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RESUMEN 

 

Los neonicotinoides son insecticidas sintéticos de amplio uso en la agricultura que 

han demostrado ser capaces de generar efectos letales y subletales en 

organismos off-target, debido al mecanismo responsable de su acción insecticida, 

en el cual interaccionan con los receptores nicotínicos de la acetilcolina. Este 

estudio presenta una evaluación in vitro de la citotoxicidad y de los posibles 

efectos sinérgicos de los neonicotinoides acetamiprid, imidacloprid y 

thiamethoxam en la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Los 

resultados mostraron que existe una relación dosis dependiente entre la toxicidad 

de los compuestos y la afectación de las células, donde las concentraciones de 2 y 

4mM fueron las que generaron una mayor disminución en el número de células. 

Además, se pudo determinar el comportamiento sinérgico de los compuestos tanto 

a 1 mM como 2 mM.  La citotoxicidad de los compuestos podría estar relacionada 

con una afectación en los procesos iniciales del neurodesarrollo.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Neonicotinoids are synthetic insecticides widely used in agriculture that can cause 

lethal and sublethal effects in off-target organisms, due to their mechanism of 

insecticidal action, which involves the interaction with the acetylcholine nicotinic 

receptors. This investigation presents an in vitro evaluation of the cytotoxicity and 

synergistic effects of the neonicotinoids: acetamiprid, imidacloprid and 

thiamethoxam in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line. The results showed 

that there is a dose-dependent relationship between the toxicity of the compounds 

and the mortality of the cells. Concentrations of 2 mM and 4 mM were those that 

generated a greater decrease in the number of cells. Besides, we confirmed the 

synergistic behavior of the compounds at both 1 mM and 2 mM. The cytotoxicity of 

the compounds could be related to the neurotoxicity development. 
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1 CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

1.1 Antecedentes 

Los neonicotinoides son insecticidas sintéticos de amplio uso en la agricultura, 

preferidos por su acción contra una gran variedad de insectos como pulgones, 

moscas blancas, micro lepidópteros e incluso coleópteros. Tienen registro en más 

de 120 países, especialmente los productores de maíz, canola, soya y banano, 

como Ecuador y Costa Rica (Jeschke et al., 2011).   

Existen varios tipos de neonicotinoides, cuya composición química difiere con 

respecto al grupo heterocíclico de su estructura central (Nauen et al., 2011). La 

mayor actividad insecticida ha sido observada en los que tienen grupos 

nitroenamina, nitroguanidina o cianoamidina, siendo este último el que le confiere 

estabilidad y también toxicidad hacia diferentes especies animales y vegetales.  

Una de las características principales relacionadas con la forma de acción de los 

neonicotinoides es su actividad agonista en la activación de los receptores 

nicotínicos de la acetilcolina. Esta constituye la base de la investigación sobre los 

efectos tóxicos que podrían causar en los seres humanos, ya que podrían interferir 

con el desarrollo y/o funcionamiento del sistema nervioso central (Júlvez et al., 

2016; Kagawa & Nagao, 2018).    

Existe en la literatura pruebas de los efectos fisiológicos de los neonicotinoides. El 

imidacloprid, por ejemplo, es uno de los neonicotinoides más usados. Tiene la 

capacidad de producir un cambio despolarizante en el potencial de membrana y 

un aumento en el potencial de acción de las células estrelladas del núcleo coclear 

de ratones, cambiando su función (Bal et al., 2010). El acetamiprid, otra variante 

de los neonicotinoides, es capaz de inducir especies reactivas del oxígeno, la 

peroxidación lipídica, reducir el potencial de membrana mitocondrial y agregarse 

en los ácidos nucleicos (Annabi, Ben Salem, & Abid-Essefi, 2019). Thiamethoxam 
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ha demostrado efectos inmunosupresores en aves (Gul et al., 2018) y una 

disminución de las capacidades cognitivas en abejas (Papach et al., 2017). 

Los estudios in vitro realizados con el fin de entender y determinar el riesgo que 

conlleva el uso de estos agroquímicos, han incluido evaluaciones en diversas 

líneas celulares. Sin embargo, aquellos que se han realizado abarcando la 

citotoxicidad de los neonicotinoides en células del sistema nervioso central son 

limitados. El término citotoxicidad se usa en referencia al potencial de un 

compuesto de inducir muerte celular o un decremento en la supervivencia de las 

células. (Aykul & Martinez-Hackert, 2016).  

La influencia de los neonicotinoides ha sido demostrada en linfocitos periféricos 

humanos (Demsia et al., 2007; Kocaman & Topaktaș, 2015). La exposición de 

estas células a distintas concentraciones provoca una pérdida en su viabilidad del 

50%. Los efectos tóxicos son visibles incluso en tiempos cortos de incubación 

(Calderón-Segura et al., 2012) 

La disminución en la supervivencia celular también ha sido observado en pruebas 

con células de pulmón humano, donde se ha establecido una significativa 

afectación en la viabilidad debido a la toxicidad de los compuestos (Çavaş et al., 

2014). Otros estudios indican toxicidad dosis dependiente en células embrionarias 

(Yun et al., 2017). 

Se ha encontrado evidencia de citotoxicidad cuando los neonicotinoides han sido 

estudiados en líneas celulares de neuroblastoma humano SH-SY5Y (Şenyildiz, 

Kilinc, & Ozden, 2018). Los neonicotinoides generan una disminución significativa 

de la viabilidad de las células, de una forma dosis dependiente.  

El estudio de la posible toxicidad de los neonicotinoides es aún una tarea 

pendiente dado que existen muy pocos estudios al respecto y cobra mayor 

importancia conforme se extienden ciertas prácticas de erradicación de plagas en 

los cultivos (Mann, 2018).  
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1.2 Planteamiento del problema 

La demanda de insecticidas neonicotinoides por parte de Asia y Sudamérica 

representa el 75 % de las ventas globales (Bass et al., 2015). Existen algunas de 

sus variedades de neonicotinoides que se manejan en Ecuador. Los insecticidas 

imidacloprid y tiametoxam, por ejemplo, son adquiridos a nivel veterinario como 

antiparasitarios externos de uso tópico. En lo referente a insumos agrícolas, el 

más usado es el imidacloprid, que abarca distintas formas de uso. El insecticida en 

la versión de suspensión concentrada es útil en el tratamiento de insectos que 

atacan al arroz y la papa. Al usarlo como polvo para disolución,  se aplica en 

rosas, arroz, tomate riñón, maíz, tabaco, tomate de árbol, brócoli, fréjol, sandía, 

banano y una lista extensa de otros cultivos (Agencia de Regulación y Control Fito 

y Zoosanitario, 2017). 

A pesar de que se consideró a los neonicotinoides como seguros por un largo 

tiempo, existen nuevas evidencias que cuestionan su inocuidad para los humanos 

(Kagawa & Nagao, 2018).  

Los receptores nicotinérgicos en mamíferos están constituidos por múltiples 

subunidades localizados en el cerebro, los músculos esqueléticos, los ganglios y 

la médula espinal, cuya afinidad por los neonicotinoides no es conocida, (Çavaş et 

al., 2012). La persistencia de los neonicotinoides (vida media de 1 a 2 años) en los 

tejidos de la planta y la facilidad que tienen de atravesar la barrera 

hematoencefálica, sugieren que estos compuestos son potencialmente riesgosos 

para la salud humana (Jeschke et al., 2011) (Ford & Casida, 2006).  

El riesgo que implica el uso de estos insecticidas es inherente a las altas tasas de 

aplicación que se manejan en algunos lugares (Miranda et al., 2011). En la 

mayoría de los ambientes los químicos están presentes como mezclas. Hay 

estudios que demuestran que las mezclas de pesticidas son sinérgicas, es decir, 

la toxicidad inducida por la mezcla es al menos el doble del nivel previsto 

(Cedergreen, 2014).  
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La sinergia de los insecticidas es muy probable que ocurra ya sea como resultado 

de las prácticas agronómicas convencionales o la presencia de residuos debido a 

la aplicación persistente en zonas agrícolas (Brodeur et al., 2014). Las 

concentraciones a nivel de campo dependen de las características del suelo, la 

contaminación cruzada a través del suelo y el modo de aplicación de los 

neonicotinoides.  

Todos estos procesos conducen a una contaminación general que expone a los 

seres humanos a una toxicidad química que en la mayoría de casos es 

desconocida (Mörtl et al., 2017). En Ecuador aún hay incertidumbre en cuanto a 

sus efectos tóxicos y no se conocen los efectos sinérgicos de los neonicotinoides.  

En países como Ecuador, la utilización combinada de diferentes neonicotinoides 

en la agricultura genera una exposición ambiental mixta donde el potencial efecto 

sinérgico neurotóxico de estos compuestos es desconocido.  

 

1.3 Objetivo general  

Evaluar la toxicidad de los insecticidas neonicotinoides en la línea celular de 

neuroblastoma SH- SY5Y 

1.4 Objetivos específicos 

• Establecer el tiempo de exposición y la concentración a la cual los 

neonicotinoides presentan mayor toxicidad 

• Determinar si existen efectos sinérgicos de los neonicotinoides sobre la línea 

celular SH-SY5Y 
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1.5 Justificación del trabajo  

Dentro de algunos marcos legislativos, existen normas orientadas hacia la 

protección del hombre y del medio ambiente, que imponen retos en los estudios 

toxicológicos, dado el volumen de químicos que se deben registrar, evaluar y 

autorizar. Estos retos cobran especial importancia en el área de las pruebas de 

neurotoxicidad que permiten verificar los efectos neuropatológicos y 

neuroconductuales. Los estudios in vivo se tornan poco viables debido a sus 

cuestionamientos éticos, el costo tanto en relación al mantenimiento de los 

animalarios requeridos para tal efecto como en relación al tiempo en que se llevan 

a cabo. En este sentido, los estudios in vitro se presentan como alternativas en las 

pruebas de toxicidad para el modelamiento de la exposición a los químicos y las 

prácticas de evaluación de riesgos (Westerink, 2013). 

Los estudios in vitro han resultado aptos para la revelación de la afectación 

negativa de los neonicotinoides en el cerebro en desarrollo. La exposición in vitro 

de células estrelladas de ratones a imidacloprid ha servido para registrar el daño a 

las propiedades membranales (Bal et al., 2010), así como también la citotoxicidad 

en neuronas cerebelares de ratas neonatas y la interferencia con la actividad 

fisiológica neural (Kimura-kuroda et al., 2012). 

Para estudios neurotóxicos hay la disponibilidad de numerosas líneas celulares, 

sin embargo, una de las de mayor relevancia es la línea celular SH-SY5Y, esta es 

fácilmente cultivable y ha sido usada en el estudio de algunas enfermedades 

neurodegenerativas, y en estudios de diferenciación y desarrollo neuronal, 

convirtiéndolas en poderosas herramientas de investigación in vitro. 

El presente estudio pretende establecer una línea base de determinación de la 

toxicidad in vitro de los neonicotinoides imidacloprid, acetamiprid y tiametoxam en 

la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  
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El conocimiento de la toxicidad de los pesticidas del tipo neonicotinoides se torna 

decisivo en la reducción de la contaminación ambiental, de la resistencia por parte 

de plagas y de la toxicidad para los seres vivos (Begum, Alam, & Jalal Uddin, 

2017). 

 

2 CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO  

2.1 Neonicotinoides 

2.1.1 Características generales 

Los neonicotinoides son insecticidas nitroguanidínicos de amplio espectro, cuyo 

objetivo son los insectos chupadores y masticadores. Los usos que se les da 

abarcan algunos campos, desde la protección de plantas y cultivos de insectos 

mediante la aplicación a nivel de suelo, hojas y semillas, el control de pestes como 

cucarachas, termitas, moscas, etc., hasta aplicaciones a nivel veterinario, contra 

pulgas, garrapatas, entre otros (Barbee & Stout, 2009). Al tener naturaleza 

sistémica, se aplican en las semillas, a partir de la cual migran través de la savia a 

todas las partes de las plantas, lo que les confiere protección contra las pestes 

que se alimentan de ellas (Simon-Delso et al., 2015). 

Su uso se incrementó enormemente en los años 90 como alternativa a los 

organofosforados y carbamatos debido a que presentaban tanto menor toxicidad 

hacia mamíferos como menor desarrollo de resistencia en comparación con otros 

pesticidas (Harbison, Bourgeois, Johnson, Lee, & Stedeford, 2015). En el año 

2008, una cuarta parte del mercado de insecticidas giraba en torno a los 

neonicotinoides, los cuales llegaron a ocupar el primer y segundo lugar de los 

insecticidas y pesticidas más vendidos, respectivamente, con usos registrados 

para más de 140 cultivos en 120 países (Jeschke et al., 2011).  
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Según cifras de la FAO, el uso de pesticidas en Ecuador tiene un promedio de 

4,98 kg/ha desde el año 1990 hasta 2016, siendo de los más altos de la región, 

después de Colombia, con una cifra de 14,57 kg/ha (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations (FAO), 2019). Los neonicotinoides que se 

encuentran disponibles actualmente en el país son: imidacloprid, acetamiprid, 

thiamethoxam, clotianidina y dinotefuram, los cuales abarcan categorías 

toxicológicas que van desde ligeramente hasta moderadamente peligrosas y cuyo 

uso está aprobado para cultivos como: rosas, maíz, arroz, papa, caña de azúcar, 

banano, tomate, brócoli, entre otros (MAGAP y AGROCALIDAD, 2018). 

 

2.1.2 Mecanismo de acción  

Los receptores nicotínicos de la acetilcolina son estructuras que están 

involucradas en los procesos de neurotransmisión tanto en el sistema nervioso de 

insectos como de mamíferos (Levin & Simon, 1998). Estos receptores se localizan 

en los ganglios autónomos y en las placas terminales del músculo esquelético 

(Hodgson & Roe, 2014). La acetilcolina es el agonista endógeno y el 

neurotransmisor del sistema nervioso colinérgico. La neurotransmisión mediante 

sinapsis nicotínica colinérgica se realiza en dos etapas: una, donde se libera la 

acetilcolina de la membrana presináptica mediante exocitosis y existe una 

interacción con el sitio de unión localizado en el dominio extracelular del receptor y 

otra, donde se produce un cambio conformacional del receptor que deriva en la 

apertura del canal iónico, promoviendo el flujo de 𝑁𝑎+ extra e intracelular con el fin 

de cambiar el equilibrio del potencial de membrana. En insectos, el sitio de unión 

de los neonicotinoides es el mismo que el de la acetilcolina, es por ello su 

actividad agonista (Tomizawa & Casida, 2003). 

Los neonicotinoides funcionan mediante su interacción con los receptores 

nicotínicos de la acetilcolina en el sistema nervioso de los insectos, ocasionando 

una activación excesiva de estos (Abou-Donia, M. 2015). Estos compuestos 
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contienen un grupo farmacóforo del tipo ciano o nitro electronegativo, el cual le 

confiere propiedades como potencia y selectividad, probablemente debido a que le 

permite unirse a un único sitio catiónico en el receptor del insecto (Tomizawa & 

Casida, 2004a).  Las diferencias estructurales entre los receptores de insectos y 

mamíferos son las que podrían marcar la selectividad de estos compuestos. 

Mientras que la nicotina ionizada se une a un subsitio aniónico en los receptores 

de mamíferos, los neonicotinoides interactúan con un subsitio catiónico en los 

receptores de los insectos (Tomizawa & Casida, 2003).   

La unión de los neonicotinoides a los receptores deriva en una excitación continua 

de las membranas neuronales, produciendo descargas que terminan en el 

agotamiento de la energía celular y en parálisis. El potencial de unión está dado 

por la conformación molecular única de los receptores, sin embargo, varía 

dependiendo de los constituyentes químicos y de la especie (Tomizawa & Casida, 

2011) (Honda, Tomizawa, & Casida, 2006). A pesar de que se ha reiterado que 

tienen una alta especificidad, estudios muestran que la exposición de los 

mamíferos a los neonicotinoides representa un riesgo potencial tanto para 

animales como humanos (Han, Tian, & Shen, 2018a).  

 

2.1.3 Clases de neonicotinoides 

Los neonicotinoides comprenden tres subclases de acuerdo con su estructura 

química ( Abou-Donia, M. 2015): 

Primera generación o compuestos cloropiridinílicos, que incluyen el imidacloprid, 

nitenpiram, tiacloprid y acetamiprid. 

Segunda generación o compuestos clorotiazoles, donde se encuentra la 

clotianidina y el tiametoxam.  

Tercera generación o compuestos tetrahidrofuriles, como el dinotefuran. 
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Estas estructuras difieren solamente en su grupo heterocíclico. Los requerimientos 

para estas estructuras consisten en un grupo heterocíclico, una cadena de puente 

y un grupo funcional que forma parte del farmacóforo (Nauen et al., 2011). La 

influencia de estos componentes en la actividad insecticida de los neonicotinoides 

es ineludible; por ejemplo, la eficacia biológica del imidacloprid contra el 

saltamontes del arroz puede ser mejorada hasta 125 veces más cuando se le 

incorpora una fracción 6-cloro-3-piridilmetilo, que es un elemento estructural 

heterocíclico esencial (Kagabu et al., 1992).  

La mejor actividad insecticida se ha observado en compuestos que tienen los 

farmacóforos nitroenamina, nitroguanidina o cianoamidina. Además de influir en su 

actividad biológica, estos grupos le confieren al insecticida propiedades 

específicas como estabilidad fotolítica, degradabilidad en el suelo, metabolismo en 

las plantas y toxicidad hacia diferentes especies animales (Nauen et al., 2011).    

 

2.1.4 Ecotoxicología 

Uno de los pesticidas más conocidos y usados a nivel mundial es el tiametoxam, 

el cual es colocado a nivel de cultivos para la protección de plagas. Este 

compuesto es uno de los neonicotinoides más abundantes encontrados en la 

naturaleza, por lo tanto distintas especies están expuestas a sus efectos. Por 

ejemplo, las abejas, en su proceso de alimentación se exponen al tiametoxam, y 

según distintos estudios este puede llegar a estar presente en un 65 % de 

muestras analizadas de néctar y un 37 % de las de polen (Pohorecka et al., 2012). 

Al examinar los efectos in vitro de la exposición crónica del tiametoxam en larvas 

de abejas mieleras, se observó que hay un deterioro en el aprendizaje y la 

memoria de las abejas adultas que fueron expuestas al compuesto durante su 

fase larvaria (Papach et al., 2017). De las distintas clases de neonicotinoides, 

aquellos que presentan el radical nitro en su estructura son los más nocivos para 

las abejas. El imidacloprid, puede generar una disminución de las actividades 
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locomotoras de las abejas sin aguijón T. angustula, mientras que el tiametoxam 

les causa hiperactividad. Esto se traduce en una afectación directa sobre su 

capacidad polinizadora y el mantenimiento viable de su población (Jacob, Zanardi, 

Malaquias, Souza Silva, & Yamamoto, 2019).  

También se ha visto afectación en otras especies, como el caso de la langosta L. 

migratoria, cuya exposición crónica a imidacloprid reduce su detección de 

movimiento visual, disminuye su capacidad de vuelo y  la velocidad de conducción 

del potencial de acción a nivel del axón  (Parkinson & Gray, 2019).  

Por otro lado, el uso extensivo y la fácil movilidad de los neonicotinoides en los 

cuerpos de agua torna susceptibles también a los animales acuáticos. El 

imidacloprid tiene la capacidad de causar daño a nivel del ADN en diferentes 

tejidos y anormalidades nucleares en los eritrocitos del teleósteo de agua dulce P. 

lineatus. En este pez, las branquias son las que poseen mayor nivel de 

sensibilidad debido a que su superficie está en contacto directo con los 

insecticidas, en comparación con el cerebro, el cual puede reparar de mejor forma 

los daños probablemente debido a la presencia de la barrera hematoencefálica 

(Alvim & Martinez, 2019).  

2.1.5 Efectos en mamíferos 

Los neonicotinoides pueden tener efecto en los receptores nicotínicos de la 

acetilcolina de mamíferos, causando alteraciones conductuales en ratas  (Abou-

Donia, M. 2015; Kimura-Kuroda et al., 2012). Otros estudios en ratones sugieren 

que la exposición prenatal y lactacional de los machos a determinadas dosis de 

acetamiprid, interfiere con el desarrollo de los circuitos neuronales requeridos para 

llevar a cabo su comportamiento socio-sexual, generando incluso cuadros de 

ansiedad (Sano et al., 2016). Se ha visto también que este compuesto está 

involucrado en la hipoplasia del plato cortical y la disminución de la neurogénesis 

de ratones, así como en una distribución anormal de neuronas en el neocortex 

(Kagawa & Nagao, 2018). La fase del desarrollo que comprende desde la 
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gestación hasta la lactancia en ratones ha sido determinante ya que se ha 

encontrado que los neonicotinoides están asociados con una disminución del peso 

corporal, maduración sexual retrasada, disminución en el peso del cerebro, 

además de la presencia de neuropatologías y deterioro cognitivo (Sheets et al., 

2016). De igual forma se ha visto en ratones que la exposición crónica a 

acetamiprid se relaciona con la supresión de la respuesta inmune y de la 

capacidad de los linfocitos de formar anticuerpos ( Abou-Donia et al., 2008). 

 

2.2 Células SH-SY5Y 

2.2.1 Características generales 

SH-SY5Y es una línea celular derivada del subclón SH-SY de la línea parental SK-

N-SH de neuroblastoma humano. La línea parental se estableció en 1970 a partir 

de células metastásicas encontradas en un tumor de hueso. Sirven como modelo 

de desórdenes neurodegenerativos debido a que pueden convertirse en varios 

tipos de neuronas funcionales mediante la adición de compuestos específicos. 

También pueden ser usadas en el análisis de  diferenciación neuronal, 

metabolismo y funcionamiento en relación con procesos neurotóxicos y de 

neuroprotección (Ross, Spengler, & Biedler, 1983).  

Las ventajas de trabajar con esta línea celular incluyen la capacidad de 

multiplicarse a gran escala con facilidad, la omisión de problemas éticos asociados 

con los cultivos primarios neuronales y la expresión de formas específicas e 

isoformas proteicas que no estarían presentes si se usaran cultivos primarios de 

roedores (Encinas et al., 2000).  

 



12 

 

2.2.2 Usos in vitro  

El uso de esta línea celular en estudios in vitro ha permitido vencer la limitación de 

que las células no podían ser propagadas si se usaba un cultivo neuronal primario 

derivado del sistema nervioso central embrionario (Kovalevich & Langford, 2013).  

SH-SY5Y posee ciertas características que las hace ideales para estudios in vitro. 

Por ejemplo, tanto las células adherentes como las flotantes son viables en los 

experimentos. Por otro lado, han sido muy utilizadas como modelo en estudios 

neurodegenerativos, así como en la investigación de diferenciación neuronal y 

desarrollo, incluyendo el crecimiento de neuronas (Westerink, 2013). Además, 

como se derivan del ser humano, expresan proteínas específicas e isoformas que 

no estarían presentes en un cultivo de células de roedor (Kovalevich & Langford, 

2013). 

Solo hay dos estudios en la literatura sobre la toxicidad in vitro de los 

neonicotinoides en la línea celular SH-SY5Y. En uno de ellos se demuestra que el 

acetamiprid, clotianidina, imidacloprid, thiamethoxam y thiacloprid son citotóxicos e 

inducen al daño de ADN en los cultivos celulares (Şenyildiz et al., 2018). Un 

segundo estudio demuestra que la clotianidina es capaz de generar efectos 

funcionales en las células de neuroblastoma, incrementando el crecimiento celular 

mediado por los receptores nicotínicos de la acetilcolina. Además, puede causar 

una interrupción en la señalización intracelular que tiene impacto en la afluencia 

de calcio intracelular y en la expresión génica global (Hirano et al., 2019).  

2.3 Receptores nicotínicos de la acetilcolina 

2.3.1 Insectos 

Los receptores nicotínicos de la acetilcolina son canales iónicos regulados por un 

agonista en el sistema nervioso central de los insectos. Son los responsables de 

muchos procesos de neurotransmisión y neuromodulación. También constituyen el 
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blanco primordial para la acción insecticida, que consiste en la apertura del canal, 

inducida por la unión del receptor a su agonista. El receptor es un complejo 

pentamérico transmembranal que contiene secuencias para cada subunidad de la 

que se compone, con dominios hidrofílicos que contienen un sitio de unión para 

ligandos colinérgicos y cuatro segmentos hidrofóbicos. Los neonicotinoides se 

unen a los receptores nicotínicos en el mismo sitio de unión de la nicotina y los 

agonistas, lo cual denota su similitud estructural. En los receptores de insectos, la 

región de carga negativa interactúa con los residuos de aminoácidos catiónicos 

como la lisina, arginina o histidina en la región de unión al neonicotinoide. El 

farmacóforo presente en los neonicotinoides, ya sea del tipo N-nitroamina, N-

cianoamina o 2-nitrometileno es el que juega un rol crucial en la afinidad por los 

receptores nicotínicos mencionados (Tomizawa & Casida, 2003). 

2.3.2 Mamíferos 

En los mamíferos, los receptores nicotínicos de la acetilcolina juegan un rol 

importante en la transmisión sináptica en el sistema nervioso central y 

comprenden 2 tipos : las subunidades musculares, y las neuronales (Simon-Delso 

et al., 2015). Las diferencias estructurales entre las moléculas de los receptores de 

insectos y mamíferos son las que establecen cierta selectividad de los 

neonicotinoides hacia ellos, así como la composición de estos químicos. Por 

ejemplo, los insecticidas neonicotinoides con un sustituyente nitrometileno tienen 

una afinidad más alta por los receptores de mamíferos que los que no poseen ese 

grupo (Tomizawa & Casida, 2003).  
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3 CAPÍTULO III. PROCEDIMIENTOS 

3.1 Cultivo celular  

3.1.1 Cultivo de SH-SY5Y 

La línea celular SH-SY5Y fue mantenida en Dulbecco’s Modified Eagle’s medium 

(DMEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 1 % penicilina-

estreptomicina en un incubador a 37 °C (Şenyildiz et al., 2018).  

3.1.2 Subcultivos 

Los subcultivos fueron realizados cuando las células alcanzaron una densidad del 

90 % aproximadamente cada 3 días. Se realizó el retiro del medio y la adición de 2 

mL de buffer fosfato salino PBS ph 7.4 (1X).  A continuación, se colocó 1 mL de 

tripsina TryPLE Express para despegar las células del frasco e individualizarlas. 

La tripsina es una enzima que proteoliza las proteínas responsables de la 

adherencia de las células tanto con el sustrato como entre sí (Caballero Bermejo, 

2015).   

Una vez despegadas las células se detuvo el efecto de la tripsina añadiendo 5 mL 

de medio completo.  Posterior a ello se centrifugó durante 5 minutos a 3000 rpm a 

temperatura ambiente. El sobrenadante se descartó y se resuspendió el pellet en 

1 mL de medio completo.  

 

3.2 Ensayo de citotoxicidad 

3.2.1 Tratamientos celulares con neonicotinoides 

Se realizó un cambio de medio de las células a DMEM suplementado con suero 

fetal bovino al 1 %, en un período de 24 horas antes de la exposición a los 
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tratamientos con neonicotinoides. Esto con el fin de evitar la interferencia de los 

péptidos del suero sobre las células (Caballero Bermejo, 2015).  

Se realizaron diluciones seriadas de 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2 y 4 mM de 

imidacloprid, acetamiprid y thiamethoxam en DMSO. A cada pocillo de células se 

adicionó 1 µL de cada concentración de los neonicotinoides y se controló tiempos 

de exposición de 6, 12, 24 y 48 horas. Se colocó 1 µL de DMSO como control 

negativo y 10 µL de DMSO como control positivo. Los experimentos fueron 

realizados por triplicado.   

3.2.2 Ensayo MTT 

El ensayo MTT es un indicador sensible y confiable de la actividad metabólica 

celular que consiste en la reducción del compuesto 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio, un colorante amarillo soluble en agua, por la enzima 

deshidrogenasa de las mitocondrias, a cristales de formazán de color púrpura 

(Patravale, Dandekar, & Jain, 2012).  Mide la viabilidad celular en términos de la 

actividad reductora, debido a que la conversión enzimática del mtt en cristales de 

formazán se producen en las mitocondrias de las células vivas, a pesar de que 

también estén implicados otros agentes reductores y enzimas celulares (Kuete, 

Karaosmanoğlu, & Sivas, 2017).    

Se preparó una solución de MTT a una concentración de 5 M. Se retiró el medio 

de los pocillos mediante aspiración y se procedió a colocar la solución de MTT por 

60 minutos. Pasado este tiempo se retiró el MTT, se colocó 10 µL de DMSO para 

diluir el formazán y se realizó una lectura de la placa a una absorbancia de 360 

nm.  

3.2.3 Ensayo LDH 

Lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmática que está presente en 

todas las células. Esta enzima se libera con facilidad cuando la membrana ha 
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sudrido alguna alteración, muy común en las diversas formas de daño celular. La 

actividad enzimática de lactato deshidrogenasa se puede medir mediante la 

reducción por NADH de una sal amarilla de tetrazolio, INT, en un colorante rojo, 

formazán. La cantidad de formazán es directamente proporcional a la cantidad de 

LDH en el cultivo y éste a su vez, directamente proporcional al número de células 

muertas (Kumar, Nagarajan, & Uchil, 2018).  

Se preparó el kit para el ensayo de LDH siguiendo las instrucciones del fabricante. 

A volúmenes iguales, se mezclaron las soluciones del sustrato (L2402), el 

colorante (L2277) y el cofactor. Esto se llevó a cabo al momento de usarlas, 

debido a la sensibilidad de los componentes del kit (Sigma-Aldrich, n.d.).  

Se procedió a centrifugar las placas de 96 pocillos a 250 g por 4 minutos. Se 

transfirió una alícuota de 50 µL de cada pocillo a una nueva placa, a los cuales se 

les añadió 100 µL de la solución preparada para el ensayo. Luego de transcurridos 

20 minutos, se detuvo la reacción con 15 µL de HCl 1 M y se leyó las placas a una 

absorbancia de 490 y 690 nm.  

3.3 Análisis estadístico 

Las muestras de estudio fueron analizadas por triplicado y los resultados fueron 

expresados como media ± desviación estándar.  Para el análisis estadístico se 

utilizó una variante de R, el paquete Estadístico Jamovi 1.1.8.0.  Los datos entre 

los diferentes grupos se analizaron usando ANOVA y la prueba post hoc Tukey. El 

nivel de confianza que se utilizó en todos los análisis fue del 95 %. Se 

consideraron los valores p <0,05 como significativos.  

4 CAPÍTULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Caracterización cinética y dosis respuesta del efecto tóxico de los 

neonicotinoides 
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4.1.1 Ensayo MTT 

Los neonicotinoides fueron diseñados para actuar preferentemente en insectos, 

sin embargo, han demostrado ser capaces de generar  efectos letales y subletales 

en organismos off-target. El mecanismo responsable de la acción insecticida de 

estos compuestos interacciona con los receptores nicotínicos de la acetilcolina 

(Tomizawa & Casida, 2004). Las similitudes entre el sistema nervioso central de 

los insectos y el de los humanos ha sentado las bases de investigaciones que 

acumulan evidencia del daño a nivel de neurodesarrollo durante los períodos 

críticos de la infancia, el mismo que puede desencadenar posteriormente efectos 

adversos (Abreu-Villaça & Levin, 2018). 

Los ensayos in vitro se han posicionado en los últimos años como la mejor opción 

para el estudio de modelos neuronales, debido a que pueden recrear una serie de 

procesos del neurodesarrollo que inician con la proliferación celular hasta las 

etapas posteriores de diferenciación y maduración. La evaluación in vitro de la 

afectación de alguno de estos procesos por compuestos químicos puede ser 

medido cuantitativamente y dar lugar a un modelamiento de la toxicidad en el 

neurodesarrollo (Bal-Price et al., 2018). 

El presente estudio de citotoxicidad in vitro se llevó a cabo con la línea celular 

neuronal SH-SY5Y, que, al ser derivada de humano, expresa proteínas 

específicas e isoformas que no estarían presentes en cultivos celulares primarios 

de roedor. Esta línea celular se caracteriza morfológicamente por presentar 

cuerpos celulares no polarizados que tienden a formar grupos dispuestos en una 

región central de masa celular (Ver fig.1). Además, las células tienen la capacidad 

de proliferar continuamente, expresan marcadores neuronales inmaduros y 

carecen de marcadores neuronales maduros (Kovalevich & Langford, 2013).  

Al tratar las células SH-SY5Y con los neonicotinoides se constató que la variación 

en la concentración tuvo efectos significativos en la supervivencia de las células a 
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las 6, 24 y 48 horas de tratamiento (p<0,001). A las 24 horas, la concentración 

solamente fue relevante en su interacción con el tipo de compuesto (ver tabla 1).  

Se determinó además que, en los distintos intervalos de tiempo considerados, las 

concentraciones bajas de los tres neoicotinoides (0,025; 0,05; 0,1; 0,025 y 0,5m 

mM) no tuvieron efectos significativos sobre la viabilidad celular en comparación 

con las más altas (1, 2 y 4 mM) definiendo de esta manera que la toxicidad tuvo un 

comportamiento dosis dependiente (ver tabla 2).  

Figura 1 Células SH-SY5Y 

A las 6 horas, la concentración de los tres neonicotinoides a 4mM fue la que tuvo 

una incidencia significativa en la viabilidad de las células (Ver tabla 3). A esa 

concentración, el valor más alto de muerte celular fue de 61.2 ±14.4 %, 

ocasionado por el compuesto acetamiprid. Este comportamiento se repitió también 

a las 24 horas, donde el mismo compuesto provocó una disminución del 40 % 

±16.5 de la viabilidad celular, resultado similar al del estudio de Şenyildiz et al., 

(2018), en el cual el acetamiprid produjo un 50% de muerte en las células SHSY-

5Y en un lapso de 24 horas a una concentración de 2.16 y 3.09 mM, que fueron de 

las más altas utilizadas. Otra investigación que reportó una afectación en la 

viabilidad tras la aplicación de dosis altas fue la de Kocaman & Topaktaș, (2015), 

en la que tras administrar un tratamiento de acetamiprid a concentraciones de 3.5 

y 4 mM en células sanguíneas en un período de 24 y 48 horas, se produjo una 

disminución de la proliferación celular.  
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A las 48 horas se dio el mayor porcentaje de muerte (ver fig.2). El compuesto 

acetamiprid disminuyó un 75 ±19.1 % la viabilidad celular, thiamethoxam un 69 

±20.1 % e imidacloprid un 66 ±18.9 %. Los neonicotinoides siguieron un patrón 

dosis dependiente. Existen estudios donde al poner a prueba los compuestos 

acetamiprid e imidacloprid a concentraciones de 1 y 2 mM, se produjo una 

disminución en la viabilidad de las células HEK293  hasta llegar a un 70 % menos 

que el control (Yun et al., 2017).  

La toxicidad de las concentraciones altas también se ha observado en otros 

estudios in vitro, como el de Bal et al., (2012), en el cual se llegó a demostrar que 

la exposición a imidacloprid en concentraciones mayores a 10 mM durante 1 min. 

es capaz comprometer la integridad de la membrana de las neuronas de ratones.  

Pero la toxicidad no siempre está sujeta a concentraciones altas, esto lo 

demostraron Kimura-kuroda, et al., (2012) en el primer estudio que evidenció que 

el imidacloprid y acetamiprid a concentraciones de 1, 10 y 100 µM son citotóxicos 

para las neuronas cerebelares de ratas neonatas, debido a que tienen efectos 

excitatorios sobre los receptores nicotínicos de estos mamíferos. Por el contrario, 

Christen et. al., (2017) demostraron que a concentraciones bajas de 10 y 100 µM 

los neonicotinoides no son tóxicos para el crecimiento de neuritas en la línea 

celular PC-12.  

En el presente estudio, fue notable que los neonicotinoides tuvieron una toxicidad 

dosis dependiente y que los períodos de exposición de 24 y 48 horas fueron los de 

mayor significancia en los efectos (ver tabla 4). No existieron diferencias 

estadísticamente significativas entre los diferentes neonicotinoides en cuanto a su 

toxicidad (ver tabla 5).  
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Figura 2 Caracterización cinética y dosis respuesta del efecto tóxico de los 
neonicotinoides A: % supervivencia a las 6 horas. B: % supervivencia a las 12 
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horas C: % supervivencia a las 24 horas D: % supervivencia a las 48 horas. Todas 
las gráficas se han elaborado respecto al control 

Tabla 1.  
Anova de los efectos de la concentración, el compuesto y la interacción entre concentración y compuesto 
dentro de cada intervalo de tiempo y entre intervalos de tiempo 

 

  Concentración Compuesto Concentración*compuesto 

 F value p value F value p value F value p value 

6 horas 3.868 < .001 0.521 0.604 0.581 0.875 

12 horas 3.11 0.003 0.775 0.466 1 0.451 

24 horas 29.07 < .001 3.38 0.043 3.12 < .001 

48 horas 19.171 < .001 0.0342 0.966 0.815 0.653 

 

 
Tabla 2  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la relevancia de la concentración en cada intervalo de tiempo para cada 
compuesto. Se visualizan los p-values estadísticamente significativos (p<0.05) 

 

Test Post-Hoc        

Compuesto Tiempo Concentración  Concentración Mean difference Ptukey  

Acetamiprid 6 horas 0.1 4 38.6 < .001 

  
0.25 4 32.2 < .001 

 
  0.5 4 32 < .001 

 12 horas 0.025 4 23.1 0.004 

 
  2 4 18 0.042 

 24 horas 0.025 0.5 14.34 0.041 

   
2 17.53 0.005 

   
4 38.6 < .001 

  
0.05 4 32.9 < .001 

  
0.1 4 25.8 < .001 

  
0.25 4 26.4 < .001 

  
0.5 4 24.3 < .001 

  
1 4 26.2 < .001 

 
  2 4 21.1 < .001 

  

 

48 horas 

 

0.025 

 

2 

 

32.38 

 

0.006 

   
4 55.7 < .001 

  
0.05 4 41.1 < .001 

  
0.1 4 35.5 < .001 

  
0.25 4 32.1 0.001 
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0.5 4 34.4 < .001 

    1 4 32.3 0.001 

 

Imidacloprid 

 

 

24 horas 

 

 

0.025 

 

 

2 

 

 

36.1 

 

 

< .001 

  
 4 33.61 < .001 

  
0.05 2 32.2 < .001 

  
 4 29.69 < .001 

  
0.1 2 30.2 < .001 

  
 4 27.72 < .001 

  
0.25 2 27 < .001 

  
 4 24.53 < .001 

  
0.5 2 28.4 < .001 

  
 4 25.96 < .001 

  
1 2 28.3 < .001 

 
    4 25.83 < .001 

 48 horas 0.025 2 29.44 0.006 

   
4 42.7 < .001 

  
0.05 4 33.1 < .001 

  
0.1 4 33.6 < .001 

  
0.25 4 28.6 0.002 

    0.5 4 24.7 0.012 

 

Thiamethoxam 

 

 

24 horas 

 

 

0.025 

 

 

4 

 

 

31.7 

 

 

< .001 

 
  0.1 4 20.6 0.004 

 48 horas 0.025 4 45.9 < .001 

  
0.05 4 41.4 0.001 

  
0.1 4 40.6 < .001 

  
0.25 4 35.4 0.004 

  
0.5 4 37.1 0.002 

  
1 4 38.3 0.001 

    2 4 33.7 0.007 
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Tabla 3  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la influencia de la concentración en la supervivencia en cada intervalo de 
tiempo. Se visualizan los p-values estadísticamente significativos (p<0.05) 

 

Comparación PostHoc           

Tiempo Concentración (mM) Concentración (mM) Diferencia principal P Tukey PBonferroni 

6 horas 0.025 4 22.37 0.013 0.016 

 
0.25 4 24.8313 0.003 0.004 

  0.5 4 21.5562 0.019 0.024 

12 horas 0.025 0.05 11.34 0.023 0.029 

  
2 11.62 0.018 0.022 

    4 14.34 < .001 0.001 

24 horas 0.1 2 14.09 < .001 < .001 

  
4 24.31 < .001 < .001 

 
0.25 2 13 < .001 < .001 

  
4 23.22 < .001 < .001 

 
0.5 2 11.46 0.001 0.001 

  
4 21.68 < .001 < .001 

 
1 2 10.06 0.009 0.01 

  
4 20.28 < .001 < .001 

  2 4 10.22 0.007 0.008 

48 horas 0.025 0.1 15.584 0.03 0.04 

  
0.25 24.453 < .001 < .001 

  
0.5 23.977 < .001 < .001 

  
1 22.859 < .001 < .001 

  
2 32.146 < .001 < .001 

  
4 48.322 < .001 < .001 

 
0.05 0.25 17.556 0.008 0.01 

  
0.5 17.079 0.011 0.014 

  
2 25.248 < .001 < .001 

  
4 41.424 < .001 < .001 

 
0.1 2 16.562 0.016 0.02 

  
4 32.738 < .001 < .001 

 
0.25 4 23.868 < .001 < .001 

 
0.5 4 24.345 < .001 < .001 

 
1 4 25.462 < .001 < .001 

  2 4 16.176 0.021 0.026 
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Tabla 4  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la relevancia del tiempo de exposición para cada compuesto. Se visualizan 
los p-values estadísticamente significativos (p<0.05) 

 

Comparación Post Hoc - Tiempo         

  Comparación   

Compuesto  Tiempo (horas) Tiempo (horas) Diferencia principal ptukey pbonferroni 

Acetamiprid 12 24 -12.13 < .001 < .001 

  24 48 18.21 < .001 < .001 

Imidacloprid 6 24 -16.63 < .001 < .001 

  24 48 24.64 < .001 < .001 

Thiamethoxam 12 48 12.985 0.003 0.003 

  24 48 12.591 0.005 0.005 

 

Tabla 5  
Comparación Tukey Post Hoc entre compuestos. No existen diferencias significativas en cada intervalo de 
tiempo 

 

Comparación PostHoc         

Tiempo Compuesto  Compuesto  Diferencia principal P Tukey Pbonferroni 

6 horas Acetamiprid Imidacloprid -0.442 0.997 1 

  
Thiamethoxam -5.445 0.625 1 

  Imidacloprid Thiamethoxam -5.004 0.69 1 

12 horas Acetamiprid Imidacloprid -2.35 0.867 1 

  
Thiamethoxam -5.71 0.436 0.664 

  Imidacloprid Thiamethoxam -3.36 0.748 1 

24 horas Acetamiprid Imidacloprid -3.62 0.323 0.459 

  
Thiamethoxam 3.17 0.465 0.72 

  Imidacloprid Thiamethoxam 6.79 0.034 0.039 

48 horas Acetamiprid Imidacloprid -0.659 0.995 1 

 
 Thiamethoxam -1.765 0.964 1 

  Imidacloprid Thiamethoxam -1.106 0.986 1 

 



25 

 

4.1.2 Ensayo LDH  

Debido a los resultados obtenidos en el ensayo de MTT en la primera parte del 

estudio, el ensayo de LDH se restringió a los intervalos de 24 y 48 horas, que 

resultaron estadísticamente relevantes. En la tabla 6 se puede visualizar que los 

efectos de la concentración y el compuesto jugaron un papel significativo a las 24 

horas en la proliferación celular, confirmando lo obtenido con MTT. Pero, por otro 

lado, no se registró significancia estadística en ambos factores a las 48 horas en la 

supervivencia celular, lo cual pudo deberse a un error experimental, y será 

comprobado con nuevas repeticiones experimentales.  

Solamente el acetamiprid y thiamethoxam presentaron diferencias significativas 

entre concentraciones a las 24 horas, lo cual sugiere que la toxicidad siguió el 

comportamiento dosis dependiente ya observado en el ensayo MTT (ver tabla 9). 

A partir de la concentración 2 mM ya se pudo observar efectos significativos en la 

muerte de las células (p<0.001) (ver tablas 7 y 8). El porcentaje de muerte 

generado partió de aproximadamente un 42.7 ±21.8 % en el caso del 

thiamethoxam y de un 51.8 ±27.3 % en el de acetamiprid.  

En la concentración más alta, de 4 mM, el acetamiprid produjo el 113.2 ±35.3 % 

de muerte de las células en el lapso de 24 horas. En el mismo escenario, el 

thiamethoxam tuvo la capacidad de generar la muerte de la mitad de las células 

(52.8 ±27 %), mientras que el imidacloprid solamente de un 38.3 ±28.6 %. 

Se confirmó con el ensayo que no existieron diferencias estadísticamente 

significativas entre la muerte celular producida por los tres compuestos, de manera 

que no se pudo establecer el compuesto de mayor toxicidad (ver tabla 10). 

Los resultados del ensayo MTT y LDH también presentaron discrepancias. En el 

caso del ensayo LDH se determinó que la mortalidad es más baja (ver fig.3), lo 

cual pudo deberse a que existen diferencias entre los mecanismos de muerte 

celular. El ensayo MTT se basa en la conversión del compuesto del mismo 
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nombre en formazán púrpura dentro de la mitocondria. Este producto es 

impermeable en las membranas celulares de células sanas y determina una 

muerte apoptótica. El ensayo LDH, por otro lado, se basa en la medición de la 

actividad de la enzima lactato deshidrogenasa liberada en el medio extracelular 

por células que han perdido la integridad de su membrana, de manera que 

determina una muerte del tipo necrótica (Fotakis & Timbrell, 2006).  

La razón de la discrepancia entre los resultados entre ambos ensayos puede 

radicar en que probablemente se trató en mayor medida de una muerte apoptótica 

que necrótica, es decir, que se produjo en mayor medida un daño en las 

mitocondrias que una afectación en la integridad membranal de las células. El 

daño a la función mitocondrial pudo ser suficiente para causar la muerte de una 

mayor parte de las células, como se evidenció en el ensayo MTT.  

Sin embargo, se debe también considerar que dependiendo del daño que genera 

la apoptosis celular en la alteración de las funciones mitocondriales, puede darse a 

la par un despliegue de estrategias antiapoptóticas de las células y que no en 

todos los casos la pérdida de la capacidad de reducción del MTT se traduce en 

pérdida de la integridad mitocondrial (Lobner, 2000). El estrés oxidativo es otro de 

los mecanismos de muerte generada por los neonicotinoides. Esto incluye 

procesos de oxidación o reducción, así como mecanismos de activación y 

desintoxicación. Además, el flujo de 𝐶𝑎2+ y algunas otras vías de señalización 

también desempeñan papeles fundamentales en los procesos de apoptosis (Wang 

et al., 2018).  
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Figura 3 Ensayo LDH: Análisis por tiempo.  A: % muerte a las 24 horas. B: % 
muerte a las 48 horas. Gráfica respecto al control. 

 

 

Tabla 6  
Anova de los efectos de la concentración, el compuesto y la interacción entre concentración y compuesto 
dentro de cada intervalo de tiempo y entre intervalos de tiempo 

 

  Concentración Compuesto Concentración*compuesto 

 F value p value F value p value F value p value 

24 horas 32.85 < .001 1.78 0.185 6.92 < .001 

48 horas 1.05 0.4 3.69 0.041 1.86 0.035 

 

 

 

 

A 

B 

24 horas 

48 horas 
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Tabla 7  

Prueba Tukey Post Hoc respecto a la influencia de la concentración en la supervivencia en cada intervalo de 
tiempo. Se visualizan los p-values estadísticamente significativos (p<0.05) 

Post Hoc Comparisons 24 horas       

Concentración (mM) Concentración (mM) Diferencia principal Ptukey Pbonferroni 

0.025 1 -19.51 < .001 < .001 

 2 -31.46 < .001 < .001 

 4 -54.72 < .001 < .001 

0.05 1 -17.76 0.003 0.004 

 2 -29.7 < .001 < .001 

 4 -52.96 < .001 < .001 

0.1 2 -20.17 < .001 < .001 

 4 -43.44 < .001 < .001 

0.5 2 -21.31 < .001 < .001 

 4 -44.57 < .001 < .001 

1 4 -35.21 < .001 < .001 

2 4 -23.26 < .001 < .001 

 

Tabla 8 
ANOVA de los compuestos respecto a la relevancia de la concentración en la muerte de las células.  El 
imidacloprid no presentó diferencias significativas a las 24 horas 

   

Compuesto Tiempo (horas) Welche's Fisher's 

Acetamiprid 24 < .001 < .001 

Imidacloprid 24 0.022 0.019 

Thiamethoxam  24 0.002 < .001 
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Tabla 9  
Tukey Post Hoc respecto a la relevancia de la concentración de los compuestos en cada intervalo de tiempo. 
A concentraciones altas existe una mayor generación de muerte celular. Se presentan los p-values 
estadísticamente significativos (p<0.05)  

 

Tukey Post Hoc Test 

Compuesto  Tiempo (horas) Concentración (mM) Concentración (mM) Diferencia principal P Tukey  

Acetamiprid 24 0.025 2 -34.8 0.014 

  
 4 -91.6 < .001 

  0.05 2 -33.4 0.018 

  
 4 -90.2 < .001 

  0.1 4 -84.6 < .001 

  0.25 2 -31.9 0.029 

  
 4 -88.6 < .001 

  0.5 4 -86 < .001 

  1 4 -73.6 < .001 

    2 4 -56.7 < .001 

Thiamethoxam  24 0.025 4 -32.48 0.01 

    0.1 4 -35.22 0.003 

 

 

Tabla 10  
Comparación Tukey Post Hoc entre compuestos. No existen diferencias significativas en cada intervalo de 
tiempo 

Post Hoc - compuesto  

Comparación  

compuesto    compuesto  
Diferencia 

prinicipal 
SE df t ptukey pbonferroni 

Acetamiprid  -  Imidacloprid  11.13  5.96  32.0  1.866  0.165  0.213  

   -  Thiamethoxam  7.01  6.10  32.0  1.149  0.492  0.777  

Imidacloprid  -  Thiamethoxam  -4.12  6.10  32.0  0.676  0.779  1.000  
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4.2 Estudio de los posibles efectos tóxicos sinérgicos entre los 

neonicotinoides  

Aproximadamente la mitad de la población de EE.UU. mayor de 3 años se ha visto 

expuesta recientemente a los neonicotinoides (Ospina et al., 2019). En 2011, por 

lo menos el 79 % de cultivos de maíz en ese país fueron tratados con estos 

pesticidas (Douglas & Tooker, 2015). Los neonicotinoides son fácilmente 

detectables en el ecosistema, donde el rango de vida media puede variar de días 

a años dependiendo del compuesto, y tienen la capacidad de acumularse en el 

suelo y de solubilizarse fácilmente en agua (Abdel-Ghany et al., 2016). Debido a 

su naturaleza sistémica, estos compuestos mantienen su reminiscencia en las 

plantas, y, dado que son la base de la dieta de los humanos, constituyen una ruta 

potencial de exposición (Han et. al., 2018). Las interacciones de los compuestos 

químicos en la naturaleza ocasionan una respuesta que puede ser antagónica 

(cuando la toxicidad combinada es inferior a la suma de la toxicidad de los 

componentes por separado) o sinérgica (cuando la toxicidad de la mezcla es 

mayor que la suma de la toxicidad de los componentes por separado) (Drakvik et 

al., 2020). 

 

4.2.1 Ensayo MTT 

La influencia de los factores tiempo, concentración y su interacción tuvieron 

significancia en la disminución de la viabilidad celular (ver tabla 11). 

4.2.1.1 Acetamiprid-Imidacloprid 

Existieron diferencias en la respuesta de viabilidad de las células a las 24 y 48 

horas de exposición a los neonicotinoides (ver tabla 13).  

A las 24 horas, la toxicidad del compuesto imidacloprid a 2 mM llegó a ser mayor 

que la de la mezcla entre acetamiprid e imidacloprid en proporción 1: 1 mM 
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(p<0.05), cuyos valores de afectación en la viabilidad alcanzaron el 38.5 ±18.2 % y 

6.9 ±16.5 % respectivamente (ver fig. 4). Por otro lado, no se observó significancia 

entre la disminución de viabilidad provocada por la mezcla, que como se mencionó 

fue de 6.9 ±16.5 %, y el compuesto acetamiprid por sí solo a 4mM, que registró un 

21.8 ±18.5 %. 

En el mismo intervalo de tiempo se determinó la sinergia entre acetamiprid e 

imidacloprid en concentración 2:2 (p<0.001), la cual causó el 78.3 ±16.9 % de 

muerte de las células, en comparación con acetamiprid por separado 4mM, que 

disminuyó la viabilidad en 39.7 ±18.5 % y con imidacloprid por separado a la 

misma concentración, que disminuyó un 34.3 ±15.3 % de las células. 

A las 48 horas no se registraron diferencias estadísticamente significativas entre 

los valores de afectación de la viabilidad celular de las combinaciones y los 

compuestos por separado (ver tabla 12). La mezcla de acetamiprid e imidacloprid 

en concentración 1mM llegó a disminuir la viabilidad en un 22 ±13.2 %, el 

acetamiprid en solitario a 2 mM un 48.3 ±24.9% y el imidacloprid a la misma 

concentración un 42.1 ±24.4%.  

En el caso de la combinación de los compuestos a concentración 2 mM causó una 

disminución de la población celular en 55.3 ±15.8 %, sin embargo, fue similar a la 

de los compuestos acetamiprid e imidacloprid a 4 mM por separado, que 

alcanzaron un 62.2 ±21.2 % y 55.2 ± 20.2 % respectivamente.  

4.2.1.2 Thiamethoxam-Acetamiprid 

La toxicidad de la mezcla de thiamethoxam y acetamiprid en proporción 1:1 mM 

tuvo baja repercusión en la supervivencia celular a las 24 horas, ya que disminuyó 

en un 9.4 ±12.7 %, cifra que no fue significativa al compararla con los compuestos 

por separado a 2 mM, los cuales disminuyeron un 16 ±28.4 % la viabilidad en el 

caso de thiamethoxam y 21.5 ±16.6 % en el de acetamiprid.  
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En el mismo intervalo de tiempo, el efecto tóxico de acetamiprid y thiamethoxam 

por separado a concentración 4 mM, fue mayor que el de su mezcla a 2:2 mM. A 

pesar de que el thiamethoxam disminuyó la viabilidad en un 39.76 ±21.1 %, no fue 

significativo en comparación con el 17.02 ±12.7 % de afectación que generó la 

mezcla, cifra que, a su vez, fue significativa ante la disminución del 38.69 ±18.5 % 

de viabilidad generada por el acetamiprid. 

A las 48 horas, se demostró que la combinación de thiamethoxam y acetamiprid 

en proporción 1:1 mM disminuyó la viabilidad de las células en un 99.7 ±10.6 % lo 

cual determinó un efecto tóxico sinérgico al compararlo con los compuestos por 

separado en concentración 2 mM (p<0.001), en donde el thiamethoxam alcanzó 

una disminución significativa de las células en 31.04 ±31.6 % y el acetamiprid un 

48.36 ±24.9 %. 

La disminución de la viabilidad generada por la mezcla a 2 mM a las 48 horas, fue 

de un 66.05 ±7.21 %, sin embargo, no fue un valor significativo ante el 59.12 ±29.4 

% del thiamethoxam o el 62.23 ±21.2 % del acetamiprid por separado en 

concentración 4 mM.         

             

4.2.1.3 Imidacloprid-Thiamethoxam  

A las 24 horas, se encontró que el imidacloprid en solitario a concentración 2 mM 

tuvo una mayor toxicidad sobre las células que en su combinación con 

thiamethoxam a 1 mM (p<0.05), puesto que redujo la viabilidad celular en un 40.1 

±18.2 %, en comparación con el 15.5 ±13.8 % de la mezcla. La diferencia entre la 

reducción de viabilidad ocasionada por la mezcla de compuestos y la del 

thiamethoxam en solitario a 2 mM no fue significativa, ya que alcanzó un 17.5 

±28.4 %.  

Situación similar se evidenció en el mismo intervalo con el imidacloprid a 4 mM, ya 

que disminuyó un 35.9 ±15.3 % de las células, lo cual es significativamente mayor 



33 

 

que la cifra alcanzada con la mezcla del compuesto con thiamethoxam a 2 mM 

(p<0.05), que redujo la población celular en un 12.4 ±28.4 %. Este último valor de 

afectación dada por la mezcla no fue significativo en comparación con el 

thiamethoxam en solitario a 4 mM, que, de forma similar, alcanzó un 32.9 ±21.1 %. 

A las 48 horas, no se registró diferencias significativas entre las mezclas tanto en 

proporción 1:1 mM como 2:2 mM y los compuestos por separado (ver tabla 13), 

esto a pesar de que fue alta la disminución de células que causaron las mezclas. 

En conjunto imidacloprid y thiamethoxam a 1 mM tuvo una afectación del 66.9 

±10.7 % de la viabilidad, imidacloprid por su lado a 2 mM una afectación de 43.6 

±24.4 % y thiamethoxam una de 32.5 ±31.6 %. 
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Figura 4 Interacción de los compuestos: Ensayo MTT. A1: Acetamiprid-
Imidacloprid % muerte a las 24 horas. A2: Acetamiprid-Imidacloprid % muerte 48 
horas. B1: Thiamethoxam-Acetamiprid % muerte a las 24 horas. B2: 
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Thiamethoxam-Acetamiprid % muerte a las 48 horas. C1: Imidacloprid-
Thiamethoxam % muerte a las 24 horas. C2: Imidacloprid-Thiamethoxam % 
muerte a las 48 horas. (1=1mM, 2=2mM, 4=4mM) 

Tabla 11  
ANOVA de la significancia de los factores tiempo, concentración y la interacción de estos sobre la viabilidad 
celular en cada mezcla de compuestos 

 

Compuestos Tiempo Concentración Tiempo*concentración 

 
 F value p value F value p value F value p value 

Acetamiprid-Imidacloprid 27.68 < .001 15.8 < .001 4.23 < .001 

Thiamethoxam-Acetamiprid 160.1 < .001 7.09 < .001 10.9 < .001 

Imidacloprid-Thiamethoxam 76.72 < .001 4.81 < .001 4.28 < .001 

 

 

Tabla 12  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la significancia de los efectos del tiempo sobre la viabilidad celular a las 24 
y 48 horas 

 

Post Hoc Comparisons - Tiempo         

  Comparison   

Compuesto  Tiempo Tiempo 
Diferencia 

principal 
ptukey pbonferroni 

Acetamiprid 24 horas 48 horas 12.6 < .001 < .001 

Imidacloprid 24 horas 48 horas 35.2 < .001 < .001 

Thiamethoxam 24 horas 48 horas 23.8 < .001 < .001 

 

 

Tabla 13  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la influencia de la concentración de las mezclas de compuestos en la 
supervivencia celular en los intervalos de 24 y 48 horas  

Post Hoc comparisons   

  

    

Compuesto Tiempo 
Concentración 

(mM) 

Concentración 

(mM) 

Diferencia 

principal 
ptukey 

Acetamiprid-Imidacloprid 

24 horas 2A 
1A1I 

-18.4 0.174 

 2I -33.7 < .001 

  4A 
2A2I 

34.4 < .001 

   4I 41.8 < .001 
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 48 horas 2A 
1A1I 

-30.72 0.023 

  2I -24.5 0.14 

  4A 
2A2I 

-9.43 0.969 

    4I -4.06 1 

Thiamethoxam-

Acetamiprid 

24 horas 2T 
1T1A 

-11.49 0.846 

 2A -16.49 0.434 

  4T 
2T2A 

-19.05 0.28 

   4A -27.43 0.022 

 48 horas 2T 
1T1A 

63.8 < .001 

  2A 46.4 < .001 

  4T 
2T2A 

2.47 1 

    4A 0.742 1 

Imidacloprid-

Thiamethoxam 

24 horas 2I 
1I1T 

-27.25 0.026 

 2T -6.96 0.991 

  4I 
2I2T 

-26.21 0.038 

   4T -25.25 0.065 

 48 horas 2I 
1I1T 

18.3 0.632 

  2T 29.4 0.089 

  4I 
2I2T 

-3.29 1 

    4T -6.93 0.998 

 

 

4.2.2 Ensayo LDH 

Se confirmó que los factores tiempo, concentración y su interacción tuvieron una 

influencia significativa en la muerte de las células (ver tabla 14). Existieron 

diferencias significativas entre los dos tiempos de exposición empleados en el 

estudio, sin embargo, las diferencias entre los efectos de las diferentes 

concentraciones se restringieron a las 24 horas en los 3 casos (tabla 15 y 16). 

4.2.2.1 Acetamiprid-imidacloprid 

A las 24 horas, no pudo confirmarse la sinergia existente entre acetamiprid e 

imidacloprid a una concentración de 2:2 mM dada en el ensayo de MTT (ver fig. 

4). 
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La muerte celular que se generó por la mezcla de los compuestos en proporción 

1:1 mM fue de 82.1 ±32.1 %, cifra significativamente mayor (p<0.05) al compuesto 

imidacloprid en solitario en concentración 2 mM, el cual alcanzó un 34.6 ±28.4 % 

de muerte, pero no presentó diferencias significativas con el porcentaje de muerte 

ocasionado por el compuesto acetamiprid a 2 mM por separado, el cual alcanzó el 

31.6 ±27.2 % de muerte.   

La combinación de los compuestos a 2 mM llegó a producir el 106 ±19.9 % de 

muerte de las células, suceso significativo (p<0.001) frente a los efectos del 

imidacloprid en solitario a una concentración de 4 mM, que consiguió un 36.2 

±27.9 % de muerte, pero no significativo frente al 96.9 ±38.9 % de muerte que 

alcanzó el acetamiprid por sí solo en la misma concentración.  

A las 48 horas, no se obtuvo resultados estadísticamente significativos respecto a 

las mezclas en comparación con los compuestos por separado, comprobando de 

esta manera lo registrado en el ensayo MTT (ver tabla 16). La combinación de 

acetamiprid e imidacloprid a 1 mM, por ejemplo, causó un 43.5 ±7.54 %, mientras 

que por separado acetamiprid a 2 mM llegó a un 26.6 ±15.8 % y thiamethoxam a 

22.5 ±18.4 %. A concentración 2 mM la mezcla provocó un 52.2 ±13.5 % de 

muerte, pero por separado acetamiprid e imidacloprid a 4 mM llegaron a 39.3 

±32.8 % y 29 ±18.5 % respectivamente. 

4.2.2.2 Thiamethoxam-acetamiprid 

En el caso de la combinación de compuestos thiamethoxam y acetamiprid, en 

proporción 2:2 mM produjeron el 112.4 ±13.3 % de muerte de la población celular 

a las 24 horas de exposición, valor que fue, a su vez, significativamente superior al 

35.3 ±32 % de muerte por parte del compuesto thiamethoxam en concentración 4 

mM (p<0.001) pero no significativo al 97.3 ±38.9 % del acetamiprid a 4 mM.   

Por otro lado, la combinación de los compuestos en proporción 1: 1 mM no tuvo 

resultados significativos en ambos períodos de exposición de las células, y de la 
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misma forma la combinación de estos en proporción 2:2 a las 48 horas (ver tabla 

16).  El ensayo mostró que, a las 24 horas, a concentración 1 mM los compuestos 

juntos llegaron a provocar el 82.3 ±26.9 %, y los compuestos thiamethoxam y 

acetamiprid por separado a concentración 2 mM ocasionaron un 41.5 ±30.4 % y 

49 ±27.2 %, respectivamente. La afectación generada a más de la mitad de la 

población de las células también se dio con los compuestos combinados a 2 mM, 

los cuales provocaron la muerte del 53.8 ± 10.1 % de las células, y los 

compuestos por separado a 4mM, un 34 ±17.7 % en el caso del thiamethoxam y el 

39.7 ± 32.8 % con acetamiprid.  

A las 48 horas la mezcla a 1 mM causó un porcentaje menor de muerte, el cual fue 

de 34.1 ±1.93 %, no significativo frente al 24.6 ±17.1 % del thiamethoxam y el 27 

±15.8 % del acetamiprid en solitario a concentración 2 mM.  

 

4.2.2.3 Imidacloprid-thiamethoxam 

A las 24 horas, la mezcla de los compuestos imidacloprid y thiamethoxam en 

concentración 1:1 mM, provocó un 84.1 ±21.5 % de muerte celular, con 

significancia en comparación con la acción del compuesto imidacloprid en solitario 

en concentración 2 mM, cuyo porcentaje de muerte llegó al 32.2 ±28.4 % e 

irrelevante en comparación con thiamethoxam (2 mM) que alcanzó un 38.6 ±30.4 

%.  

En el mismo intervalo de tiempo, los compuestos juntos mostraron un 

comportamiento sinérgico en proporción 2: 2 mM, dado que provocaron la muerte 

del 114.6 ±14.7 % de células, hecho que es significativo en comparación con los 

efectos de los dos compuestos en solitario a 4 mM, que registraron un 33.7 ±27.9 

% de muerte en el caso del imidacloprid, y un 32.4 ±32 % de muerte en el caso del 

thiamethoxam.  
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A las 48 horas, no hubo diferencias significativas entre las mezclas y los 

compuestos por separado. En este contexto, el ensayo evidenció que la mezcla de 

los compuestos a 1 mM alcanzó el 30.3 ±1.97 %, valor que no fue significativo 

frente a la acción de los compuestos por separado, que llegaron a generar un 20.2 

±18.4 % de muerte en el caso del imidacloprid y el 21.7 ±17.1 % en el del 

thiamethoxam. En el mismo intervalo la mezcla alcanzó un 46.3 ±5.82 % de 

muerte en proporción 2:2 mM, mientras que el acetamiprid y thiamethoxam un 

26.5 ±18.5 % y 31.1 ±17.7 % respectivamente.  

Existieron discrepancias en cuanto a los resultados de los efectos sinérgicos que 

habían sido registrados con el ensayo MTT. Este hecho, que ya había sido 

evidenciado con anterioridad en el estudio, puede deberse a los mecanismos de 

muerte ocasionados en cada caso.  Mientras MTT constituye una prueba indirecta, 

que mide el bloqueo de la actividad mitrocondrial, LDH es una del tipo directa que 

mide la liberación de la enzima lactato deshidrogenasa.  
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Figura 4 Interacción de los compuestos: Ensayo LDH. A1: Acetamiprid-
Imidacloprid % muerte a las 24 horas. A2: Acetamiprid-Imidacloprid % muerte 48 
horas. B1: Thiamethoxam-Acetamiprid % muerte a las 24 horas. B2: 
Thiamethoxam-Acetamiprid % muerte a las 48 horas. C1: Imidacloprid-
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Thiamethoxam % muerte a las 24 horas. C2: Imidacloprid-Thiamethoxam % 
muerte a las 48 horas. (1=1mM, 2=2mM, 4=4mM) 

Tabla 14:  
ANOVA de la influencia de los factores: tiempo, concentración y la interacción de ambos sobre la muerte 
celular 

 

Compuestos Tiempo Concentración Tiempo*concentración 

 
 F value p value F value p value F value p value 

Acetamiprid-Imidacloprid 42.57 < .001 14.6 < .001 3.54 0.002 

Thiamethoxam-Acetamiprid 44.69 < .001 18 < .001 4.07 < .001 

Imidacloprid-Thiamethoxam 35.3 < .001 11.8 < .001 4.08 < .001 

 

Tabla 15  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la influencia de la variación del tiempo de exposición sobre la respuesta de 
muerte celular 

Post Hoc Comparisons - Tiempo           

 

  Comparison   

Compuesto    Tiempo Tiempo Mean Difference ptukey pbonferroni 

Acetamiprid-Imidacloprid 24 horas 48 horas 26.7 < .001 < .001 

Thiamethoxam-Acetamiprid 24 horas 48 horas 28.1 < .001 < .001 

Imidacloprid-Thiamethoxam 24 horas 48 horas 21.3 < .001 < .001 

 

Tabla 16  
Prueba Tukey Post Hoc respecto a la influencia de la concentración de las combinaciones sobre la muerte 
celular en los intervalos de 24 y 48 horas  

Comparación Post Hoc    

  

    

Compuesto Tiempo Concentración Concentración Diferencia principal ptukey 

Acetamiprid-Imidacloprid 24 horas 2A 
1A1I 

-29.5 0.324 

 2I -43.5 0.025 

  4A 
2A2I 

0.983 1 

   4I -59.74 < .001 

 48 horas 2A 
1A1I 

-11.5 0.886 

  2I -14.2 0.737 

  4A 
2A2I 

-7.04 0.995 

    4I -16.99 0.582 

Thiamethoxam-Acetamiprid 24 horas 2T 1T1A -36.4 0.133 
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 2A -28.6 0.394 

  4T 
2T2A 

-64.54 < .001 

   4A -2.54 1 

 48 horas 2T 
1T1A 

-3.99 1 

  2A -2.54 1 

  4T 
2T2A 

-13.6 0.821 

    4A -10.6 0.94 

Imidacloprid-Thiamethoxam 24 horas 2I 
1I1T 

-41.6 0.022 

 2T -35.5 0.092 

  4I 
2I2T 

-70.7 < .001 

   4T -71.9 < .001 

 48 horas 2I 
1I1T 

-5.2 0.997 

  2T -4.01 0.999 

  4I 
2I2T 

-16.81 0.31 

    4T -9.85 0.892 

 

No es posible contrastar los resultados de la exploración de los efectos sinérgicos 

obtenidos con estudios paralelos debido a que no existe evidencia similar de la 

citotoxicidad de las mezclas in vitro. En lo que respecta a estudios in vivo, se 

omiten pruebas relacionadas con la afectación en procesos del neurodesarrollo y 

se restringen a la demostración de la toxicidad en polinizadores. Tal es caso de la 

investigación de Zhu et al., (2017), donde se recreó la exposición real de las 

abejas (Aphis mellifera) frente a los neonicotinoides, mediante la alimentación de 

las mismas con imidacloprid solo o en mezcla junto a otros 6 pesticidas de 

distintas clases. Se evidenció que el pesticida solo, a una concentración de 4.3 

mg/L indujo a una mortalidad del 36% después de 2 semanas de alimentación. Sin 

embargo, no se detectó una toxicidad sinérgica a partir de las mezclas binarias del 

pesticida con los otros que se pusieron a prueba a dosis subletales (Zhu et al., 

2017).  

La investigación de la exposición humana a los neonicotinoides toma relevancia 

debido a la susceptibilidad que presenta el sistema nervioso en desarrollo ante la 

exposición a químicos, sobre todo en etapas tempranas. Esto está relacionado 
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con procesos complejos y específicos tales como la proliferación inicial, migración, 

diferenciación de células gliales y neuronales, la sinaptogénesis, mielinización y la 

maduración funcional tanto neuronal como glial (Stiles & Jernigan, 2010). En los 

infantes, los receptores nicotínicos de la acetilcolina, que son los blancos de los 

insecticidas, son importantes para el desarrollo normal del cerebro (Role & Berg, 

1996).   

La exploración in vivo de la afectación que causan los neonicotinoides de manera 

individual a nivel de neurodesarrollo, ha demostrado que, en ratas por ejemplo, la 

exposición aguda en la etapa de gestación produce deterioro del desarrollo 

sensorial y motor, aumento de la actividad cerebral de la acetilcolinesterasa y 

también expresión de proteínas ácidas gliales en la descendencia adolescente  

(Abou-Donia et al., 2008). En lo que se refiere a la exposición postnatal, se ha 

verificado una afectación en la consolidación de la memoria de ratas adultas 

(Özdemir et al., 2014). Otros estudios realizados en etapas embrionales han 

evidenciado una disminución de las capacidades nadadoras de larvas de peces 

cebra, así como también un aumento de las respuestas sensoriales y motoras 

(Crosby, Bailey, Oliveri, & Levin, 2015).  

El uso de los ensayos in vitro  pueden considerarse herramientas que constituyen 

una valiosa evidencia paralela a las pruebas con animales y que pueden ayudar a 

entender los mecanismos celulares y moleculares que están involucrados en la 

toxicidad del neurodesarrollo (EFSA PPR Panel, 2013). 

La evaluación de la toxicidad de los químicos en el neurodesarrollo depende no 

solo del tiempo de exposición y la dosis aplicada de las sustancias, sino también 

de la etapa de desarrollo del cerebro que se está exponiendo (Rice & Barone, 

2000). El estudio de la vulnerabilidad del sistema nervioso en formación, por 

ejemplo, debe considerar la inmadurez de la barrera hematoencefálica, la cual no 

está formada completamente al menos hasta los 6 meses después del nacimiento, 

y que facilita la entrada de químicos en el cerebro fetal o neonatal (Adinolfi, 1985). 
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En la relación existente entre el crecimiento de neuronas durante el desarrollo y su 

deterioro, incluso las más sutiles alteraciones en el proceso pueden tener 

repercusiones en el proceso y desencadenar disfunción en el sistema nervioso 

central (Ramakers, 2002; Webb, Monk, & Nelson, 2001),  Del presente estudio se 

puede sugerir que la afectación de los insecticidas neonicotinoides en la 

disminución de la viabilidad de las células SH-SY5Y podría estar relacionada con 

una afectación en los procesos iniciales del neurodesarrollo, lo cual muy 

probablemente tenga impacto en los escenarios posteriores de desarrollo del 

sistema nervioso central.  
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

5.1 Conclusiones 

 

La toxicidad de los compuestos acetamiprid, imidacloprid y thiamethoxam tuvo un 

comportamiento dosis dependiente. Los períodos de exposición de 24 y 48 horas, 

así como las concentraciones de 2 y 4 mM fueron los que generaron una 

afectación significativa en la viabilidad de las células. 

El compuesto imidacloprid mostró un comportamiento sinérgico en combinación 

tanto con acetamiprid como thiamethoxam en concentración 2 mM, en el período 

de 24 horas de exposición de las células SH-SY5Y. El acetamiprid, además, 

evidenció una combinación de tipo sinérgica con thiamethoxam a las 48 horas de 

exposición de las células a una concentración 1 mM. 

5.2 Recomendaciones 

Estudios posteriores deben enfocarse en el análisis de los mecanismos 

moleculares del daño producido por los neonicotinoides, así como el daño a nivel 

de ADN.  
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