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R E S U H E N 

El propoxur es un insecticida carbámico ampliamente 

utilizado en la agricultura, en la :i.ndustria y en el hogar 

como ag8nte controlador de insectos. 

Se ha comprobado que numerosos insecticidas y herbicidas 

requieren del metabolismo veget<.ll para ejercer efecto 

mutagénico en diferentes ensayos. En este estudio se utilizó 

como sistema de activación metabólica a las rafees de Vicia 

faba y como prueba de evaluación de daño citogenético 

el propoxur al intercambio de cromátidas provocado por 

hermands (ICH) en linfocito~ de sangre periférica de humanos 

in vitre. 

Los resultados mostraron que concentraciones de 50, 100 

y 250 ppm de propo>cur aplicadas directamente al cultivo de 

linfocitos no produjeron ICH, a 500 ppm el insecticida fue 

muy tóxico, produciendo la muerte celular. Lns frecuencias 

de ICH se incrementaron de manera significativa cuando fueron 

agregados los extractos de ralees tratadas con 250, 500, 1000 

y 1500 ppm de propoxur. A 2000 ppm fue sumamente citot6xico 

ya que produjo necrosis celular en Vicia, pero sus extractos 

no indujeron ICH en los linfocitos. Como testigo positivo fue 

empleado el etanol, que ha sido descrito como prornutá.geno 

activado por plantas. En este caso al aplicarlo directamente 

sobre el cultivo de linfocitos la respuesta fue negativa, 

mientras que los extractos de las ralees tratadas con este 

alcohol provocacon aumentos de !CH de más del doble de los 

testigos negativos y cuando se agregó directamente. Estos 

datos demostraron que las ralees de v. faba poseen sistemas 
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en2.imáticos (fracción 510) capaces de metabolizar y activar 

al propoxur y al etanol. 

El análisis estadlstico de la cinética de las células en 

primera, segunda y tercera divisiones, permitió considerar 

que la progresión del ciclo de generación no fue alterado en 

los tratamientos directos ni en lo~ de extractos con las 

di fer entes concentraciones de propoxur y etanol (O. 1 M) • 

Los datos del testigo al cual se le aplicó el extracto 

que contuvo la fracción SlO demostraron que no afectó la 

cinética celular de los linfocitos asi como tampoco el valor 

normal de ICH. Esto apoya la conveniencia de la prueba de ICH 

en células humanas para el estudio del papel del metabolismo 

vegetal sobre la transformación de promutágenos a mutágenos. 
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I. I N T R o D u e e I o N 

La extensa utilización de pesticidas y otros agentes 

qu1micos en la agricultura moderna ha incrementado la 

cantidad de contaminantes en el aire, el suelo y el agua, lo 

cu,11 representa un problema serio y de gran riesgo potencial 

para la salud humana. 

Pesticidas tales como los nematicidas, fungicidas, 

insecticidas, bactericidas, herbicidas etc., se han empleado 

desde la antigüedad para fines diversos, principalmente en 

beneficio del hombre, para combatir plagas, para la preven

ción y tratamiento de organismos patógenos de los cultivos, 

etc., ~ue ocasionan anualmente grandes pérdidas económicas 

en el mundo y en México. 

Sin embargo, varias investigaciones in vivo e in vitre 

que se han realizado con estos agentes demuestran la 

producción de numerosos efec.:os citotóxicos y patológicos en 

varias especies animales incluyendo al hombre, dentro de las 

cuales se consideran las alteraciones al material genético, 

alergias, afecciones de las vías respiratorias, intoxicacio

nes severas que en algunos casos conlleva a la muerte 

(Barberá 1975, Ecobichon y Joy 1984). 

Entre los pesticidas más empleados, tanto en la 

agricultura como en el hogar se encuentran los carbárnicos, 

de los cualcz existen 3 clases: insecticidas (o namaticidas) , 

fungicidas y herbicidas (Proctor y Casida 1975) • 
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Los carbámicos son ésteres N-sustituldos del ácido 

carbámico y corresponden a la fórmula general siguiente: 

R'-NH-C0-0-R'' 

(N, alquilcarbamatos) 

donde: R'= radical alquilo (butilo, etilo, isopropilo, 

metilo, etc.) 

R''= radical arilo (fenilo, naftilo, heterociclicos, 

etc.) 

El componente básico de estos compuestos es el ácido 

carbárnico del dióxido df; carbono, molécula altamente 

inestable que se descompone rápidamente en dióxido de carbono 

y amoniaco. El reemplazamiento de uno de los protones, 

asociados con el nitrógeno, por un grupo metilo resulta en la 

formación de ácidos monoacetil carbámicos (Ecobichon y Joy 

1984). 

Los insecticidas carbámicos se distinguen por el carAc

ter de selectividad de sus grupos substituyentes que alteran 

considerablemente las prupiedades fisicoquimicas y biológicas 

del insecticida (Ecobichon y Joy 1984), de tal manera que la 

actividad óptima se encuentra en N-metilo, N-N dimetilo y 

N-fenilo carbamatos y otras susbtituciones que son manos 

tóxicas (Metcalf 1975). 

su toxicidad en mamlferos es debida a la inhibición de 

la acetilcol inesterasa en el sistema nervioso central 

mediante la carbamilaci6n de la enzima (uni6n covalente de 
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los grupos electrof11icos carbamoil a sitios estéricos de las 

enzimas). Los carbamntos transfieren un grupo ácido a aste 

sitio formando un complejo enzimático acetilado 
(Moutschen-Dahmen et nl. 1984). 

Se ha demostrado que cier~os plaguicidas car~dmicos 

(carbaril, aldicarb, metornil, landril, propoxur, etc.) 

tienen actividad toxicológica y mutagénica en microorganismos 
como Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Bacillus 

subtilis y acción carcinogénica i teratogénica en ratones 

ratas, cricetos, perros y pollos (Blevins et al. 1977a, b, 
Epstein y Mantel 1972, Eto et al. 1980). 

Ishidate y Odashima (1977) mencionan que el carbaril 

induce rompimientos e i11tcrcambios del ADN en fibroblastos 
de criceto dorado in vitre. Ahmed et al. 1977 observan la 

dcsincronízación en la s1.ntesis de ADN en cult 1 vo de 

fibroblastos tratados con dicho compuesto. 

Eta et al. ( 1980) describen que el carbaril produce 

efectos tcratogénicos en embriones de pollo y de pato, con 

malformaciones en las vértebras y una alta incidencia de 

reabsorciones fetales. 

González-Cid et al. (1988) observan incrementos signifi

ti vos de rompimientos crornat1dicos y cromosómicos con 

aldicarb en linfocitoz periféricos humanos in vitro y aumento 

de intercambios de cromá.tidas hermanas y retardo en el ciclo 

celular del mismo sistema de ensayo con no-propoxur. 

Pintér et al. (1990) no encuentran efectos en médula 

ósea de ratones hembras y mqchos tratados con 1000 mg/I<g de 

vernolate, pero a 1500 mg/Kg se inducen efectos mielotóxicos 
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en ambos sexos y marcada toxicidad en los machos. A 2000 
mg/kg se nota alta incidencia de micronúcleos en eritrocitos 

policromáticos en médula ósea en ambos organismos, 48 horas 

d~spués del tratamiento. También describen que el molinate a 

250 mg/kg tiene efecto clastogénico y causa incremento 

significativo de micronúcleos en eritrocitos policromáticos 

48 horas después de la administración en ambos sexos. Con 350 

mg/kg se produce daño crorr.osómico muy severo y toxicidad 
moderada en los mielocitos y a '700 mg/kg es tólüco. 

P R O P O X U R 

El propoxur (PPX-Baygón), 2-isopropoxifenil-N-metilcar
bamato, pertenece a este grupo de insecticidas carbámicos, 
cuya fórmula desarrollada se muestra en la figura l. 

Metabolismo en animales 

Los estudios realizados sobre la vla metabólica del 
propoxur son limitados pero en general los procesos son 

similares a los de los insecticidas N-mctilcarbamatos, grupo 

al cual pertenece. Se ha descrito que la cinética y la 

degradación son equivalentes en plantas, insectos y 

mamíferos. Generalmente los metabolitos son menos tóxicos 

salvo en ciertos casos donde resultan ser más dafiinos que los 

compuestos originales (Fukuto 1972) 

Estos pesticidas son metabólicamente transformados por 
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los animales mediante una variedad de reacciones en moléculas 
muy solubles en agua y con polaridad incrementada. El paso 
inicial natural es una reacción oxidante, la cua 1 introduce 

un grupo hidroxilo funcional que actúa como sitio para las 

reacciones de conjugación secundaria cuyos productos son 

excretados v1a urinaria y/o heces fecales. Dichos plaguicidas 

pueden penetrar por piel, membranas mucosas y tractos 

respiratorio y gastrointestinal; no se acumulan en el cuerpo 

de tal forma que sus metabolitos son rápidamente excretados 

por la orina (Oonithan y Casida 1966, WHO 1986}. 

La principal ruta 

asoci.;,,.da generalmente 

del 

con 

metabo lisrno es 

enzimas oxidasas 

la oxidante, 

de función 

múltiple (MFO}, presentes en varios tejidos animales y 
vegetales. Ejemplos de los sitios de ataque oxidante sobre 

un metil carbamato hipotético se muestran en la figura 2 y 

dependiendo de los grupos funcionales en la molécula diversas 

reacciones son catalizadtls por estas enzimas (Fig.2). La 

reacción tipica oxidante incluye: (a) la hidroxilaci6n de 

los anillos aromáticos o epoxidaci6n, (b) la O-dcsalquila

ción, (c) la hidroxilación de los N-mctil, (d) U-desalquila

ción, (e} la hidroxilación y la subsecuente oxidación de las 

cadenas alifáticas y (f) la tioéter oxidación a sulfóxidos y 

sulfonas (Aldridge y Magos 1978, Wl!O 1986). 

Los cñrbamatos son hidrolizados espontáneamente o por 

cstcrasas (Aldridge y Reinar 197:), dando como productos 

finales una amina, dióxido de carbono y un alcohol o fenal: 

En general, la tasa de hjdrólisis de estas sustancias 
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por .lüs esterasas es más rápida en mamiferos que en plantas e 

insectos aunque existen cxccpcicnes. Las diferencias en la 

tasa enzimática depende de la estructura del carbamato y del 

tipo de esterasa (Fukuto 1972). 

La hidrólisis de estos compuestos es catalizada por un 

grupo de enzimas conocidüs como A-esterasas o arilesterasas, 

lo cual ocurre tanto in vitro como in vivo, pero aún no se ha 

determinado si la hidrólisis in vivo contribuye a la 

desintoxicación (Oonithan y Casida 1966, Fukuto 1972). 

Los productos hidroxilados pueden formar conjugados 

reacción importante, ya que llevu a la formación de compuec

tos 4olubles en agua tales como N-glucurónidos, 0-glucoróni

dos, sulfatos y ácido mercaptúrico, los cuales pueden ser 

eliminados por via urinaria o por las heces. Algunos de estos 

metabolitos han mostrddo ser sumumentc tóxicos en mamíferos 

(Oonithan y Casida 1968, WHO 1~86). 

Oawson et al. ( 1964) investigan el metabolismo y la 

excreción del propoxur entre S y 10 horas después de 

administrada una dosis de 50 mg, la presencia en la orina del 

metabolito 2-isopropoxifenol indica que ente innccticidLl es 

rápidamente absorbido e hidrolizado. 

Otros estudios han identificado un metabolito oxigenado 

el 5-hidroxipropoxur, que ti~ne octividad de ~nticolincste

rasa y es mu~' daliino, lo que contribuye a la severa toxici

dad del insecticida (Fig.J) (Oonithan y Casida 1968 Fukuto 

1972). 

Casida (1968) detecta lil producción de acetona mediante 

la reac::ión de despropi.lación del propoxur al incubarlo con 
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la fracción microsómica de mosca y NADPH2 , en aproximadamente 

11 especies de insectos adultos y larvas (Tsukarnoto 1967, 

Tsukamoto y Casida 1967). 

como aparentemente la principal ruta de degradación del 

propoxur es la hidroxilación del anillo isopropoxifenil 

(Shrivastava et al. 1964) se ha evaluado in vitro ésta reac

ción en homogeneizados de hígado de ratas y ünicamente se 

obtiene el rnetabolito 2-hidrofcnilmetilcarbamato en tanto 

que los productos hitlroxilados se encuentran en ratas 

vivas {Schlagbauer y Schlagbauer 1972) . 

En moscas in vivo, se han generado compuestos conjugados 

como el 5-hidroxi-2-isopropoxi-fenilmetilcarbamato, el cual 

in vitre ha mostrado ser un potente inhibidor de la 

acetilcolinesterasa (Tsukamoto 1967, •rsukarnoto y Casida 

1967b). En plantas, parece ser que la principal via 

metabólica es la despropilación, por ejemplo en el frijol se 

han originado pequeñas cantidades de compuestos del tipo 

4-hidroxil (Kuhr y Casida 1967, Schlagbauer y Schlagbauer 

1972). 

La dcspropilación del anillo del propoxur parece que se 

realiza por hidroxilación del segundo átomo de carbono el 

cual lleva dos oxigenes funcionales , el enlace llega a ser 

inestable y se origina el 2-hidroxifenil-N-I'C'.etilcarbarnata. En 

plantas éste producto no se ha detectado (Krishna y Casida 

1966, Soják 1971). 

Tanta en los seres humanos como en las ratas la 

hidrólisis es uno. reacción muy i1nportante y aparentemente la 

sustancia excretada es el fenal (Dawson et al. 1964, Krischna 

y Casida 1966). 
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Metabolismo de los N-Hetil Carbámicos 

en vegetales 

Generalmente el metabolismo de los carbamatos por los 

vegetales sigue otra ruta de desintoxica~ión. Los carbarnatos 

hidroxilados que se producen ·ya sen por hidroxilación del 

anillo o en el grupo N-metilo, pueden f'er conjugados con 

aminoácidos (por ejemplo, la cisteina) o corno glucósidos o 

fosfatos, los cuales son almacenados como metabolitos finales 

(Still y Rusness 1977, Aldridge y Magos 1978). 

Los insecticidas éste1·es metilcarba.micos son vulnerubles 

al rompimiento hidrolitico durante el proceso de desintoxica

ción; las reacciones de hidrólisis en las plantas son menos 

frecuentes que las de oxidación, no obstante la división 

hidrolitica de la porción éster de la molécula es un meca

nismo importante de desintoxicación (Fukuto 1972) (Fig. 4). 

Parece que la reacción metabólica predominante en las 

plantas es la hldroxilación del anillo aromático; existen 

evidencias experimentales que sugieren que ésta varia en los 

diversos vegetales. Aunque so ha sugerido que la ruta 

metabólica de algunos inscctidas del grupo metilcarbamatos 

es idéntica en plantas. Es decir, después de entrar a la 

planta son biotransformados en metabolitos hidroxilados 

primarios los cuales pueden ser similares a los del 

metabolismo animal. Estos metabolitos hidroxilados son 

conjugados por las plantas y originan glucósido? solubles en 

agua o pueden ser oxidados a sulfóxidos o ligeramente trans

formados a sulfonas (Kuhr 19GB, Fukuto 1972). 
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Gronbcrg ( 1970) (citado por WHO 1986) confirma que la 

hidroxilación es la principal via de transformación del 

propoxur en plantas, las reacciones de degradación en maiz 

producen dos meta bol i tos predominantes: o-hidroxifeni 1-

N-hidroxirnetilcarbamato en 17% y o-isopropoxifenil-N-hidrorne

tilcarbarnato en J.2% • 

Estudios recientes han demostrado que los carbamatos en 
p·resencia de nitritos pueden ser convertidos a derivados 

N-nitrosos bñjo condiciones ácidas in vitre e in vivo (en el 

estómago o saliva y en ciertos ve~_rntales), los cuales pueden 

ser (parcialmente) responsables de su actividad carcinogé

nica. La mayor ia de los derivados ni trosas han mostrado ser 

potentes mutágenos y/o carcinógenos en diferentes sistemas 

de prueba (Tanne~ baum et al. 1974, Eisenbrand et al. 1974, 

1975a, b, Rcgan et al. 1975, Uchiyama 1975, Blevins et al. 
1977a, b, Gonzálcz-Cid 1988) como el nitrosopropoxur en 

Salmonella typhimurium (Seilcr 1977), en Escherlchla coll 

(LijinsY.y y Elespuru 1976), en Saccharomyces cerevlsiac, 

(Siebert y Eisenbrund 1974), en linfocitos humano~ induce ICH 

in vitre (González-Cid et al. 1990). Gichner e< al. (1990) 

describen que el propoxur forma el nitrosopropoxur (NO-PPX) 

en una reacción con nitrito bajo condiciones ácidas, el cual 

es altamente mutagénicc en Arabidopsls thaliana, asimismo, 

en presencia de los ácidos húmicos, para-arninobenzoico y 

ascórbico inhibe la producción del NO-PPX y de esta manera 

reduce su actividad mutagénica en dicha planta. 

Aplicaciones en la Agricultura 

El propoxur es uno de los pocos plaguicidas carbámicos 
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efectivos er: la agricultura, en la horticultura y en el 

campo forestal, ya que ejerce una potente acción como 

insecticida y acarlcida. Generalmente se presenta en forma 

de concentrados ernulsificables, talcos, polvos, gránulos, 

aceites, aerosoles, humos, etc., para el control de plagas 

de insectos tales como: áfidos, pulgones, chinches, ácaros, 

moscas, mosquitos, y otros perjudiciales, que son los que más 

pérdidas económicas ocusionan en diferentes cult5.vos, 

granos, flores de ornato y árboles forestales de México. Se 

utiliza también para combatir hormigas, áfidos, mosquitos, 

moscas y cucarachas, de los h0spitales, fábricas, invernade

ros y hogares (WllO/F/\O 1976). 

Toxicidad 

Se han publicado algunos estudios sobre los efectos 

toxicológicos, patológicos, teratogénicos y carcinogénicos 

del propoxur (WHO/FAO 1976, WHO 1986). 

cuando se administran por via oral dosis diarias de 5 

mg/kg a ratas machos durante 30 dlas no tiene efecto. 

Mientras que 10 y 20 mg/kg a partir de los 4 a 5 dids del 

tratami~nto producen fasciculacioncs y al rebasar el So. d1a, 

las ratas toleran éstas dosis y no se les notan signos de 

fatiga (WHO/F/\O 1976). 

Al ser expuestas ratas y ratones hembras durante una 

hora a propoxur en aerosoles (cuyo tamaOo de las partlculas 

es de 1 a 3 µm), a una concentración de 210 mg/kg, la mitad 

de las ratas mueren , pero ninguno de loa ratones. A 168 

mg/kg, tres de las diez rataG murieron. Ambos organismos 
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muestran signos colinérgicos despúes de 10 a 15 minutos de 

estar en contacto con el propoxur (WllO/F/\O 1976), 

Al incluir concentraciones de 250, 500, 1000 y 2000 ppm 

en la dieta de ratas hembras y machos por 16 semanas 

se produce disminución en el peso corporal de las primeras, 

no as1 en los segundos. La actividad de la colinesterasa fue 

reducida en la sangre en 500, 1000 y 2000 ppm. En estas dos 

ültimas la actividad se redujo en el plasma, en la sangre y 

en el cerebro, las cuales causan necrosis y proliferación de 

los conductos biliares en el hígado de ambos organismos 

(WllO/FAO 1976). 

Ratas hembras y machos expuestos durante 12 semanas a 

aerosoles de O, 5.7, 10.7 y Jl.7 mg/m3 presentan disminución 

de la actividad de la colinestcrasa eritrocitica (Kimmerle e 

Iyatomi 1976). 

Al inyectar propoxur subcutánemente a 30 ratones a 

partir del nacimiento hasta las 38 semanas de edad, aplicando 

una dosis total de 9.6 mg/organismo, se obseorva que la 

incidencia de tumores cz de G. i t, lo cual conf irmu que no 

tiene actividad carcinogénica en el ratón (WHO 1986). 

Roszkowski (1982) analiza la acción del propoxur sobre 

el desarrollo intrauterino y Pl estado de osificación en 

fetos de ratas, se encuentran efectos ernbriqgénicos con dosis 

del 20% de la L050 , administradas en los dias 7 a 19 del 

periodo de gestación, presentándose 11.9* de anormalidades 

en los fetos de los animales tratados comparados con el 6.3% 

en los testigos¡ con reducción en el peso corporal y 

alteraciones en los procesos de osificación, asl como 
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dismi.nución en los niveles de calcio y magnesio en el suero 

de madres cuyos fetos muestran anormalidades en los huesos. 

En 1977, Tyrkiel describe que dosis de propoxur de 50 

mg/kg de peso corporal, aumentan la3 muertes tempranas en 

embriones de ratas durante las dos primeras semanas después 

del tratamiento y dosis de 8.5, 25 y 50 mg/kg en los d1as 6, 

8 y 11 dol periodo de gestación no tienen efecto rnutagénico 

o teratogénico, afectando únicamente el peso corporal de los 

fetos. 

En personas en contacto con el propoxur se han descrito 

síntomas d~ toxicidad tales como náuseas, diarreas, vómitos, 

debilidad, doloras de cabeza y sudoraciones. Algunas reaccio

nes similares se han mencionado en individuos expuestos a 

aerosoles en el hogar. En voluntarios, la administración oral 

de 0.75 mg/kg 6 1.0 mg/kg a intervalos de media hora por 2.~ 

horas provoca la reducción dC! cerca del 60% de la acción 

normal de la colinestcrasa eritrocltica y retornan a sus 

r.iveles estables después de horas de suspendi~o el 

tratamiento. En una sola aplicación de l. 5 mg/kg disminuye 

27% la actividad de la colincsterasa en los eritrocitos, con 

manifestación de vómitos, sudoraciones y pérdida de la 

visión, los cuales desaparecen después de una hora (WHO/FAO 

1976). 

Con respecto a su acción a nivel citogenético en células 

meristemáticas de las puntas de la raiz de Vicia faba 

diferentes concentraciones de propoxur inducen fragmentos y 

puentes cromosómicos, cromosomas con el centrómero inacti

vado, isocromosomas, anafascs multipolares y micronúcleos 

(Salomón 1987). 
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Intercambios de cromátidas hermanas 

Con el fin de detectar los efectos genotóxicos provoca

dos por la gran variedad de mutágenos tanto f1sicos como 

quirnicos presentes en el ambiente y de evaluar el riesgo que 

representan para la salud del hombre se han desarrollado 

diversos sistemas de prueba que incluyen bacterias, hongos, 

plantas y animales (EMS 1975). uno de los más útiles para 

determinar el efecto tanto in vivo corno in vitre es el 

cultivo de células humanns y de ellos, el de linfocitos de 

sangre periférica que tiene ventajas tales como la obtención 

de poblaciones celulares numerosas (Evans y O•'Riordan 1975) 

por medio de mitógenos como la f itohemaglutinina (Jasinka et 

al. 1977) . Asimismo el intercambio de cromátidas hermanas 

(ICH) ha resultado ser una prueba rápida y sensible, puesto 

que se induce con concentraciones hasta diez veces menores 

que las requeridas para producir alteraciones cromosómicas 

(Wolff 1974) y ofrece un método adecuado para la detección de 

rnutágcnos ambientales (Perry y Evans 1975, Zhurkov y 

Yakovenko 1976). 

El intercambio de crornátidas hermanas (ICH) desde 

el punto de vista molecular es un 

transposiciones simétricas de DNA 

fenómeno que 

de doble 

implica 

cadena 

equivalentes entre las dos crornátidas de un mismo cromosoma. 

Algunos estudios han evidenciado que el proceso de ICH 

requiere que la célula pase por la etapa de s1ntesis (S) del 

DNA (Wolff 1974) y se ha sugerido que es durante o 

inmediatamente después de que se ha formado la horquilla 

de replicación cuando se lleva a cabo el intercambio de 

doble banda entre las cadenas de DNA (Kato 1980) • 



Resultados experimentales apoyan el hecho de que es 

durante la fase s el momento en que se lleva a cabo el 

intercambio de cromátidas, el mecanismo molecular por el cual 

parece haber diversas causas que desencadenan el proceso, es 

decir, que el !CH pueda ser inducido por circunstancias 

múltiples como daño al DNA (Perry y Evans 1975, Abe y Sasaki 

1977, Nakanishi y Schneider 1979) inhibición del proceso de 

síntesis de DNA (Ifihii y Bender 1980, Rainaldi y Mariani 

1982) supresión de las enzimas involucradas en dicho proceso 

(Ishii y Eender 1980) inhibición de enzimas involucradas en 

la reparación (Oikawa et al. 1980, Morgan y Cleaver 198?.) o 

por un agente promotor de canccr, 

producción de lesiones sobre el DNA 

1978, Schwarts et al. 1982). 

no involucrado en la 

(Kinsella y Radman 

Existen varios modelos propuestos para explicar la 

formación de los ICH, algunos de ellos son: 

a) Modelo de Holliday (propo•sto por Kato 1977). 

b) Desviación duplicadora (Ishii y Bender 1980). 

c) Desvio de la replicación ("Replication bypass model") 

(Shafer 1982). 

d) Modelo de replicación (Painter 1982). 

Cada modelo se basa en evidencias experimentales 

especificas y algunas veces limitadas y ninguno de ellos ha 

sido totalmente confirmado (Tice y l!ollaender 1984). Bender 

et al. (1974) y Latt (1974), son los primeros en prop~ner que 

los ICH pueden ser el resultado de un proceso de reparación 

de lesiones en el DNA, sin embargo, las respuestas observadas 

con algunos agentes cuyo tr~tamiento se prolonga mucho tiempo 
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causan incremento de las frecuencias de !CH, por lo que se 

descarta esta posibilidad (Ishii y Dcnder 1978). 

Entre 

destaca el 

los modelos que 

ele Holliday que 

inicialmente f.ucron propuestos 

se b~sa en los eventos de 

recombinación meiótica de eucariontes inferiores y sugiere un 

posible papel para la formación de Jos ICH mediante un 

evento de doble hebra (Kilto 1974). Este modelo involucra un 

intercambio de polinuclcótidos entre moléculas dúplex de DNA, 

seguido por dos intercümbios de polinucle6tidos altcrnu.tivos 

y únicamente uno de ellos produce un intercambio completo del 

dúplex de DNA que podria ser posteriormente evidente como un 

ICH. si el primer intercambio es inducido por daño, éste 

guiaria a un rompimiento de una cromátida, tales rompimientos 

podrian ser asociados con los ICH aproximadamente a la mitad 

del tiempo y propona que el intercambio del DNA durante la 

formación de los !CH podr1a estar de ucuerdo con el modelo de 

recombinación. Este proceso involucra el intercambio de 

hebras de polinuclcótidos <le DHA, que contiene segmentos 

cortos de DNA y se dirigen a una región del heterodúplel< 

que posee segmentos complementarios de cada dúplex original 

(Fig. 5) (Holliday 1964). sin embargo este modelo es incon

sistente ya que al no c~istir reparación en las regiones del 

DNA donde existen rompimientos, recombinaciones o durante la 

formAción de la estructura de Holliday, permite que las 

lesiones percistan. Por otro lado, los heterodúplex son 

unidades de intercambio muy peque~as y no visibles, mientras 

que los IC!f son entidades del DNA discretas, separadas y 

visibles en microscopia de luz por lo que no hay una estrecha 

relación entre la formación de los heterodúplex y los ICH 

(Stetka 1982, Painter 1982). 
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Ishii y Bender (1978) proponen en su modelo que los ICH 

pueden originarse en forma espontá.nea o por daño al OUA. En 

el primer caso sugieren que son el resultado de una ruptura 
al azar de las bandas progenitoras a nivel de la horquilla de 
replicación del DNA durante la sintesis y su reasociaci6n con 

las bandas hijas de polaridad similar, en el segundo los ICH 

son debidos a que el daño sobre una de las hebras 

progenitoras ocasiona que se rompa a nivel de la bifurcación 

del DN/\ durante la s1ntesis, teniendo la posibilidad de 

unirse covalcntemente con la banda hija recién sintetizada y 
de la misma polaridad, posteriormente la banda progenitora no 

al te rada puede romperse cerca del extremo terminal de lü 

banda hija complementaria a la b~nda progenitora que presenta 

el daño y continuarse con ella, complementándose con la 

lesionad,:i (Fig. 6). f.stc modelo está basado en observaciones 

experimentales con agentf?s como hidroxiurea, afidicolina y 

1,B-0 arnbinofuranosilcitosina que inhiben la s1ntesis de 

DNA, especificamente la elongación de la cadena e inducen 

espontáneamente un incremento de los ICH que indica además 

que la horquilla de replicación puede ser el sitio de su 

formación. hunquc tiene algunas evidencias que tratan de 

explicar el mecanismo puro la generación de los ICH, este 

modelo tiene criticas al no explicar el origen de las 
11 mcllas'1 en el DNA que precede a la formación del ICH, sino 

que especulan que las enzimas que desespiralizan el DNA tales 

como las girasas y los inhibidores de estas enzimas están 

involucrados en el origen de 11mcllas 11 y como puede ser proba

ble que esto suceda es uno de los modelos más aceptable. 

Shafcr (1982) propone vurias posibilidades para la 

formnción de los !CH considerando que existen ~.iversos 

mecanismos de reparación del DNA, de tal manera que las 

enzimas involucradas en dicho proceso pueden provenir de las 
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ei<istentes para la duplicación y la r<:!paraci6n del material 

genético, sugiere que muchos agentes son capaces de inducir 

dichos sucesos, que son el resultado de una serie de eventos 

secuenciales, los cuales se presentan como una replicación 

bidireccional relacionada con un enlace cruzado. Es decir, la 
cadena conductora del DNA naciente avanza hacia uno de 

los si tics del enlace cruzado lo cual crea una fuerza 

distorsionante cercana a éste, dando coma resultado un 

rompimiento o escisión de la hebra progenitora, por lo que 

las hebras nacientes conductoras aprovecharian el enlace a lo 

largo de las hebras progenitoras opuestas y los dos 

rompimientos o escisiones dcbcrian ocurrir contralateralmcnte 

a las hebras progenitoras opuestas cerca y por abajo del 

enlace debido al proceso de desenrrollamiento convergente, 

los extremos libres producidos en el primer estado 

pueden llegar a estar alineados en sus extremos independien

temente de su polaridad opuesta. La terminación de un !CH 

debcr1a acompañarse de dos procesos de reunión y sellado de 

los extremos libres vía piezas de Okazaki nacientes o por 

complementación del heterodúplex, por sobrelaparniento de los 

extremos libres (Fiqs. 7 y a). El mecanismo de dcsvlo permi
tirla que continue la replicación sin ser reparado el enlace 

cruzado (dejándolo intacto) y ocasiona una interrupción de 

las hebras progenitoras y una interacción incompleta con las 

hebras nacientes cerca y por debajo del sitio de enlace 

cruzado, produciendo un intercambio de las cromátidas 

hermanas. Este modelo tiene correlaciones negativas al 

considerar los eventos de recombinación del DNA y los sitios 

de enlace cruzado como las regiones adecuadas para la 

formación de los !CH, lo cual es inconsistente con los datos 

experimentales obtenidos con numerosos agentes que no so•1 

inductores de enlaces cruzados pero s1 de ICH, por lo tanto 

no son el resultado de estos eventos. Además considera que 
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no existe reparación en los sitios de enlace cruzado con lo 

cual ser1a fatal si/se inducen en la fase G1 . Por otro lado, 

descarta la posibilidad de observar !CH dobles al no haber 

reparación del daño inicial en el segundo ciclo de 

replicación y el hecho de que existan agentes cuyo mecanismo 

sobre el DNA no es por enlaces cruzados y sean inductores 

efectivos de ICH, descarta la operabilidad de dicho modelo. 

La mayoría de modelos propuestos para la formación de 

los !CH, son inconsistentes con las observaciones experimen

tales, el más aceptado es el esquema de Painter, el cuul es 

consistente con bases teóricas (estructura y replicación del 

DNA) y experimentales. Este se basa en la idea de que los 

rompimientos de doble hebra, o sea de cada hebra progenitora, 

ocurren frecuentemente en las conjunciones de grupos de 

replicones udyaccnteG durante su replicación. Es decir que 

los !CH se originan en el punto de coincidencia de un 

replicón completamente dupli.cado y otro parcialmente 

duplicado donde se provoca la lesión generándose ~si un ICH. 

Este modelo se .:i.poyd c.n experimentos con agentes que 

inhiben la slntesis de DNA y bloquean la elongación de la 

cadena tales como la mitomicina e, la luz ultravioleta y el 

benzo(a)pireno y predice que estos agentes que dafian el DNA, 

en esta forma son potentes inductores de !CH. 

La hipótesis conGidcra que existe reducción en la 

velocidad de desplazamiento de la horquilla de replicación 

del DNA , el cual genera 4 extremos librP.s (dos nacientes y 

dos progenitores de un racimo de replicones completamente 

duplicados y opuestos a los extr~mos libres progenitores) del 

replicón adyacente que se encuentra parcialmente duplicado. 

Esto conduco a la conexión entre los grupos de repliconús en 
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los cuales un segmento duplicado se encuentra al lado de un 
segmento no duplicado (Fig. 9) (como es normal durante el 
periodo s, en las uniones de la eucromatina y la hetrocroma

tina), lo que sugiere que los rompimientos de la molécula de 

DNA de doble banda en éstas conexiones, son formados y 

reunidos de manera espontánea y el sellado quizás es 

catalizado por una topoisomerasa II, la cual ha sido 

localizada en diferentes eucariontes. Ocasionalmente en lugar 

de que ocurra una reunión normal, el rompimiento se sella por 

unión de las hebras hijas de una molécula replicada a la 

molécula no replicada. Una vez que esto ocurre, el ICH es 

iniciudo cuando las hebras hlja5 nacientes de un grupo se 

combinan con las hebras progenitoras de un grupo pat·cialmente 

replicado y solo cuando estos terminan de duplicarse se 

genera totalmente el ICII. Este intercambio requiere de un 

solo evento, al rompimiento es de hebra doble, el cual es 

consistente con los datos que muestran que los ICH son 
producidos en función lineal a la dosis del agente (Fig. 10) 

(Pninter 1982) . 

E5tá claro que este es el mejor modelo propuesto para la 

formación de los ICH, sin embargo tampoco existen evidencias 

directas, no obstante es de gran valor y buenas espectativas 

desde el punto de vist·.:. molecular de dichos eventos. 

Significado Biológico de los ICH 

Aunque todaviñ no se conoce el significado biológico de 

los IC.:H, el hecho de que se hayan observado en las células 

de todos los organismos estudiados, sugiere que estos son un 

fenómeno común y fur.damcntal en lns células (Tice y 
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Hollaender 1984). Por otro lado, es posible que el fenómeno 

de los ICH sea la consecuencia de un proceso que permite a la 

célula dividirse, aún en presencia de lesiones en su DNA¡ de 

ser as1 puede ~xistir alguna correlación entre el fenómeno y 

la mutación (Carrano y Thompson 1982), dado que las lesiones 

persistentes aumentarían la probabilidad de esta última en el 

DNA. Lo anterior tiene importancia con respecto. a la 

formación de las células cancerosas, debido a que hay pruebas 

que asocian la persistencia de lesiones cm el DNA con la 

inducción de cólulilS malignar> (Margison y Klcihues 1975). 

A pesar de que los experimentos de autorrad.iograf1:i de 

Kato (1974} indican que los mutágenos inducen ICH, no es sino 

hasta la introducción de la técnica dependiente de lil 

5-bromodcsoxiuridina (5-BdrU} de Latt (1973), cuando los ICH 

son r.onsidci:·ados como indicadore:; del potencial mutagénico y 

carcinogénlco. De hecho, los !CH representan un método de 

gran sensibilidad para la dete e ción de muchos mutágenos 

químicos en comparación con las uberracloncs cromos6micas y 

de acuerdo con Latt (1974), la sensibilidad de la prueba de 

ICH es aproximadamente de 

cstr"lndar de aberraciones 

estar relacionadas entre 

10 veces mayor que el método 

cromosómicas aunque parecen no 

sí y llevarse a cabo mediante 

mecanismos diferentes (Wolff 1902). Esta ut:ilización de los 

ICH como una alternativa de ensayo de genotoxicidad es 

iniciada con el extenso estudio de Perry y Evans (1975). 

Actualmente existen evidencias de que para muchos agentes 

químicos, el análisis de los rcn proporciona el indice más 

sensible para detectar el daño genético, debido a que se ha 

encontrado correlrición entre la frecuenc:ia de ICH y Ja 

concentración del mutñgeno (Perry y Evans 1975, Takehisa y 

Wolff 1977, Tdkehisa et al. 1982). Por esto el Comité de 
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Genética Toxicológica de EUA lo ha incluido como sistema de 

prueba (Latt et al. 1981). 

Por otro lado, se ha descrito que algunos mutágenos 

actúan directamente sobre el DNA y otros requieren del 

metabolismo realizado por lu fracción microsómica de la~ 

células hepáticas de mamifei~os para activarse y provor::ar el 

dafto {Ames et al. 1975, Takehisa y Wolff 1977 1978). Durante 

algún tiempo se consideró que las plantas carecían de los 

sistemas enzimáticos capaces de realizar dicho metilbolismo. 

Sin embargo, recientemente se ha demostrado la activación de 

compuestos quimicos por las plantas, los cuales tienen acción 

mu~·::>~· .tea en varios organismos indicadores de daño genético 

(P~~I=~- ,• Gentile 1982, Gentile et al. 1986). A los agentes 

quimicos que por si mismos no son mutágcnos sino que 

requieren de la activación metabólica para ejercer dicho 

efecto son denominados promutágenos (Plcwa et al. 1988). 

El término "activación vegeta.1 11 denota el proceso 

mediante el cual un agente químico no mutagénico es 

transformado por la acción biológica de una planta en 

mutágeno (Plcwa et al. 1988). 

Ochthers (1943) (citado por Veleminsky et al. 1977) es 

el primero en sugerir la existencia de promutágenos, cuando 

observa que el etiluretano causa una alta frecuencia de 

translocaciones cromosómicas en células vegetales de 

Oenothera e infiere que ésta planta posee un mecanismo de 

activación mutagénica. 

Ames et al. (1975) desarrollan un método de activación 

metabólica de mam1feros para detectar la capacidad mutagénica 

de promutágenos ~n Saimonella typhimurium y posteriormente se 
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utiliza la activación metabólica de vegetales con el mismo 

microorganismo indicador para evaluar la mutagenicidad de 

numeroBos pesticidas promutagénicos (Plowa y Gentilc 1982, 

Plewa et al. 1984). 

Los experimentos de activación vegetal se pueden 

realizar in vivo o in vitre, en el primero la sustancia que 

se prueba es administrada en unn planta viva intacta que 

semeja las condiciones encontradas en los campos agricolas y 

en el segundo el agente es coincubado en un homogeneizado 

vcgcti\l o en un cultivo de células del tejido de lu planta 

(Stafford 197la, Plewa y Gcntile 1982). 

En ambos métodos un extracto vegetal se prueba con un 

microorganismo indicador (tal como Salmonella typhimurium, 

Escherichia coli, Aspergillus nid~lans, Saccharomyces cerevi

siae, etc.) o en células de mamífero, para determinar su 

actividad genética, evaluando asi las propiedades genotóxicas 

de los agentes químicos (Takehisa y Holff 1977, 1978, Plewa 

et al. l9B·1). 

En estos estudios de metabolismo vegetal tanto in vivo 

como in vitre, se han utilizado diversas especies de plantas 

debido a gue no todas pueden transformar al mismo prornutageno 

ya que la presencia y la actividad de los sistemas 

enzimáticos vurian en los tejidos de las diferentes especies 

vegetales as1 como también en los distintos estados de su 

desarrollo (Stafford l97lb, Callen 1982, Veletninsky y 

Gichner 1988). Tales investigaciones hdn demostrado que 

ciertos h~rbicidas, fungicidas e insecticidas requieren de 

una biotransforrnación vegetal para ejercer acción mutagénica 

dentro de los cuales se pueden citar s-triazinas, cianazina 

procia·nacina, ar.:iclor, popraclor, 1, 2-dibrornoetano, hidrazida 
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málica, ben<1-a-pireno, 2-acetilaminof luoreno, dimetilnitro

samida, 2-nminofluoreno, medazol, pentaclorofenol, 0-fenilen

ediamina, 4-nitro-O-fenilenediarnina (NOP-X), benzidina, etil

uretano, etc. (Stafford 197la, Plewa etal. 1988), para lo 

cual se han utilizado ya sea extractos y/o homogeneizados 

de semillas de soya, maiz, cebada, etc., de ralees de haba, 

sorgo, cebolla, etc., de bulbos de tulipán, de gladiola, 

cte., de hojas de rnalz, de tabaco, etc., como metabolizadorcs 

(Dulieu y Dalcbroux 1977, Scott et al. 1978, Constantin y 

Nilan 1982, Takehisa et. al. 1902, Higashi et al. 1983, 

1'akehisa y Kanaya 1983). 

Mechan y Cooscüt (1973) describen datos sobre una 

fracción microsómica en semillas de Vinca rosea capaces de 

metabolizar a los herbicidas genariol y nerol. Usando la 

fracción S9 de bulbos de tulipán (la cual contiene cit P-450) 

se activa el bcnzo(a) pireno y es convertido en derivados 

B(a)P-fenolcs, B(a)P-quinonas o formas conjugadas, derivados 

B(a}P-diol del benceno y su último producto metabólico es el 

el 7,8-diol-9,10 epóxido (Higashi et al. 1981, 1982, Karasaki 

et al. 1983). Otra rracción microsómica vegetal importante en 

estudios de activación de promutágenos es la SlO, descrita 

por Higashi et al. {1901) como el extracto celular obtenido 

por ultracentrifugación a 10000 xg. 

Al emplear a Vicia faba como activador metabólico tanto 

en extractos celulares de ralz, tallo y hojas, como en los de 

ralees tratadas, se han ensayado d5.ferentes compuestos, 

estableciendo corno indicador de daño citogenético a la 

frecuencia de intercambios de crom<.itidas hermanas (ICH) en 

células de ovario de criceto chino (CHO) (Talwhisa et al. 

1982, Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa 1986). 
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Takehisa et al. { 1988} prueban in vi tro e in vivo a Vicia 

faba como activador para bcnzo(a}pireno, 2-aminofluorcno, 

anilina, ciclofosfamida, hidrazida málica y etanol. En el 

primer caso se obtiene la fracción SlO de extractos de puntas 

de ralz, hoja y tallo, la cual se expone al mutágeno junto 

con las células CHO, en tantc que en el segundo las ralees se 

someten directamente al agente qulmico durante horas a 

20°c y el extracto se agrega posteriormente al cultivo de 

CHO. Ciclofosfamida y alcohol etílico son activados tanto por 

la fracción SlO como por los extractos y provocan el 

incremento de !CH. Benzo(a)pireno, 2 aminofluoreno. hidrazida 

málica y anilina no son activados .uara la inducción de lCH, 

aunque la última inhibe la mitosis (Takehisa et al. 1988) 

Por otra p<lrte, la información sobre los mecanismos o 

sistemas enzimáticos involucrados en la transformación por 

vegetales de mutágcnos partir de promutágenos o de 

mutágcmos a productos inocuos es aún escasa y ha sido 

obtenida de cstud io::; b ioquimicos concernientes al modo de 

acción de los pesticiLlds y al origen, caracterización y 

actividad de sus residuos {Dohn y Kricgcr 1901, Lamoureux y 

Rusncss 1981, Shimabukuro et al. 1982, cole 1983, Mumma y 

Davidonis 1983, Vonk 1983). 

El hecho de que las plantas realicen transformaciones 

enzimáticas, hace necesario profundizar los estudios a este 

respecto, yu que los pcsticidüs son tomados por el hombro no 

solo directamente, al ser aplicados sobre vegetale~, sino 

t<imbión a través de sus metabolitos, los cuales se almacenan 

en di'1crsas estructuras y t.:il vez puedan resultar más 

pcl i grosos. 
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En vista de que muchos agentes qulmicos pueden ser 

activados por las plantas y actuar como mutágenos en sistemas 

animales y vegetales y en el hombre mismo y teniendo como 

antecedente que los insectidas carbAmicos son ampliamente 

utilizados en la agricultura mexicana, asi como también de 

gran uso doméstico y considerando que cuando se aplica el 

propoxur directamente a las raicns de Vicia faba se inducen 

intercambios de crornátidus hermanas (Górnez-Arroyo datos no 

publicados), mientras que sobre el cultivo de linfocitos no 

provoca respuesta (González-Quirasco 1991), hace suponer que 

en la plantn está involucrado algún proceso metabólico por lo 

que en este trabajo se pretende evaluar la capacidad de 

activación metabólica que sobre el insecticida carbámico 

propoxur tiene Vicia faba, al hacer los tratamientos 

directos sobre la raiz y an.:ilizar la frecuencia de 

intercambios de cromátidas hermanas (ICH) que se producen 

cuando se aplican los extractos a linfocitos de sangre 

periférica humana en cultivo, asimismo se determina la 

concentración de proteina total y presencia de lectinas en la 

fracción enzim~tica SlO de esta planta obtenida al ser 

ultracentrifugada a 10000 xg. 
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II, MATERIALES Y HETODOS 

1,0, Propiedades Fislcoqu1mlcas del Propoxur (PPX-Baygón) 

El propoxur tiene un peso molecular de 124. 56, es un 

polvo blanco cristalino; .sin olor; con un punto de fusión de 

06-95.sºc; soluble en agua (0.2%) a 20 °c, en disolventes 

orgánicos polares y ligeramonte soluble en disolventes 

orgánicos no polares; es altamente inestable en medios 

alcalinos; con una vida media de 40 minutos a pH 10 a 20°c 

(WHO/FAO 1976). 

1.1. Preparación de la Solución de Propoxur 

para los Tratamientos Directos 

Se preparó una solución madre de propoxur (PPX o Baygón, 

92% de pureza, proporcionado por Bayer) con agua desionizada 

estéril de la cual se efectuaron diluciones con el objeto de 

obtener concentraciones finales de 50, 100, 250, y 500 ppm 

para cada cultivo de los tratamiontos directos. 
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1.2. Tratamiento y Preparación de los Extractos 

de Vicia faba 

Las semillas de Vicia faba (var. major) se pusieron a 

germinar entre dos capas de algodón humedecido can agua de la 

llave, cuando las ralees alcanzaron una longitud entre 4 y 6 

cm se introdujeron en 50, 100, 250, 1000 y 1500 ppm de propo

xur durante: 4 horas a 37 ºe y con base en estos estudios 

preliminares se selecionaron 250, 500, 1000, 1500 y 2000 ppm 

para los análisis subsecuentes. Las raices del testigo 

positivo se sumergieron en etanol (EtOH) 98% de pureza 

(Sigma) a 0.1 M durante 4 horas a 37 °c. El grupo testigo 

negativo estuvo bajo las misb,as condicionen experimentales 

pero en agua desionizada estéril. 

Después de los tratamientos las raíces se lavaron con 

ilgua desionizada estéril y se cortaron 2 cm de la raiz 

principal, se homogeneizaron por separado en solución 

amortiguadora de fosfato de sodiu o .1 M, pn 7. 4 y a 

temperatura entre 0-4 ºe en un homogeneizador Elvehjem-Potter 

de 1.5 a 2.5 mina 1300 rpm. La cantidad de puntas de rafees 

por tratamiento fue de 42 para totalizar un peso fresco de 

2.0-2.5 g. La relación de volumen de la solución amortigua

dora (ml) a peso fresco de los cortes de la raiz (g) fue de 

1: l. 

El homogeneizado fue ultracentrifugado por 15 min a 

10000 xg a oºc. F.l sobrenadante en el cual se encontraban los 

metabolitos de la transformación del propoxur aplicado a 

diversas concentraciones, aai como del etanol fue esteriliza

do por filtración miliporo (0.45 JJm) e inmediatamente fue 

usado para el tratamiento de los linfocitos cultivados y se 
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agregaron 100 µl de extracto por cultivo en donde 

permanecieron 48 horas a J7°C. 

2. Cultivo y Tratamiento de Linfocitos Humanos 

l. En 3 ml de medio McCoy' s 5A (Microlab} se colocaron 

8 gotas de sangre de un donador sano más 0.4 ml de fitohema

glutinina, se incubó por 24 horas a 37 ºe y se agregaron 100 

µl de 5-bromodesoxiuridina más 100 µl del extracto de la raiz 

de Vicia faba y se prosiguió con el cultivo. A las 70 horas 

de iniciado se aplicaron 100 µl de colchicina y se realizó la 

tinción diferencial con fluorescencia más Giernsa {Perry y 

Wolff 1974), 

Se pr.obaron 50, 100, 250 y 500 ppm de propoxur 

adicionadas directamente a los linfocitos en cultivo y se 

hicieran los siguientes testigos: uno con solamente medio 

de cultivo y otro con el extracto da Vicia faba sin 

tratamiento; el positivo con el extracto de Vicia + etanol y 

otro únicamente con etanol (Takehisa et al. 1982). 

J. e o s e e h a 

l. Cada cultivo se transfirió a un tubo y se centrifugó a 

1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente-
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2. Se eliminó el sobrenadante e inmed:atamente se 

resuspendió el botón suavemente con KCl (Merck) Q.075 M a 

37°c, se dejaran reposar durante 20 minutos en la 

incubadora. 

3. De nuevo se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 rnin. 

4. Se desechó el sobrenadantc y el botón se resuspendi6 rápi

damente con el fijador metanol-ácido acético (Sigma) 3:1 

dejándolos repesar durante 20 min. 

5, Se centrifugaron a 1000 rpm durante min. 

6. se desechó el sobrenadantc, se resupendió el botón con el 

fijador y se les permitió reposar durante 10 min a tempe

ratura ambiente. 

7. se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el botón con 

o.5 ml de fijador, después se hicieron las preparaciones. 

a. Cada preparación se hizo por goteo a 1. 0-1. 5 metros de 

altura, realizándose como minimo 4. 

9. se dejaron secar al aire. 

10. Se observaron al microscopio de contraste de fases con 

los ob~etivos de 16X y 40X para seleccionar las que 

tenian tnt.\yor cantidad y mejores meta fases. 

11. Las preparaciones con mejores metafases fueron teñidas. 
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4. Tinción Diferencial de Cromátldas Hermanas 

l. Las preparaciones con metafases se pusieron en el coloran

te fluorocromado Hoechst 33258-agua destilada (1:9), las 

cuales fueron mantenidas en obscuridad durante 40 minutos 

en cajas Koplin. 

2. Se enjuaq.J.ron con agua corriente y se dejaron secar al 

al aire, verticalmente. 

3. Posteriormente fueron colocadas en cajas de Pctri con 

KCl 0.075 M y se irradiaron con luz ultravioleta durante 

JO minutos. 

4. Se enjuagaron con agua corriente y se dejaron secar al 

aire en forma vertical. 

5. Después fueron colocadas en cajas Koplin con 2xSSC (citra

to de sodio salino) a 40 ºe durante 60 minutos. 

6. Se lavaron con agua de lil llave y se dejaron secar verti

calmente al aire. 

7. Se tiñeron con el colorante Giemsa (Mcrck)-agun destilad~ 

( 1: 10) durante a 6 minutos. 

a. Se lavaron con agua corriente y se dejaron secar vertical

mente al aire. 

9. Se rcetiquctaron y se analizaron la frecuencia y los ti

pos de intercambios de cromát ~ ..iils hermanas ( ICH). 
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s. Análisis Estadístico 

Con el objeto de cuantificar la frecuencia del !CH se 

registraron 25 metafoses de segunda división para cada 
caso. Se realizaron tres experimentos, los promedios de los 

cuales se compararon entre si, en grupos de dos, por medio de 

la 11 t 11 de Studcnt (Tabla I). Esta prueba también se usó para 

el contraste de los promedios de testigos y tratados (Tabla 

II). El indice de replicación se determinó, examinando de 100 

células las que estuviE:.::,-n en primera, segunda y tercera 
divisiones, de acuerdo a la fórmula propuesta por Krishna et 

al. (1985), 

Con el íin de lograr objetividad en las observaciones, 

las laminillas se rcetiquetaron, de tal manera que no se tuvo 

conocimiento del grupo al cual pertenec1an hasta que finalizó 

el experimento y se descifró la clave. 

6. Determinación de la Concentración de Prote1na Total 

de la Fracción SlO de Vicia faba 

La fracción SlO de V. faba fue obtenida en las 
mismas condiciones que se indican an el punto 1.24, pero sin 

tratamiento con el insecticida. Esta fue filtrada por 

miliporo (0.'15 pm) en el momento de ser utilizada para ln 

determimición de proteína total por el método de Lowry et 

al. (1951) (por duplicado). 
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Se prepararon las soluciones A y B. 

A. Tartrato de sodio al 2%, 

sulfato de cobre al 1% 
carbonato de sodio al 2% 

en Naoll 0.1 N 

B. Reactivo de Folin 

Agua destilada 

0.1 ml 

0.1 ml 

10.0 ml 

l. o ml 

1.0 ml 

En tubos de ensaye se adicionaron 0.1 ml de varias 

diluciones de la muestra del extracto de las rafees de V. 

faba, se agregaron 2 ml de la solución A y se homogeneizaron 

invirtiendo varias veces los tubos, se dejaron a 20 ºe duran

te 10 min después se añadieron O. 2 ml de la solución B y se 

incubaron durante JO min 20°c y se leyeron en un 

espectrofotómetro (Coleman Jr) a 750 nm, fue llevado a cero 

en D. O. con el blanco de SSU y las soluciones A y B. 

Para obtener las concentraciones de proteína, se 

extrapolaron las lecturas en la curva tipo obtenida con 

albúmina sérica bovina (Sigma). 

7. Evaluación de Lectina de !a Fracción SlO 

Se ha descrito que en el interior de plantas y semillas 

de ciertas leguminosas (como el frijol, lenteja, haba, etc.) 
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se presentan lectinas que muestran activid.:td espE:cífica a 

los grupos sangulneos y pueden aglutinar eritrocitos animales 

y humanos. En V. faba se ha detectado un tipo especif ice de 

estas proteinas denominadas VFA (aglutinina v. faba) que 

altera la proliferación de ciertas células sanguineas huma

nas o que son mitogénicas en linfocitos periféricos humanos 

(Allen et al. 1976, Goldstein y Hayes 1978, Hemporly et al. 

1979). Con el fin de verificar posibles efectos de los 

extractos de V. faba, sobre el ciclo celular de los 

linfocitos humanos in vitro, se evaluó en la fracción SlO la 

presencia de lcctinas, 

hemaglutinación. 

por medio de la prueba de 

En tubos de ensaye se realizaron varias diluciones de 

los extractos de V. faba desde l. 5 tng/rnl a 2. 97 rng/ml, 

después se le adicionaron tres tipos de eritrocitos al 1% 

a)tripsinizados, b)eritrocitos tratados con pronasa y 

c)eritrocitos no tratados. Los eritrocitos humanos fueron de 

los grupos o Rh+ y h Rh+. Las suspensiones fueron incubadas 

durante 30 rnin a temperatura ambiente y 18 horas a 4ºc y se 

les derterrrin6 la act:ividad aglutinante (Calderón y Córdoba 

1976). 
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lII. R E S U L T A D O S 

1,0. TRATAMIENTOS DIRECTOS CON PROPOXUR 

Las concentraciones de 50, 100 Y 250 ppm de propoxur 

aplicadas directamente a los cultivos de linfocitos in vitre 

no incrementaron el valor normal de ICH comparado con el del 

testigo que contenlu únicm:1entc el medio. En 500 ppm fue tan 

tóxica que produjo la mtwrte celular (Tablas I y II, l;-igs. 12 

y 13). 

1.1. APLICACION DE EXTRACTOS DE RAICES TRATADAS 

CON DIFEHENTES CONCENTRACIONES DE PROPOXUR 

En los valores de los tres experimentos que se muestran 

en la tabla I no se obtuvieron diferencias signifir:ativas 

mediante la prueba de 11 t 11 de Student al compararse en grupos 

de dos, por tal razón se promediaron agrupando los datos de 

las 75 observaciones (excepto en 500 y 2000 ppm) y dichos 

promedios se presentan en lñ tabla II. 

Los resultados de los estudios preliminares indicaron 

que no se incrementaron los valores de ICH en los linfocitos 

a los cuales fiC les agregaron los extri\ctos de las rafees 

tratadas con 50 y 100 ppm de propoxur respecto al testigo 

con solamente el medio de cultivo y al que se le adicionó el 
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extracto sin propoxur. Sin embargo con extracto de rafees de 

Vicia faba tratadas con 250, 500 1 1000, y 150C ppm de 

propoxur aumentaron significativamente las frecuencias de 

ICH, comparada~ con los dos testigos. A 2000 ppm el propoxur 

fue altamente tóxico produciendo necro~is de las ralees de V. 

faba, la frecuencia de ICH no se alteró, con respecto al 

valor de los testigos (Tabla II, Fig. 13). 

l. 2. APLICACION DE EXTRACTOS DE RAICES TRATADAS CON ETANOL 

t\ O. l M 

En las tdblas I y II y en las Figuras 1 y 2, se observó 

el incremento de las frecuencias de ICH con los extractos de 

ralees tratadas can etanol 0.1 M, de más del doble de los 

testigos pero sin activación metabólica los niveles de 

respuesta del etanol fueron similares a los testigos con y 

sin la fracción SlO. 

1. J. INDICE DE REPLICACION 

Se determinó la cinéticn celular de la siguiente forma: 

IR= lMl + ¿M2 + JMJ / 100 

doncic: Ml, M2 y H3 representaron los porcentajes dt! metnfasGs 

de la, 2a y Ja di·.'isioncs celulares, s~ consideran en Ml 

nq11ellas células cuyo DNA se re;plicó una sola vez después de 
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la adición de 5-BrdU, en M2 a las células cuyo DNA se duplicó 

dos veces en presencia de la 5-BrdU y cuyas cromAtidas estAn 

unifilar y bifilarmente sustituirlas por la 5-BrdU y en M3 

aquellas que presentan mayor número de cromátidas 

bifilarmente incorporadas, ya que estuvieron tres ciclos con 

5-BrdU (~'ig. 11) (Krishna et al. 1985). 

El indice de replicnci6n mostró una cinética celular 

normal de los linfocitos tratados directamente con 50 1 100 y 

250 ppm de propoxur, con etanol a 0.1 M (sin activación 

metabólica) y con extractos de ralees tratadas con 50, 100, 

250, 500, 1000, 1500 y 2000 ppm de propoxur (con activación 

metabólica), con extractos de ralees tratadas con etanol 0.1 

M (testigo positivo) y con la fracción S.10 (testigo negativo) 

(Tabla III). 

1. 4. DETERMINACION DE PHOTEINA DE LA FRACCION 510 

DE Vicia faba 

La evaluación de proteína total en la fracción SlO por 

medio del método de Lowry reveló una concentración promedio 

de 11.9 mg/ml. 

1.5. EVALUACION DE LECTINA DE LA FRACCION SlO 

Los resultados de la prueba de hemaglutinación para una 

lectina de la fracción 510 Cucron negativos. 
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V, D I S C U S I O N 

En México se aplica un urnplio espectro de pesticidas en 

los cultivos agrícolas para el tratamiento y/o prevención de 

enfermedades producidas por microorganismos patógenos, que 

ocasionan pérdidas económicas a los agricultores. El propox.ur 
es un insecticida carbámico ampliamente usado como agente 

controlador de insectos no solamente en la agricultura sino 

también en la industria y en el hogar. Sin embargo, se han 

estimado miles de accidentes de personas exp11cstas a estos 

agroqulmicos muchos de ellos estan implicados en la 

inducción de cáncer, esterilidad y muerte por intoxicación 

(Wl!O 1986, Rasqo.linha et al. 1908). 

Numerosos estudios tanto in vivo como in vitre, han 

confirmado que varios insecticidas, fungicidas, herbicidas, 

etc., requieren del metabolismo animal o ve9ctal para ejercer 

efecto mutagénico y/o carcinogénjco en diferentes organismos 

(Shirilsu et al. 1982, GC'ntilc c.t al. 1986, Plcwa et al. 

1988) • Tomando en cuenta el riesgo que representa para la 

salud humana y animal ya sea directa o indirectamente 

(Sandermann 1988), en este trabajo se investigó el papel del 

metabolismo vegetal de Vicia faba, para biotransforrnar al 

propoxur, utilizando corno sistema de activación in vivo a 

SUG raices, a las cuales se les expuso a diferentes 

concentraciones del insecticida y cuyos extractos fueron 

aplicados a cultivos de linfocitos humanos para evaluar su 

capacidad mutagónica a través del intercambio de cromátidas 

hermanas (ICH). 

En todos los tratamientos se realizan tres experimentos, 

excepto en 500 y 2000 pprn en los que se hicieron solamente 
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dos. Los valores de !CH obtenidos se muestran en la tabla I, 

en donde se nota que las diferencias son insignificantes al 

contrastra..-1cs mediante la prueba de t de Student y por esta 

razón se promedian. El uso de esta prueba pQramétrica se basa 

en el hecho de que la distribución de ICH en poblaciones 

humanas es del tipo normal (Gómcz-Arroyo et al. 1992). Por 

otro lado, la obtención de frecuencias tan similares de un 

experimento ~-i otro implica que la prueba de ICH es confiable 

y objetiva (Tabla I y Fig. 12). 

Se ha ~escrito que el propoxur no provoca mutaciones en 

las bacterias, nacillus subtilis, ~scherichia coli sin li1 

activación metabólica de higado de mamlfero (Shirasu et al. 

1976, Brusick et al. 1980) y Salmonella typhimu~ium con y sin 

dicha fracción (Illevins et al. 1977a, De t.orenzo et al. 1978, 

Shirasu et al. 1982), así como en el c11sayo de conversión 

génica mitótica 

Eisenbrand 1974, 

en Saccharomyccs corevisiae 

Siebnrt y Lemperlc 1974). 

(Siebert y 

También es 

inefectivo Pn la inducción de micronúcleos y de mutaciones 

letales dominantes en rBtones (Scilcr 1977, Tyrkiel 1977). 

Al aplicar el propoxur ciircctamente sobre los linfocitos 

en cultivo no se observ<.1 respuesta positiva en la inducción 

de ICH y la concentración mayor les provoca la muerte (Tabla 

II), estos resultados coinciden con los encontrados por 

González Quirasco (1991) con el mismo sistema de prueba, pero 

son opuestos a los obtenidos por González-Cid et al. (1990). 

Cuando se tratan directamente las rafees de Vicia faba 

con esta sustancia se inducen alteraciones cromosómicas 

(Salomón 1987) y al hacer los tratamientos sobre los 

linfocitos humanos en cultivo con los extractos de v. faba, 

previamente expuestos a propoxur durante 4 horas (activación 
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vegotal in vivo), se logran diferencias significativas en la 

inducción de ICH con respecto al testigo en todos los casos, 

excepto en 2000 ppm, notándose una clara respuesta de 

concentración-efecto; e11 1000 y 1500 ppm las frecuencias de 

!CH rebasan el doble del testigo (Tabla 11). Estas evidencias 

permiten concluir con seguridad la participación del 

metabolismo de V. faba (fracción 510) en la transformación 

del propoxur de promutágeno ,, mutjqeno, la cual f11e evaluada 

mediante el evento citogcnético mencionado. El propoxur a 

2000 ppm provoca necrosis de la raiz lo cual implica que al 

morir las células del haba no se lleva .:1 cabo 1 ,i. 

biotransf ormación del inseclicid<l, se corrobora de esta 

manera que es el metabolismo el que pl.lrticipa y no solo lü 

presencia de las células. 

Los resultados negativos encontrados tanto en este 

trabajo, al aplicar ~l propoxur directamente sobrP. lo~ 

linfocitos, corno en los descritos por otros autores con y sin 

la fracción 89 de higado de rnarnifcros (definida por iligashi 

et al. (1981) corno los extractos celulares obtenidof; por 

ultracentrifugación a 9000 xg), asi corno en animales 

completos y el hecho de provocar e(ecto positivo en v. faba o 

al agregar extractos que contienen sus meta bol i tos (Tabla 

II), sugiere que se tratil de un mutagéno indirecto activado 

únicamente por el metabolismo de las plantas. 

El comportamiento del propoxur conc1wrtla con el de los 

herbicidas atrazinil (Plcwa y Gcntile 1976), cianazina, 

simazina (Matijescvic et al. 1980, Plcwa et al. 1984, Mcans 

et al. 1988) alacloro y propacloro (Gcntile et al. 1977, 

Plewa et al. 1984) y los insecticidas hcptilcloro y clordano 

(Gentilc et al. 1982) que son activados por el metabolismo 

vegetal. 



Tanto en plantas como en animales, muchas de las enzimas 

que intervienen en el metabolismo de los xenobióticos se 

localizan en el retículo cndoplár;mico (Veleminsky y Gichner 

1988). sin embargo, en los vegetales varias enzimas que 

participan en la activación mutagénica no solo se han 
dctcct~do en éste organelo sino también en el citopla2ma y en 

la región de la pared celular (Sandermann 1988). Además de 

las reacciones enzimáticas que aparecen en los animales, los 

vegetales incluy2n las denominadas enzimas de conjugación 

sccundarL1, las cuu les formun mctaboli tos insolubles en agua 

y que por lo general son biológicamente inactivos y pueden 

depositarse en compu.rtimientos especificas de la célula 

vegetal o incorporarse dentro cl0 alguna estructura celular 

(Shimabukuro et al. 1982). 

Las reacciones del metabolismo oxidante son catalizada.s 

por oxigenasas de función múltiple (MFO), cuya actividad es 

insertar un átomo de oxigeno a partir de o
2 

para producir 

,1gua. Las MfO tienen citocromo P-450 (cit P-450) con 

.Jcti vid ad de oxidas¿:¡ terminal, estas han sido detectadas 

en microsomas de más de 30 especies vegetales (Higashi et 

al. 1983, Higashi 1985) consideradas como análogas al cit 

P-450 de la fracción 59 de higado de rata (Rich y Bcndall 

1975, Higashi 1985, 1988). El citocromo P-450 de plantas 

~upcriores tiene una alta especificidad a sustratos y es 

meno5 heterogéneo que el de mamlfcros. Esta enzima ha sido 

involucrada en la inducción de metabolitos secundarios que 

son mutagénicos a partir de varios promutágenos como 

bcnzo(a}pireno y 2-aminofluoreno. La nicotinamida dinucl~ó

tido fosforilada reducida (NADPH) es la mejor fuente de 

electrones para la reducción del cit P-450, tanto en 

vegetales como en animales (Frear et al. 1969, lligashi et al. 

1981) . 
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Hay evidencias experimentales que indican que tanto las 

fracciones enzimáticas como las enzimas aisladas de plantas 

están involucradas en la peroxidación lo que conduce al au

mento de la mutagenicidad de algunos agentes qu1micos, las 

oxidaciones se consideran entre lns reacciones m~s importan

tes en el metabolismo de los xcnobiótjcos lDonh y Krieger 

1981) y varias enzimas de plantas pueden jugar un papel 

important~ en la trnnsformación oxidante (LaI'l\ourcux y Fr~ar 

1979} • Las pcroxidasas son las enzimas más sobres a 1 ientes 

(Yamasaki 1974). Las peroxid<1sas de plantas catalizan dos 

categorias generales de reacciones la peroxidasa clásica que 

utiliza H2o2 y otra que cmplen oxigeno molecular (Larnoureux y 
Frear 1979, Plewa et al. 1991), provocando l;l formació11 de 

oxigenes activos que producen daño al DNA (Sandermann 1988). 

Una evidencia indirecta indica que las peroxidasas podrian 

estar involucradas en la activación del herbicida hidrazida 

málica que es un clastógeno en Vicia faba (Heindorff y Rieger 

1984). 

Aunque 1 as reacciones reductoras son mucho menos 

importantes que las oxidantes, varias de ellas participan en 

el metabolismo de los xenobióticos en los vegetales e 

incluyen la arilnitrorreducción dependiente del flav1n 

adenina dinucleótido (FAD) y del nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfnto (NADP) o la re1ucci6n del grupo N0 2 
(Shirnabukuro et al. 1982). 

La hidrólisis es catalizada por varias hidrolasas, 

esterasas, amidasas, 0-alquilhidrolasas, etc., que representa 

un mecanismo usual de degradación de xenobióticos vegetales 

(Menn 1978, Shimabukuro et al. 1982). La hidrólisis es el 

paso determinante en la tolerancia selectiva de varias 

especies de plantas contra algunos herbicidas. 
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La conjugación representa la reacción de sustratos 

endógenos con los productos del metabolismo de los 

xenobióticos (Lamourcux y Rusncs 1986). En las plantas los 

productos finales de esta reacción son los glucósidos 

(conjugación con la glucosa), los conjugados de glutatión y 

los conjugados de amino[).cidos, esta v1a en~ im<'i.tica t.ambién 

activa promutágenos vegetales, un ejemplo de ello es la 

formación de la azidoalanina en semillas de cebada, que es un 

producto mutagénico de la azida de sodio (Stafford 197la, 

Shimabukuro et al. 1982, Owais et al. 1983). 

La reacción más importante de desintoxicación e.n las 

plantas es la conjugación con glututión reducido (GSH), 

catalizada por las GHS transfcrasas. El glutatión forma 

conjugados con muchos tipos de plaguicidas y tiene püpel 

primordial en su toxicidad selectivü (Lamoureux y Fr~ar 1979, 

Larnoureux y Rusness 1981, Vclcminsky y Gichner 1988). 

Especi.ficñment:c con respecto al propoxur las reacciones 

enzim.J.ticas de Vicia faba para la ge11eración de productos 

mutagénicos implicados en ln inducción de !CH, es posible que 

se real icen mediante reacciones de tipo hidroxilación, 

N-desalquilación, oxidación o nitrosación, etc., que originan 

derivados o formas activas que ocasionan dano al DNA. En la 

I'ig. 14 se muestra la vía mctabólíc..:.:i do este compuesto 

carb5mico por diferentes organismos. 

En ciertas plantas se han desnrrollado in Yi tro estas 

reacciones con algunos compuestos, as1 después de tratar a 

un vegot.al con aldicard se producen e]evudas cantidades de 

sulfóxidos y sultanas de las cuales se ha descrito su 

oxidación en extractos dC' ra1ces de varias e.~pecies 

vegetales. Con otros compuestos se ha mostrado que las 
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enzimas vegetales oxidan el enlace tioéter para originar 

sulfó~idos, pero la enzima que interviene en dicha reacción 

es desconocida (Frear et al. 1969, Krueger 1975). 

Sin embargo, se conoce que en los vegetales, aEi como en 

sus diztintas partes (tallo, hojas, raices, etc.) existe 

heterogeneidad en la capacidad para metabolizar agentes 

qu1micos, asl como en la formación de sus productos 

metabólicos y en su actividad biológica (o blanco de acción) 

en diferentes sistemas de prueba (Plcwa et al. 1988). 

Con el fín de verificar la metodolog1a utilizada en 

este trabajo se emplea un testigo al cual se le agrega 

únicamente el extracto de las raíces sin tratamiento, 

se obtiene un promedio de !CH que no difiere del testigo 

que contiene solamente el medio de cultivo (Tabla II), esto 

permite concluir que los extractos de la ra 'lz de Vicia no 

tienen efecto por sl mismos sobre los linfocitos. 

Por otro lado, pnra tener la certeza de la capacidad 

metabólica de V. faba, se cmplcn corno testigo positivo a los 

ex.tractos de las raíces tratadas con etanol O .1 M; los datos 

obtenidos demuestran la activación de dicho compuesto por la 

planta, debida a que el ICH aumenta a mas del doble que 

cuundo se aplica este alcohol directamente sobre los 

linfocitos (Tabla II), dicho comportamiento es similar al 

encontrado por 'fúkchisa et al. (1982, 1988) y Takehisa y 

Kanay.J. (198J), quienes describen al etanol como t1n potente 

inductor de ICH en el cultivo de células de criceto chino con 

el mismo sistema de activación vegetal. 

Se ha comprobado que el etanol es rnetabolizado por las 

ralees de v. faba in vivo, principalmente a acetaldehido por 
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la enzima citosólica alcohol deshidrogenasa (ADH) la cual 

requiere de nicotinamida adenina dinucle6tido (NAO) como 

cofactor y a ácido acético por la aldehído deshidrogenasa 

(ALDH) dependiente de NAO, reacción que ocurre principalmente 

en las mitocondrias y en parte del citoplasma (Obe y Ristow 

1977, Obe et. al. 1979). El acetaldehido es el principal 

agente inductor de rcn en linfocitos humanos in vitre en 

prt::sencia de la enzima ADH y del cofactor NAO (Obe et al. 

1986) 

Los resultados de ICH que se logran con etanol 

activado (Tabla II) comprueban notablemente la eficiencia de 

las condiciones experimentales en la obtención de homogenei

zados vegetales activos, en la elección de las horas de tra

tamiento y en la cantidad de extractos de las raíces con un 

"contenido" adecuado de productos metabólicos conocidos, 

aunque desconocidos en el caso del propoxur, capaces de 

inducir !CH en las células humanas. 

Un parámetro de importancia en las investigaciones de 

activación vegetal es el contenido de proteína en los 

homogeneizados extra1dos de la parte vegetal utilizada, ya 

que se ha sugerido que podrla compararse con la actividad de 

las enzimas involucradns en la .._ ;:ictivación de varios 

promutágenos (Stafford 1971b, Callen 1982). Considerando este 

parámetro, en esta investigación se determinó la concentra

ción de proteína de la fracción microsómica SlO, la cual fue 

similar a la descrita por TakehJsa et al. 1988. 

Con el objeto de estimar las acciones del etanol y del 

propo>cur, sobre el ciclo celular se llevó a cabo el registro 

de células en primera, segunda y tercera divisiones (Tabla 

III) y el análisis estadístico de la cinética celular 
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demuestra que no hay efecto en ninguno da los tratamientos de 

propoxur y etanol, con y sin activación metabólica asi como 

tampoco con el extracto solo, al compararlos con el testigo 

que únicamente contiene el medio de cultivo. Por lo tanto se 

puede concluir que no se pr~scnta inhibición de la progresión 

del ciclo ~elular. Los r~~ultados con etanol activado 

concuerdan con los de Takehisa et al. (1980). 

El comportamiento posterior de los metabolitos mutagé

nicos generados por los mecanismos de activación vegetal es 

diverso, pueden ser conjugados y almac~nados en la planta 

hasta su 1 iberación al ser consumidos por el hombre o los 

animales producen efectos mutagénicos y/o carcinogénicos o 

bien unirse al DNA de las células vegetales, les ocasiona 

daño o fragmentación (Nakanishi y Schneider 1979, Wildeman 

y Nazar 1902, ~ligashi 1988, Santlermann 1988). 

Tomando en cuenta lo unterior esta estudio tiene 

importancia desde el punto de vista de la salud humana, ya 

que los resultados han mostrado el papel del metabolismo 

vegetal sol>rt! la mutagónesis ambiental y como muchos cultivos 

son tratodos con plaguicidar:; antes de s··:r· consumidos, pueden 

ser metabolizados y almacenados en las diferentes partes de 

la planta, incluyendo la raiz, la cual ha nido descrita con 

mayor actividad metabólica que las hojas y el tallo (Takehisa 

et al. 1988); de tal manera que el tejido vegetal en el 

momento de ser ingerido ya sea por el hombre o por los 

animales introduce metabolitos en la cadena alimenticia y 
probablemente ocasiona efectos adversos, ya que se desconocen 

sus mecanismos de acción o las propiedades toxicológicas de 

los conjugados vegetales en los mamíferos y en otros 

organismos. 
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VII. e o N e L u s I o N E s 

Con base en los resultados obtenidos de esta investiga

ción se pueUe concluir lo siguiente: 

- El propoxur requiere de la activación enzim5tica de 

V. faba para provocar efecto ~utagénico en células 

sanguincas in vitro. 

- Los extractos do ralees de v. faba expuestas a propo

xur son capaces de inducir in vitro intercambios de 

cromátidas hermanas en linfocitos periféricos humanos. 

- No se encontró actividad mutagénica de la fracción 510 

en el mismo sistema de prueba. 

- La eficiencia de la metodologia en la preparación y la 

cxtración de la fracción SlO y de los metabolitos 

activos del propoxur y del etanol se refleja en el 

incremento estadisticamente significativo de !CH. 

- La capacidad del sistema enzimatico de las ralees de 

v. faba para activar al propoxur se comprueba can un 

testigo positivo ya empleado. 

- La utilización de la prueba de !CH para evaluar el 

efecto citogénetico de un compuesto qu1mico en linfo

citos periféricos humanos in vltro co~ activación ve

getal es confiable y objetiva. 
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TABLA l. INTERCl\MUIOS DE CROMM'IDl\S HERMANAS INDUCIDOS POR PROPOXUR 

EN CULTIVO DE LINFOCI1'0S HUMl\NOS PREVIA l\CTIVl\CION METl\BOJ,ICI\ 

POR Vicia faba EN TRES EXPERIMENTOS 

Exper irnento 1 Experimento 2 Experimento 3 

x E.E. x 1 E.E. x 1 E.E. Valor de 11 t 11 

Testigo 4. 82 o. 33 4.60 0.15 .\.96 ± 0,18 l. 09 N.S 

Cultivo de linfocitos 
tratamientos directos 
con propoxur (ppm) 

50 5 .13 o. 34 5. 32 0.19 5.12 o. 15 0.59 H.S 

100 5. 20 o .18 5. 54 0.16 5.10 0.17 O. B6 H.S 

250 5. 54 o .10 6. 04 o. 19 6. 41 o. 19 o. 97 N.S 

500 Mu e r t e c e l" u l a r 

Etanol (O. l M) 
Directo 4. 04 o. J2 4. 40 ± o. 22 5.SB ± 0.14 o. 33 N.S 

Testigo Negativo 
cultivo de linfocitos 

+ 
extractos de ralees 
de V, faba sin 
tratamiento 4. 44 0.c~B 4.60 0.15 4 .96 0.18 l. 09 N.s 

Testigo Positivo 
cultivo de linfocitos 

+ 
extractos de ratees 
de v. faba tratadas 
con etanol (O .1 M) 10. 48 o. 24 10. 76 o.14 10.52 0.10 1.00 N.S 

Cultivo de linfocitos 
+ 

extractos de ralees 
v. raba tratadas con 
propoxur ( ppm) 

250 7. 84 o. 27 7.28 O. lJ 7.00 o .oa l. 27 N.S 

500 B.72 O. lB B. 64 o .14 o. 25 N.S 

1000 10. 52 1 o. 27 10. 80 o. 14 10.96 1 0.16 o. 30 N.S 

1500 l t. 04 o. 24 12.41 o. 10 12. 20 0.86 O. B8 N.S 

2000ª 5. 00 o .16 5. 28 1 o. lB 0.90 N.S 

N.S. No siqnif icativo (al contrastar en grupos de dos los promedios 
a de cada experimento} 

Raiccs OC'Crosadrss 



Tabla. U. PROMEDlO DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS 

POR PROPOXUR EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS PREVIA ACTI

VACION ME'l'ABOLICA POR Vicia rabaª 

E.E Valor de 11 t 11 

'l'esti o 4. 52 o. 12 
-~-----------------------------Cultivo de linfocit·1s 

tratamientos directos 
con Propoxur ( ppm) 

50 

100 

250 

500 

Etanol(O.l M) 
directo 
Testigo Negativo 
cultivo de linfocitos 

+ 
extractos de ralees 
de V. faba sin 
tratamiento 
'restlgo Pos1 t1 va 
cultiva de linfocitos 

+ 
extractos de raíces 
de V. faba tratadas 
con etanol (O. l M) 

cultivo de llnfoc1tos 
+ 

extractos de ralees 
de v. faba tratadas 
con propoKur (ppm) 

250 

500 

1000 

1500 

2000b -.-·-----
P<0.001 

4.GB Q.15 

5. 29 o.14 

5.32 o.14 

Mt1erte 

4.0B 

4.49 

10. 93 

7. 24 

B. 04 

11. 26 

12. 51 

5. 16 

o. 14 

0.11 

o. 10 

0.18 

0.15 

0.11 

o. 13 

0.14 

1.33 N.S. 

2.96 N.S. 

3.07 N.S. 

Celular 

1.38 N.S. 

0.13 N.S 

* 9.06 

12. 06. 

28.86* 

31. 96. 

1.38 N.S. 

ªpromedio experimento 1, 2 y 3 (excepto en 500 y 2000 ppm) 

bRa!ccs necrosadas 



TABLll. III, FRECUENCIA DE CELULAS Ell PRIMERA, SEGUNDA y TERCERA DIVI

SIONES EN CULTIVO DE J,INFOCITOS A DIFEREHTES CONCENTRA

CIONES DE PROPOXUH CON Y SIN ACTIVACION METABOLICA POR 

Vicia fabaª 

Testigo 

cultivo dc linfocitos 
tratamientos directos 
con propoxur (ppm) 

50 

100 

250 

500 

Etanol(O.l M) 
directo 

Testigo Negativo 
cultivo de linfocitv:..: 

+ 
extractos de raices 
de v. faba 
5in tratamiento 

'fcst1go Positivo 
culti·10 de linfocitos 

+ 
extractos de raiccs 
de V. faba tratadt1s 

Ml M2 M3 

)] . 3 Jl,0 34.6 

35. o 33.0 34.6 

33. o Jl.O 41.0 

39.0 31.0 36,0 

Muerte 

JO, O 39.0 36.0 

30. 6 31. 3 35. 3 

=~~-"~¡t-~~~-~-"-~-!_,~~~-~=~o-~~.i~t-o_s ___ Jl_._l ___ J_G_,6_ 32.2 

extractos de raíces de 
v. faba tratadas con 
propoxur (ppm) 

250 

500 

1000 

1500 

2oooc 

32.6 32.J 35.6 

39.5 25,0 35.5 

34.0 35.0 30.5 

36.0 28.3 30.5 

35.0 52.5 2.0 
----------~ ------~ 

N.S. No significativo. 

IR Valor de 11 t 11 

2.0 

2.0 1.2 N.S. 

2.2 1.0 N.S. 

2.0 o.o 11.s. 

e e 1 u a r 

2.2 0.3 N,S, 

2.0 

2.0 

2.0 o.o N.S. 

2.0 o.o n.s 
2,0 O.O N.S. 

1.8 0.3 N.S 

i. 4·'----"º-''-"º-1""1"'. s"'-

ªPromedio experimento 1, 2 y 3 (excepto con 500 y 2000 ppm) 

blndice de Replicación 

e Raices necrosadas 
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Fig. l. Fórmula desarrollada del insectida propoxur 

(PPX-Bayg6n) (2-isopropoxifenil N-metilcarbamato) 

(Wl!O 1986). 
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Fig. z. Sitios de oxidación de un insecticida metil-
carbamato hipotético (Aldridge y Magos 1978). 

A= O-desalquilación 

B= N-desalquilación 

C= Sulfoxidación 

O= llidroxilación del N-metil 

E= Hidroxilación del anillo aromático 

F= Hidroxilación del alquilo en el anillo 
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Flg. 3. Metabolito tóxico del insecticida propoxur 

( Fukuto 1972) . 



0-desalquilación 

Fig. 4. Reacción de un mecanismos de desintoxicación 

del propoxur ( Fukuto 1972) . 
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Fig, S. Modelo de recombinación genética de l!olliday pro

puesto por Rato (1974) para la formación de los 

ICH (Holliday 1964). 

A. Cadenas apareadas con las bandas homólogas 

B. Intercambio de banda sencilla entre bandas del 

mismo sentido. 

c. Plegamiento y rotación de las dos cadenas en la 

zona de recombinación. 

D. Formación de la estructura de Holliday equiva

lente a la estructura CH! observada reciente

mente al microscopio electrónico. 

E. Separación de las cadenas después de la 

recombinación de doble banda. 
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Fig. 6, Modelo de desviación duplicadora. 
A. Horquilla de replicación del DNA a nivel de una 

región. B. Rompimiento de la banda progenitora no 

dañada después de ser copiada a nivel del sitio del 

daño. c. Reasociación de la banda progenitora que 

no tiene el daño, originando un interc.;:.mbio de ban

da y ruptura de la banda progenitora. D. Reasocia

ción de la banda con el daño con la banda equiva

lente recién sintetizada y E. Separación de las 

cadenas después del intercambio de doble banda 

(Ishii y Bender 1900). 
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Fig. 7. Mecanismo de desviación de la replicación para la 
formación de un ICH inducido por un entrecruza 

miento, v1a formación de piezas de Okasaki (Shafer 

1982). 
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Fig. 8. Proceso alternativo de reunión. 

La reunión podria ocurrir por unión terminal (A, B), 
o por complementación del heterodüplex (C, D) en el 

cual los extremos libres "pegajosos" ~e sobrelapan. 

El proceso posterior podr1a ocurrir más fácilmente 

en las regiones de DNA repetido, resultando un mal 

apareamiento de bases o pérdida de ellas, en una 

célula hija en la siguiente generación (Shafer 
1982). 



Unidad discreta de replicación 

del DNA (replicón) 

Discontinuidad de las cadenas 

de DNA que puede ser inducida 
por agentes 

Intercambio entre una cadena 

d12 ONA recién sintetizada y 
una cadena original aün sin 

replicarse 

Fig. 9. Modelo de replicación de doble hebra en la unión 

entre los grupos de replicones para el intercambio 

de crornátidas hermanas (Painter 1982). 



'--~ A 
AtR\nW![llfO C1: 

ru\ttOllCS 

Fig. 10. Modelo de los posibles efectos de los agentes que 

dañan el DNA sobre l~ replicación y la segregación 

de un grupo de replicones. 

A. Progresión de la duplicación del DNA entre los 
grupos de replicones que separan replicones 

subsecuentes y n. Retardo de la duplicación debido 

a daño e lncremento de la posibilidad de 

intercambio (Painter 1982). 
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Fig. 11. Diagrama de tinción diferencial. 
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Flg. 12. Intercambio de cromátidas hcrmarias inducido 

por propoxur en cultivo de linfocitos humanos 

previa activación metabólica por Vicia faba 

(promedio experimento 1, 2 y 3 excepto 500 y 

2000 ppm). 
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Fig. 13. Intercambio de cromátidas hermanas inducido 

por etanol en cultivo de linfocitos humanos 

con y sin activación metabólica por Vicia 

faba (promedio experimento 1, 2 y 3 excepto 

500 y 2000 ppm) . 
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Fig, 14, Via de degradación del propoxur. 

(Dawson et al. 1964, Shrivastava et al. 1964, Kris

chna et al. 1966, ooni tan y Casida 1966, Kuhr y 
casida 1967, 1968, Tsukilmoto et al. 1967}. 
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