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1.- INTRODUCCION

a).~ Concentraciéon de Pesticidas en Organismos y Efectos -

Metabolicos .

Una caracteristica especial de los Insecticidas es su capaci-
dad de acumulacién en los organismos a través de las cadenas --
alimenticias, por ejemplo el Krill, especie de pequefio camarén -
que habita en las aguas del Antdrtico, contiene mucho menos DDT,
que los pinglinos que se alimentan de aquél, a este proceso se le

conoce en la actualidad como magnificacion.

En las aves, la acumulacién del DDT, se refleja al presen-
tarse envenenamiento e interferencia en el metabolismo del calcio,
por lo que los cascarones de los huevos, son sumamente fragiles,

siendo pocos los que llegan al final del periodo de incubacién.

En el ser humano, el mecanis'mo de acumulacién del DDT es
exactamente ‘igual, los exdmenes réalizados, para determinar la -
concentracion del DDT en tejidos grasos, (Meier-Bode,1968), ha --
revelado que en paises como la India e Israel, sus habitantes pre-
sentan comparativamente mayor concentracién de DDT, en la si--

" guiente tabla se puede observar algunos de esos resultados,

o —— -~



Alemania Occ, 2.3 ppm, Francia 5.2 ppm.

Regién Artica 3.0 ppm. Hungria 12.4 ppm,
Inglaterra 3.9 ppm. [srael 19.2 ppm.
Canada 4.9 ppm, India (Nva,

Delhi) 26.0 ppm.

El DDT también se acumula en el sistema nervioso, de pre-
fe;encia en el cerebro; en un estudio realizado en Florida,U,S.A.,
entre 1964 y 1967, todas las autopsias de personas que poseian --
historias clinicas acerca de enfermedades hepdticas, cerebrales o
neurolégicas, fueron cotejadas en otras historias clinicas contro--
les; los niveles de DDT en el higado, grasa y cerebro, fueron --
considerablemente altos, pero no se pudo establecer si esas con--
centraciones afectaron el funcionamiento de los Organos y sistemas

en los que se encontraron, (Reporte al Senado de los U.S.A.).

Se han obtenido algunos datos de gran importancia, acerca de
mutaciones causadas por metabolitos del DDT, en 1967 cientificos
britdnicos, estudiando el efecto genético de agentes alquilantes, --
(los animales y el hombre, pueden convertir el DDT en ese tipo -
de compuesto). Observaron que tales compuestos interfieren con la

estructura del ADN y pueden ocasionar muerte celular, al bloguear
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la actividad enzimética de esta (Keller, 1970).

Otras evidencias acerca del blogueo enzimatico se han obteni-
do en moscas de la fruta, resistentes al DDT, en las cuales se --
“encontr6 que producen una enzima, la DDT dehidroclorinosa, la ~--

que convierten al DDT en una substancia no téxica (Kéller,1970).

Se han emcontrado evidencias acerca de disturbios hormona--

les producidos por insecticidas por ejernplo, en ratas hembras, el

clordano aumenta la'producci()n en un 385 % y en palomas machos
la misma substancia, increment6é el metabolismo de la testosterona
al doble, En pollos que fueron inyectados con tres dosis diarias de
50 mgrs. de o,p DDT, el peso y el contenido de glicégeno en los
oviductos, fue semejante al que se obtuvo al aplicar 3 dosis dia--
rias de SO mgrs. de estradiol ( El DDT comerEial; estd compues-

to en un 15 al 20% de la forma o,p y-en 80 a 85% de la forma --

p,p).

En otro experimento con una forma no determinada de DDT -
que fué aplicado a gallos jovenes, se encontré que el peso testicu-

lar de los animales tratados, comparado con los animales control,



fue de S veces menor; ese efecto fue similar al que se obtuvo - -
cuando las aves fueron tratadas con estrégeno, es decir que el -~
DDT, actda de manera similar a la hormona sexual femenina, co-

nocida como dietiletilbestrol.
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-BY. - Antecedentes de investigaciones acerca de insecticidas

y sus efectos sobre células en cultivos de tejidos:

La técnica de cultivo de tejidos fue usada por primera vez -
por Lewis y Richards (1945), como herramienta de trabajo, cuando
trataron embriones de pollo con DDT. Sus resultados demostraron
que ese insecticida, aplicadb en concentraciones maximaé de - - -

600 ppm/ml, no era toOxico para los embriones.

En células humanas en cultivo de tejidos, Gabliks y Fri.edman
(1965), probaron 11 insecticidas diferentes y determinaron cuales -
eran las ddsis que causaban un 50% de alteraciones en la morfolo-
gia celular, tales como granulaciones citoplasmicas, asi como el -
grado de inhibicibn dél crecimiento celular, que en ambos cultivos
fue entre el 10 y 50%, calculandose este resultado de acuerdo con
la cantidad total de proteinas sintetizadas por cultivo. Los resulta-
dos indican que los insecticidas a base de dinitrofenol como el Ka-
ratano, son mas téxicos que los insécticidas organoclorados y orga

nofésforados, como el DDT y el Malathi6n,

Wilson y Walker (1966), estudiaron la toxicidad del Malathion

y otros productos similares, observando que el Malathion era suma
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mente téxico para el crecimiento de células de embriones de pollo -
a concentraciones de 3 X, 10-0 mgr/ml, y en concentraciones de --
3 X 10"5 mgr/ml, se impedia el crecimiento celular por com---

pleto.

En 1967, Gabliks ( Gabliks et, al,, 1967 ), probaron el efec-
to de varibs insecticidas organofosforados sobre células hepdticas --
Vde ratén en cultivo de tejidos, y encontraron muy pocav semejanza --
con los datos obtenidos al tratar células hepdticas humanas en culti_
\}o de tejidos, con los mismos insecticidas. Por ejemplo, el Mala-
thion resulté ser entre 100 y 120 veces mds téxico para las células

hepéticas humanas, que para las células hepaticas de ratén.

Johnson y Weiss ( 1967 ), publicaron los resultados de sus -~
estudios acerca de la toxicidad del DDAV, que es un derivado meta--
bélico del DDT, sobre dos tipos de células humanas en cultivo de -
tejidos, observando que a una concentracién de 25 ppm/ml, ia Mem
brana celular se destruia; tales efectos se evitaron agregando - - -

25 ppm/ml, de 4cido meval6nico al medio de cultivo.

Chung y colaboradores ( 1967 ), reportan que el DDT y el --



Dieldrin tienen propiedades, para reducir o incrementar la sinte--
sis de 4cidos nucléicos y proteinas, en células tumorales humanas
en cultivos de tejido ( HeLa ), dependiendo estos efectos de las --

concentraciones aplicadas al medio de cultivo ( 0.5, 10 y S0 ~ - -

ppm/ml),

Posteriormente, Chung y colaboradores ( 1968), reportan ---
los cambios que se presentan en la sx’nfesis de ARN vy proteinas, -
_por ruptura de fracciones subcelulares de células Hela, tratadas-
con DDT y Dieldrin sometidas a las mismas concentraciones que -

en su trabajo anterior ( 1967 ).

En 1969 Litterst y colaboradores ( Litterst et. al., 1969), -
reportan los efectos de varios insecticidas y sus metabolitos so---
bre las sintesis de 4cidos nucléicés y proteinas para cultivos de ~
células Hel.a, observando efectos similares en las sintesis de pro
tefnas y de 4cidos nucléicos a los 'que se presentan al tratar ese-
tipo de células con aspirina y/o cloruro de sodio; ya que actian -

interfiriendo las sintesis de 4cidos nucléicos y de las proteinas.




i1.- OBJETO:

El cdmulo de infarmaci6n acerca de diversas substancias --
quimnicas usadas como insecticidas, que causan serios problemas a
la salud puablica, asf como efectos dafiinos a plantas animales, - -
(vertebrados); me ha inclinado a probar el efecto que produce el -
0,0, -Dietil S-(Etiltio)Metil Fosforoditioato;. denominado quimicamen
te como' Forato y conocido en el mercado con el nombre comercial
de Thimet; durante la divisién mitética de células tumorales huma-
nas del epitelio cérvico uterino ( Hela ) en cultivo de tejidos, ya -
que su efecto sobre este proceso biol6gico, no ha sido establecido.
Por lo que se probard el efecto que diferentes concentraciones del-
Forato causan a ese fenémeno. Por lo tanto la hip6tesis nula su--
pone que no habr4 diferencias entre los resultados obtenidos en ---

los lotes controles y los lotes tratados.



I1l.- MATERIALES Y METODOS:

En el presente estudio, la técnica de cultivo de tejidos, fue”
‘serleccionada como via de investigacién, ya que provee de poblacio-
nes homogéneas de células y los cambios bioquimicos o morfologi--
cos pueden ser evaluados con relativa facilidad. Las células selec
 cionadas para este trabajo fueron células tumorales humanas, deno
minadas HeLa, que fueron aisladas originalmente de un Carcionoma
cérvico-uterino, por el Dr. Geroge Gey en 1951, ( Gey er. al,, =--
1952 ). Su manejo y mantenimiento es, sumamente sencillo, ademads

de que su ciclo de replicacién esta bien determinado.

El insecticida probado, es el O,O-dietil-S(etiltio) Metil Fos-
foroditioato, ( Thimet * ). Esta sustancia posee un alto grado de -
toxicidad para los insectos, y en pruebas de laboratorios efectuadas
con ratas, se establecié una désis letal media ( DLgq ) oral de - -
2.4 mg/Kg., y una DLgy cutdnea de 6 mg/Kg. (datos del fabrican

te).

““Para observar los efeétos del O,O-dietil-S(etiltio)-Metil Fos °

* Marca de fibrica y nombre comercial del insecticida.
Producido por los Laboratorios American Cyanamid, Co. N. Y.



f;)roditioato, sobre la divisién celular, se sembraron en tubos Lei-
ghton 2 X 10S células Hel.a, suspendidas en 1.5 ml de medio ba---
sal de Eagle ( M.B.E). Suplementado con suero de ternera, gluta—
mina + 400 ui. de penicilina s6dica por tubo, desbués de 40 hrs.,
de incubacién a 37°C, se cambio el medio de cultivo agregando en-

el medio de reemplazo, diferentes concentraciones del insecticida.

Las concentraciones se prepararon de la siguiente forma:

Se pesaron 20 mgr, de Forato ( Thimet ) y se disolvieron -
en 0.1-0,3 ml, de alcohol etilico de 960; todo en un matraz eistéril
de 50 ml, se agregaron 30 ml, de M,B.E., para obtener una con
centracién base de 400 ppm/ml a la que llamamos concentracidn -

" A l'.

Una vez hecho lo anterior, toda mezcla, se pas6 a través -
de un filtro Seitz-Weker, para que mediante la filtracién a presion
eliminar cualquier tipo de bacterias que pudiera contaminar el me-
dio de cultivo, de la mezcla filtrada, se tomo 1 ml, de la concen-
tracién " A "', usando una. jeringa estéril de 10 ml, agregdndose a
9 ml. de M.B.E., para obtener una concentracién de 40 ppm/m], -

a la que se denomindé concentracién " B ",

10
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De la concentracién " B ", se tomaron 5 ml, y se agrega-
ron a 5 ml, de M.B.E,, para obtener una concentracién de 20 ppm

/ml, denomindndcse a esta solucibn, concentracién " C ",

De la concentracién " C ", se tomaron 5 ml, y agregaron-—
‘a 5 ml, de M.B,E., para obtener una concentracién de 10 ppm/ml,

denomindndose a esta concentracién, concentracién " D ",

Entre las 65-67 horas de incubaci6n del cultivo, se agrega-
ron 0.4 ml, de colchicina 0.004 M, a cada uno de los tubos, para
detener el proceso mitético; después de 3 hrs., de acci6n de la --
colchicina, las células fueron tratadas con agua bidestilada ( cho--
que k;{p(;-tOnico ) y fijadas con una mezcla de metanol-dcido acético
glacial ( 3:1 ). El extendido de los cromosomas, fue realizado, ~-
calentando la laminilla para evaporar la mezcla de metanol-dcide —
glacial, y se utiliz6 la cécnica de tincibn descrita por Jacoboson —-

( Jacoboson, et. al., 1952 ), Las laminillas fueron montadas en -

resina sintética Harleco * . Mediante exdmen al microscopio; se -

- . A o . . 4 o 4t > S = v v Y m e RS e S Em Y e e e NP 4 e e N Ew SR e S YA M T e e e we

Laboratorios DADE de México.
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procedi6 a contar el ndmero total de células en mitosis en una - -
poblacién de 10,000 células en cada laminilla, para obtener el coe

ficiente mitético.
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IV.- RESULTADOS:

e '_‘Enla tabla No. 1, aparecen los resultados obtenidos del -
conteo de rﬁitosis; en la que se aprecia que el coeficiente mitético
de 9.6, para las laminillas controles, estd dentro de los valores -
esperados, descritos por Gey en 1951 ( Gey et. al., 1952 ). Con
base en el coeficiente mitético control, se efectuaron las compara_

ciones de los valores restantes.

En las laminillas tratadas con el solvente ( alcohol etilico~
al 96°, grado de pureza analitica a una concentracién de 0.5%), el
coeficiente mitético de 11,33, estd dentro de los limites descritos

.por Pomerat en 1952,

Las células tratadas con el Forato ( Thimet), a una concen
tracién de 10 ppm/ml, presentan un coeficiente mitético de 4.60 y
representan un porcentaje de inhibicién mit6tica de 52.29%. Las cé
lulas tratadas con el Forato (Thime't Y, a una concentracion de 20
ppm/ml, presentan un coeficiente mitético de 3.79 y representan -
un porcehtaje de inhibicion mitética del 60,69%. Las célulasg tra~—
tadas con el Forato ( Thimet ), a una concentracién de 40 ppm/ml,

presenta un coeficiente mit6tico de 2,42 y representa un porcentaje

de inhibicién mitético del 74, 90%.
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V.- DISCUSION:

El efecto del solvepte fue determinado, a fin de establecer -
“ern que medida, la accién de éste, influirfa en los resultados del -
experimento; el solvente, aplicado a una concentracién de 0.5%, --
estimul6 la.,divisi()n celular del nGmero total de células por cultivo,
a diferencia de los resultados obtenidos por Litterst ( 1969),, que —
encontrd cierta disminucion del crecimiento celular, al aplicar al--

cohol etflico de 96° a una concentracién del 19,

En la tabla N°, 2, se ha dispuesto del anilisis estadistico a
que fueron sometidos los resultados obtenidos en cada uno de los ~
lotes, determinando para cada uno de ellos, los siguientes pardme-
tros estadfsticos; media aritmética, desviacién de la media, el ---
cuadrado de la desviacién media, varianza, desviacion estdndar y -
el error estdndar de la media; a su vez, algunos de esos valores, -
(media aritmética y' varianza), se aplicaron en las pruebas de - -
"Student” (prueba de "t" ), y en prueba de " Chi-cuadrada” ( X 2).

"

Al aplicar la prueba de "t ", nuestra hip6tesis nula se re—
chaz6 él nivel de significacién del 0.001; (tabla No.3), y al aplicar

la ”prgéba de Chi-cuadrada, se rechazé por segunda vez la hip6tesis
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nula al nivel de significacién del 0,001 ( tabla NO, 4 ),

Al graficar los valores del coeficiente mitético en funcién -
’vde la concentracién correspondiente de insecticida, que aparece en-
la Tabla N©, 1, la grafica correspondiente es una curva exponen--
cial de dosis-respuesta, en la que se establece claramente que el -
coeficiente mitotico es inversamente proporcional al aumento de la-

concentracion del Forato,

Asl mismo, al graficar los porcentajes de inhibicién mitéti--
ca en funci6tn de la concentraciéon del Forato, ( tabla NO. 1 )y, la-
grafica que se obtiene es una relacién lineal dosis-respuesta, don--
de el porcentaje de inhibicién mitética es proporcional al aumento -

~de concentraciones del Forato ( Gréfica N®, 2 ).

L.a mayoria de los estudios acerca de los efectos de insecti-
cidas en células de cultivo de tejidos, se han realizado a nivel de -
sintesis de 4cidos nucléicos y de proteinas, urilizando para ello --
precursores marcados con un isétopo radioactivo, de ahi que los --
resultados de algunos trabajos sean semejantes entre si; de tal ma-

manera, tenemos que Chung y colaboradores ( 1968 ), reportan --
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pafa’ la rsinte‘sis de 4cidos nucléicos de células Hel.a, tratadas con

- diferentes concentraciones de DDT, que, a una concentracién de -

0.5 ppm/ml, se observa un ligero decremento en la sintesis de --
ARN; a 10 ppm/ml, la sfntesis de ARN decrece marcadamente vy, -
a 50 ppm/ml, se presenta un ligero aumento en la sintesis de ARN
en relacion con el control; en cambio, Litterst y colaboradores - -
(1969), trabajando con la misma metodologfa que utiliié Chung, en-
contraron una disminucién del 29% en relaci6n con el control, en -
la sintesis de ARN, después de exponer a la accién del insecticida

células Hel.a, durante 4.5 Hrs.

Chung y colaboradores (1967), reporta que el efecto del DDT
" a diferentes éoncentréeiones, influye en el desarrollo total de cé-
lulas por cultivo, ya que el ndmero total de éstas, disminuye nota-
blemente cuando se aplica el DDT a una concentracion de 0.5 --
ppm/ml; al aumentar la concentracién de S0 ppm/ml, el mimero -
total de células por cultivo, fue mayor qﬁe en el caso anterior, -
encontrando ademds de la disminucion de nimero de células por -
cultivo, se observd un decremento en la incorporacién de Leucina
Tritiada, indicandb esto, una disminucién en la sintesis de protei_

nas a la concentraci6n de 50 ppm/ml; también se observé un aumen
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to concomitante en la sintesis de protefnas por células, debido a un
aumento del tamafio de las células cuando la concentracién de DDT-

se increment6,

En el presente estudio, se pudo apreciar que el décremento -
en el nimero total de células por cultivo es debido a la inhibicion -
de la divisi6n mitética por efecto del Forato; asf mismo, las obser
vaciones microscépicas mostraron aumento en las granulaciones ci—
topldsmicas, elongacién celular, asf como anomalias cromosomicas-
tales como fragmentacién miltiple y aspecto compacto, diferentes a

las que reportan Hsu y colaboradores ( 1956 ) para células HeLa.

La toxicidad de los insecticidas clorinados y fosforados, pa-
ra los mamiferos, es notoria por el bloqueo que produce en el sis-
tema nervioso central y, en algunos casos, puede incidir en la inhi

bicién del crecimiento y pérdida de peso.

La citotoxicidad de los pesticidas para células de mamiferos
en cultivo de tejidos, es evidente por la disminucion progresiva del
crecimiento celular que causan, ademds de estar asociados a cam--

bios citopdticos en la morfologfa celular, llegando en algunos - -
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casos a causar la destruccion total de las células del cultivo,

El rechazo de la hipétesis nula, por parte de las pruebas - -
",t My de x2 (Chi-cuadrada), a que fueron sometidos los resultados,
datés obtenidos, se débieran al azar, es de p= 0.001. Por otra par
te, las graficas confirman plenamente que los valores obtenidos pa-

ra el coeficiente mitético y el porcentaje de inhibici6n mittica son-

el resultado de la acci6n del Forato,

Los mecanismos de accién de esos insecticidas, no han sido - _
establecidos todavia, aunque algunos investigadores (Kinoshita et.al.,
1966) (Cooney et. al., 1967) reportan que ciertos grupos activos - =
que constituyen la base de muchos insecticidas, causan efectos inhi-
bidores sobre diferentes sistemas enzimaticos. Parker I( 1960 ), ha
sugerido que la gran liposolubilidad de los insecticidas organoclora-
dos, como el DDT, pueden determinar su acumulacion en la mito--
condria y otros sitios de gran actividad metab6lica. Para reforzar-
lo anterior Lawrence (Lawrence et. al., 1960) y Heart ( 1961 ), han
demostrado que los insecticidas organofosforados asi como algunos -
de sus metabolitos, inhiben por completo el sistema enzimdtico de -

células hepdticas de ternera, en cultivo de tejidos.
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Por lo tanto, en el presente trabajo, la disminucién del coe-
ficiente mitético al aumentar la concentracién del Forato, sugiere-
que sea el resultado de la interferencia de esa substancia sobre --

los complejos enzimdticos que coordinan ese proceso biolégico.
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VI*.V-'U'RES'UMZEN{

| En ‘eyl presente trabajo, se estudi6 en células Hel.a, median_
te el tratamiento a base de diferentes concentraciones de Forato, -
de establecer el efecto que tal substancia cuasa durante la divisi6n-
mitética, teniendo como base los trabajos de Chung ( Chung et, al.,
1967-1968) y de Litterst ( Litterst et, al., 1969) que determinaron-
el efecto de diferentes insecticidas clorinados durante la sintesis de

ARN y de protefnas de células Hela.

Para tal fin se utilizo un cultivo de 72 hrs., de células He--
La que fueron sometidas a diferentes concentraciones de Forato - -
(10, 20y 40 ppm/ml.), por un periodo de tiempo de 24 hrs,, des-
pués de ser incubadas durante 48 hrs,, a 37°C, para favorecer su -
fijaci6n en la laminilla; entre las 65-67 hrs., se agregé a cada tu-
bo 0.57m1., de coilchicina 0.004 M, para detener e? proceso mitoti-
co. Posteriormente, se fijaron y tifieron las células; una vez monta
das las preparaciones, se procedié a comparar el nimero total de -

mitosis en una poblacion-de 10,000 células por laminilla.

- Se iest'ab'lecio un coeficiente mitético control de 9.64 y un - -

: pofcer{t»éjé_déT’ihhibiéiéh mitética de 0. A la concentracion de - - -
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10 ppm/ml, se observé que el coeficiente mitético disminuy6 a - -
4.60 y el porcentaje de iphibicién mitética fue de 52%; a la concen
tracion de 20 ppm/ml, el coeficiente mitético fue de 3.79 y el por
centaje de inhibicién mitética aproximadamente fue del 61%; a la c;:)r_x_
centracién de 40 ppm/ml, el coeficiente mitdtico fue de 2.42 y el -
porcentaje de inhibicién mitética fue aproximadamente del 75%.

El andlisis estadistico y las gréficas de dosis-respuesta, revelan -
claramente el efecto del Forato, el cual influye notablernente tanto -

sobre el coeficiente mitético como en el porcentaje de inhibicién mi

totica,
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