectivo de estos nanoherbicidas en maiz encontrando que el indice de germinacién del
cultivo objetivo no se vio afectado por los nanoherbicidas ni el biopolimero, pero que el
nanoherbicida pudo controlar las arvenses efectivamente, lo que confirmé que el proceso de
encapsulacion no afecta la actividad quimica del herbicida. Estos resultados coinciden con nuestros
hallazgos con nanoherbicidas PLGA, donde la encapsulacion de atrazina en las particulas poliméricas
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de PLGA no afectd su actividad herbicida. Asimismo, el polimero en si no generd efectos tdxicos en
las plantas.

Por otro lado, Oliveira et al. en 2015 publicaron que la atrazina encapsulada en PCL era 10 veces mas
efectiva para inducir efectos en el crecimiento, fisiologia y estrés oxidativo que la atrazina sin
encapsular (Cooper and Hausman, 2011). Se sabe que los materiales que se utilizan en la sintesis de
nanoherbicidas pueden producir efectos de fitotoxicidad en las plantas. En particular, pueden causar
cambios en el indice de germinacion, longitud de la raiz, y peso seco, asi como también pueden
mostrar efectos positivos como contribuir a la germinacion y desarrollo de las plantas (Ma et al,,
2010). En nuestro estudio, el uso del PLGA no afecté el crecimiento ni el desarrollo de las plantas
porque en la mayoria de los casos, la longitud del tallo y la raiz de PLGA era comparable a la del
control. Curiosamente, en algunas plantas, las nanoparticulas de PLGA se comportan como un
potenciador del crecimiento de la raiz y el numero de hojas (Figura 10 B,C).

Dado el aumento de las interacciones entre la cubierta de particulas del nanoherbicida y la raiz,
esperdbamos ver un gran aumento en el efecto inhibitorio de los nanoherbicidas basados en PLGA
sobre la atrazina tradicional. Sin embargo, los nanoherbicidas PLGA utilizados en los experimentos in
vitro no mostraron mejoras significativas en la reduccién del crecimiento con respecto a la atrazina
pura. Como se muestra en la Figura 5, las plantas tratadas con nanoherbicida tenian una longitud de
raiz, peso fresco, peso seco y numero de hojas similares a las del tratamiento con atrazina
correspondiente. Estos resultados muestran que aungue el nanoherbicida fue efectivo para inhibir el
crecimiento, no inhibid el crecimiento de la planta de manera mas significativa que la atrazina pura.
Lo mas probable es que la razén de este resultado sea la eficiencia de encapsulacién del 50%.

Aunque la eficiencia de encapsulacion (EE) de los nanoherbicidas PLGA no es tan alta como la de
otros portadores, como PCL y quitosano, en los que se logré un 90% de EE, la eficacia de los
nanoherbicidas PLGA aun puede brindar beneficios a la agricultura. Por ejemplo, es mas probable
que los nanoherbicidas de tamafio pequefio superen las barreras fisioldgicas primarias de la planta,
que a menudo incluyen la corteza de la raiz, la epidermis de las hojas y los estomas. En nuestro caso,
el hecho de que los nanoherbicidas liofilizados tengan un tamafio medio de 500 nm +10 nm es
adecuado para los estomas de las hojas porque el tamafio de poro de nuestro modelo bioldgico es
de 700 nm (medidas previas no incluidas en los resultados).

Por lo tanto, las nanoparticulas pequefias pueden administrar de manera efectiva los nanoherbicidas
en el organismo objetivo. Ademads, los resultados indican claramente que el nanoherbicida es al
menos tan efectivo para inhibir el crecimiento como la atrazina, incluso con una eficiencia de
encapsulacion del 50 %. A medida que se mejora la eficiencia de encapsulacién, la eficacia del
nanoherbicida podria aumentar.

Actividad 2.4 Estudio de la ultraestrucutura de los apices de raiz mediante microscopia dptica.

Para observar las alteraciones celulares que los nanoherbicidas pueden producir en el meristemo de
la raiz de las plantas, analizamos las células vegetales expuestas a diferentes tratamientos.
Realizamos estos estudios utilizando un microscopio dptico. En la Figura 11A-C, mostramos evidencia
relacionada con la preparacion celular para su proxima division porque podemos observar muchas
vesiculas que se originan en diferentes organulos y citoplasma (Cooper and Hausman, 2011). Es
importante seflalar que en la Figura 11D podemos observar un detrimento celular, lo que
corresponde con la evidencia de la Figura 11B en la que existe una diferencia significativa en la
respuesta celular debido a la dosis de 54,0 ug/mL de atrazina y nanoherbicida en comparacién con la
estructura celular del control. Ademas, a esta dosis, pudimos observar una disminucion en la media
de la longitud radical de la planta como se detallé anteriormente.
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Figura 11. Micrografias de la estructura celular del control y muestras tratadas con tres dosis
diferentes de nanoherbicidas. (A) Control, (B) 0,7 pg/mL, (C) 6,3 ug/mLy (D) 54 pug/mL; n = nucleo,
cw = pared celular y v = vesiculas (Schnoor et al., 2018).

Pereira et al (2014). determinaron la genotoxicidad en las raices cuando aplicaron las nanocdpsulas
de atrazina sintetizadas con PCL. Estos resultados indicaron una interaccion o posible absorcion de
las nanoparticulas con las raices, lo que mejoro la liberacion del herbicida en el tejido vegetal. En
este estudio, observamos toxicidad en las células vegetales a través de las variables evaluadas y el
andlisis estructural cuando aumentamos la dosis de atrazina tanto en los nanoherbicidas PLGA como
en la atrazina libre (Figuras 10y 11).

Actividad 2.5 Estudio de la divisidn celular de apices de raiz mediante fluorescencia.

Resultados y discusion incluida en el paper: Vindas-Reyes, Erick; Quirds-Barrantes, Steve; Chacon-
Cerdas, Randall. 2021. An alternative image cytometry protocol to study the cell cycle of a
heterogeneous cell population from in vitro potato root-tips using CellProfiler®. Sometido a Methods
and Protocols.

CONCLUSIONES

En conclusion, realizamos por primera vez la sintesis de nanoherbicidas PLGA con una eficiencia de
encapsulacion del 50% de atrazina como ingrediente activo.

Comprobamos que el polimero PLGA es una excelente opcidén para la sintesis de nuevos
nanoherbicidas debido a su biocompatibilidad, aprobacién de la FDA, liberacién personalizada de
herbicidas y perfil biodegradable ajustable.

Encontramos que los nanoherbicidas liofilizados cuyo tamafio ronda los 500 nm 10 nm afectan el
crecimiento de las plantas. Dado que los nanoherbicidas estan hechos del polimero PLGA, y este
polimero se degrada en presencia de agua, tuvimos que liofilizar los nanoherbicidas para realizar los
estudios de plantas in vitro. La eficiencia de encapsulacion del 50% de la atrazina en la matriz de
PLGA produjo una disminucion del 40% en la longitud de la raiz.

Ademads, observamos que los nanoherbicidas PLGA son tan efectivos como la atrazina sin encapsular
para reducir el crecimiento, pero sustancialmente menos téxicos porque después de que la matriz
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PLGA se degrada, sera metabolizada por el ciclo de Kreb liberando solo CO2 y agua como productos
finales.

Por lo tanto, los resultados sugieren que los nanoherbicidas PLGA no induciran efectos perjudiciales
en el medio ambiente en comparacién con otros tipos de nanoherbicidas o herbicidas puros.
Igualmente importante, debido a que los nanoherbicidas PLGA controlan la liberacion del ingrediente
activo, reducirdn en gran medida la toxicidad en el medio ambiente.

Los estudios futuros implicardn una comprensién del mecanismo de interaccién planta-
nanoherbicida, asi como el papel de PLGA como potenciador del crecimiento.

RECOMENDACIONES

La liofilizacion de los nanoherbicidas es un proceso que produce incremento en el tamafio de las
particulas, sin embargo, aunque esto no es un fendmeno que afecte posteriormente la accion
bioldgica y puede interferir con su solubilidad. De esta forma, se recomienda explorar cambios en el
procedimiento de liofilizado para lograr obtener particulas con mas solubilidad post-liofilizado.

La caracterizacion de los nanoherbicidas bajo el pardmetro de morfologia se debe realizar con un
microscopio electrénico de barrido que tenga la capacidad para resoluciones cerca de los 100nm, es
posible que requiera un balance de voltaje superior a los 15kv.

El agua utilizada para la caracterizacidon de tamafio mediante el didametro hidrodindmico y la carga
superficial mediante el potencial zeta de los nanoherbicidas, debe ser tipo |, para alcanzar mayor
precisién en la determinacién también del indice de polidispersién y evitar ruido por particulas tipo
sales o solidos suspendidos propios de agua de menos calidad.

La caracterizacion FTIR presenta mayor calidad y resoluciéon cuando se realiza combinando la
muestra del nanoherbicida con bromuro de bario y se comprime tipo pastilla.

La técnica de RAMAN confocal presenta limitaciones para el tipo de tejido que analizamos en esta
investigacion, se recomienda trabajar con tejidos no fotosintéticos (sin pigmentos que puedan
aportar fluorescencia al analisis) y verificar la resolucién del RAMAN para evitar no detectar los
compuestos de interés por un efecto de baja concentracion.

El material vegetal que se utiliza para los bioensayos debe ser de rapido crecimiento, ya que esto
facilita la obtencion de resultados en corto tiempo, donde se pueden evidenciar mas los cambios
iniciales del efecto del nanoherbicida en las plantas.

La tincion que se utilice para dar contraste a las células de la raiz que se estudiaron deben ser
capaces de ingresar al citoplasma celular y alcanzar la membrana de organelas como las
mitocondrias y la vacuola, asi se facilita la identificacién de cambios ultraestructurales producto de la
aplicacion del nanoherbicida.

Para el caso del analisis de los datos relacionados con la citometria de imdagenes, se debe verificar la
capacidad del ordenador que se use para procesar los datos, ya que los software de procesamiento
de imagenes de alta calidad consumen una alta proporcién de la memoria de video.

Dentro de los tratamientos que se utilizaron para inducir el arresto de la division celular en las células
en el experimento de definicion de las fases del ciclo celular, se recomienda aplicarles choques
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térmicos y prolongar el tiempo de exposicién a frio para mejorar la separacion de las etapas
G1/S/G2.

Parte de la configuracion de comandos para el proceso de las imagenes de tincion del ndcleo en las
células incluyeron filtros para eliminar aquellas mediciones que por efectos de aglomeracién celular
podian agregar datos de intensidad incorrectos. Se recomienda filtrar por excentricidad y tamafio si
se desea evaluar las muestras en escenarios mas homogéneos.

El procedimiento de tincidn utilizado para marcaje del ciclo celular con ioduro de propidio (PI) tiene
puntos sensibles que se deben tomar en cuenta a la hora de fjar y observar las muestras. Uno de los
puntos criticos para mantener la misma intensidad de evaluacidon en las micrografias es respetar los
tiempos de incubacién que sean homogéneos para todas las muestras, asi como, preparar una
dilucién nueva del reactivo Pl cada sesion de trabajo.
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