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RESUMEN

Los intercambios de o cromatidas hormanas (JCHY  constituyen  un
modelo adecundo  para evalvar o dado  senotoxico  provocado por  los
contarmantes ambientales.  Asimisimo los hnfoeitos humanos en cultivo han
mostrado ser un material util para estndios  citogencticos, por fal razon
cpleando  este sistema,  se realizaron  tratamsentos con los  plasucidas
carbamicos oxamilo v tiodicarb a concentraciones de 62.5, 125,250, 500 y 1000
ppm para of pimero y de 100, 300 y 1000 ppm para ¢l seeundo. Se utilizo o
cultivo de linfocitos humanos en presencia de 5-BrdU durante dos ciclos de
replicacton para el analisis de FCH en metatases de sesundo ciclo.

Los datos obtemdos evidenciaron gue ambos pesticsdas fiseron capaces
de imductr ICH ain en las concentraciones mas bajas (62.5 v 100 ppm),
observandose, en términos penernfes, una corrclacion concentracion-cfecto.

Ambos msccticidas resoltaron (oxicos en Ia concentracion mas akia
(1000 ppm), causando mueste celular. Pero dnicamente el oxamilo interficre cn
la cinética doe proliferacion celnbar, produciende un meremento de metafases de
primera division con o subsecuente dismmucion de metafases de sesundo v
tereer ciclo de replicacion on las concentraciones de 62.5, 125 v 250 ppm. A 500
pont ho se provoca la muerte colular, s embarpo fas células permanceen en
mterfase, lo cual probablemente implica Ia mhibicion de b mitosis.



INTRODUCCION

En la actualidad, la contammacion ambiental constituye un prave
pehgro para Ta salud publica, va que en ¢l ave, el suelo y of agua se encuentran
presentes una serie de sustancias cayo clecto on el hombre aun se desconoce

La situacion se hace especialmente debeada en ol caso de los individuos
ocupacionalmente expuestos a estos agentes ya que en ollos se acentoan los
problemas de salud.

Sc hanidentificado mas de 15,000 sustancias que son toxicas o daninas
para la salnd, las cuales causan desde dermatites hasta cancer, detectandose que
su accton puede ser mmediata a la exposicion o mamfestarse tiempo despugs.

Desde o comienzo de la cwvilizacion of hombre ha procurado
continuamente mejorar sus condiciones de vida. En su esfuerzo por lograr un
abastecimiento adecuado de alimentos, ha luchado en contra de la intensa
destruccion de las cosechas por plagas y enfermedades (Cremlyn 1978)

A nivel mundial las plagas destriyven alrededor de fa nutad de la
produccton anual durante el crecimiento, la cosecha y ol almacenamiento de los



msumos agricolas y forestales, pudiendo alcanzar hasta ¢l 48 % de reduccion
(Chiras 1991, En ol caso de fa agricultura mexicana, la disminucion ¢s
equivalente al promedio mundial .

La industia quimica destinada a mcrementar 1a productividad en los
campos demuestra su desarrollo thbricando tanto fertilizantes como plaguicidas.
Los primeros, conticnen principalmente fosforo, nitrogeno y patasio, su funcion
s [a de constituirse en nutrientes para los cultivos; los filtimos son toadas aquellas
substancias o mezelas de estas que se destinan a destruir, controlar, prevenir o
repeler fa accidn de cualquier forma de vida, animal a vegetal, perjudicial para ¢l
hombre y/o que afecte fa praductividad agricola v s¢ pueden ubicar dentro de tres
cateporias prmeipales: insecticidas, herbicidas y tungicidas (ANIQ 1985).

Los itentos para clevar la produccion de alimientos incluyen el
increpento en a aplicacion de pesticidas. Se espera que a fines de este siglo se
triplique fa obtencion de atimentos para satistacer las necesidades de ta poblacion
humana en expansion y probablemente se requerisa cinco veces mas pesticidas
{Kohn [974).

No obstante, su empleo ha contribuido a la clevacion de la
contanunacion de los ccosistemas, debido principalmente a la porsistencia de
restduos en ¢f ambiente, pudiendo representar un riesgo para los animales y para
¢l hombre (Montschen-Dahmen ¢f af, 1984),

Algunos genctistas se han interesando en los plaguicidas debido a su
ubtcua presencia cn el ambiente (Moutschen-Dabien of of. 1984). Se considera
que existen casi 1500 productos que son clasiticados como pesticidas, en mas de
33,000 tormulaciones (Chiras [991),

Bl continuo y cada vez mayor uso de compuestos agricolas, puede
causar un efecto deletéreo no intencional sobre ¢l ambiente (Pandita 1983).
Aungue el valor de los pesticidas para ¢l control de organismos no deseados ¢s de
importancia - cconomica incuestionable, es cvidente que su utidizacion tiene
muchas consecuencias secundarias (Moutschen-Dahmen of «f. 1984),

Los insecticidas representan wa ricsgo ocupacional para dos grupos de
trabajadores, aquellos que los claboran y los expuestos en las dreas agricolas.
Existe la posibilidad de aceidentes que Blevan a mtoxicaciones agudas.  Para la



poblacion en general son un peligro menor a través de las cadenas troficas
(Moutschen-Dahmen of of. 1984).

Fvidencias acumuladas en las ultimas dos décadas mdican que un
incontable nimero de plaguicidas son capaces de mdnceir danio genctico (Badr ¢
tbrahim [987)

Se ha desento que los plaguicidas tienen actividades mutagenicas,
carcmovénicas vy teratopcmeas, lo cual justifica un mtenso estudio penético
(Moutschen-Dalinen o7 ol 1981, Gonez-Arroyo et «/ 1985, Bade ¢ lbrahim
1987) aunque ninguno de clos ha demastrado ser mutagénico, carcinogenico o
teratogénico, en todos los sistemias de prueba disponibles (Moutschen-Dahmen ¢/
al l()g‘”

Desde of punto de vista quimico los insecticidas se dividen en clorados,
fosforados y carbamicos.  El esqueleto de los carbamatos es el acido carbamico
(Fiy. 1). Este no existe en forma libre y se estabiliza por la adicion de un grupo
alepnlo (Barberd 1970, Moutschen-Dahmen ¢ «f. 1984), su formula general y
especialmente las de los cmpleados en ¢l presente trabajo se mucstran cn las

figruras 2y 3.

Los carbamatos pueden ser obtenidos como solidos cristalinos puros,
lo que facilita lag mvestigaciones quuimicas y biologicas.  Estos son ligeranente
solubles en agua, pero pueden ser diluidos en una gran variedad de disolventes.
La mayoria de ellos son sensibles a la fuz, al calor v a la oxidacion, por ello no
representan mucho riesgo para of ambiente (Moutschen-Daluen e o/ 1984).

Existe mucha simiiitud  entre o modo de accion de compuestos
organofostorados y carbamicos en todas las clases de animales. La toxicidad ¢s
debida a ta inhibictone de fa acctil-colmesterasa en el sistema nervioso central,
que produce paralisis. A diferencia de la mayoria de los insecticidas
organofosforados, los carbamatos no requicren de conversian metabolica para
marifestar efectos toxicos  Ademas la supresion puede ser reversible v la
acttvidad enzimatica algunas veees cepenerada (Moutschon-Dalunen of af. 1984,

La cinctica  del bloguco ha  sido  investigada aindadosamente ¢
mvolucra la catbamilacion de la enzima (union covalente de los grapos
electrofilicos carbamolil a sitios cstericos  de las enzimas).  Los carbamatos



transficren un grupo acido a cste sitio formando un complejo enzimatico
acetifado (Moutschen-Dalimen ¢f al 1984)

Los insecticidas organofostorados y metilcarbamicos, mhubidores de la
acetil-coliesteraga, han reemplazado gradualmente a los clorados, en ¢l control
de msectos y por ello son mas frecuentemente ntihizados y en grandes cantidades
(Proctor v Casida 1075},

El hecho de que los carbamicos sc hayan desarrollado  mas
recientemente,  hace que los cstudios acerca de su accidn, selectividad,
metabolismo y relaciones entre estos factores atn no alcance la importancia que
sc observa para los insccticidas fosforicos.

s asi importante precisar la existencta de etectos deletéreos de dichos
compuestos no atribwbles a alteraciones en ¢l sistema colinérgico (Proctor y
Casida 1975) (Anexo 1),

Los plaguicidas carbamicos han sido ampliamente utilizados debido,

CoImo ya s¢ menciono, a su baja toxieidad para los mamiferos y a su degradacion
relativamente rapida en ¢l suelo (Dalout ef ! 1982).

Durante los Gltimos attos fas propiedades mutagcnicas, carcinogénicas
y teratogenicas de algunos carbamicos han sido investigadas.

En cuanto a sumutagenicidad se describen los sigientes datos:

El aldicarb produce  wmeremento  significativo de intercambios de
cromatidas hermanas (1CH) (Gonzalez-Cid v Matos 1984) v de aberraciones
cromosdmicas (AC) (Gonzilez-Cid y Matos 1987), en ausencia o en presencia
de la mezela $9'y en este ultimo caso decrece la progresion sucesiva de la mitosis
de cé¢lulas en cultivo (Gonzalez-Cid y Matos 1984).

Este insectictda se ha descrito como veneno altamente toxico con
mamiferos sin efectos carcinogénicos, neurotoxicos o reproductores (Marshall
1085).

Se ha mencionado que of aldicarb  puede  ser transformado en una
substancia genotoxica cuando foria N-nitroso-aldicarb on presenciy de meritos
(Gonzalez-Cid y Matos 1984). Este derivado es mutagénico en Salmonellu



aphimurinm (Seiler 1977) v capaz de producir numicrosas rupturas en una sola
hebra del ADN de células normales de picl humana (Bleving ¢7 af. 1977h).

El carbarilo es otro msecticida de este grupo, cuya  actividad
mutagénica ha sido investigada en gran variedad de organismos. Bn Hordewm
vilgare. Wau y Grant (1966, 1967a), notaron aumento en el mmero de rupturas
CromosOmicas en mitosts y un ligero efecto en meiosis

Se observo  una  debil  tendencia mutagénica  en Drosophila
melanogaster (Hoque 1972). En una linea celular de fibroblastos de criceto
chino causo rupturas, intercambios y liwecos (Ishidate y Odashima 1977).

El cavbarilo fue capaz de inducir desordenes on la sintesis de ADN i
vitro, en cultivos de fibroblastos humanos (Ahmed ez /. 1977). En la prucba de
fetales dominantes en ratones, causd mucrte fotal temprana v pordidas de
preimplantaciones (Epstem ecal. 1972).

El dertvado nitroso det carbarlo (N-nitroso carbarilo) tambien ha sido
mvestigado.  Fue mutagénico en fscherichia coli (Egert vy Greim 1970),
Salmonclla typhimurim (BEgett y Greim 1976, Blevins o ol 1977h) y
Haemophitus influenzae (Beattic 1975). En Succharomyces cerevisiae, Sicbert
y Eisenbrand (1974) tambicn encontraron resultados positivos.  Numierosas
rupturas de una sola hebra Fueron provoeadas en el ADN de cclulas humanas
{Blevins er al 1977y,

EL tiram aumento ligeramente la mduccion del fago lambda cn
Lscherichia coli. en presencia de activacion melabolica y tuvo clecto mutagénico
en Salmonella typhunmeion (Zdzienicka et al. 1981). En Aspergilluy nidulansy,
causod mutaciones en ausencia de activacion metabolica (Zdzienicka ef al. 1981)
y fue capaz de producir segregacion cromosomica anormal, detectada por la
reeuperacion de colonias hiperhaploides ¢ hiperdiploides del miisnio orpanismo
{Upshal y Johnson 1981).

La frecuencia de mucrondcleos, puentes cromatidicos v mitosis
multipolares se incremento sipiificativamente en ratones tratados con tiram,
dismmuyendo la cantidad de anafases (Dulcut of «l. 1982).

Los msecticidas mtroso-NAC, mitroso-NTMC y nitroso-MTMC, son
mutagenos potentes que produjeron reversion en fischerichia colr (Uchiyama ei



al. 1975, Yoshikawa 7 al. 1978), asi como letalidad (Yoshikawa et al. 1978) y
en  Saccharomyees  cerevisiae conversiones  pemeas  mioticas  (Siebert vy
Eisenbrand 1974). Tambicn provocaron aberraciones cromosdmicas en células
de criceto chino en cultivo {Ishidate v Odashima 1977y

Existe poca informacion acerca de los efectos mutagénicos de otros
msecticrdas carbamicos.

Los herbicidas  diallato,  trialiato v sulfallato  fueron positivos en
Serfmonctia (De Lorenzo er af. 1978).

I carbofuran dio resultados contradictorios en el sistema de Ames
(Gentile cr al 1982, Shiwasu ef af 1982).

1 tiofanox fue capaz de mducir ICH en hinfocitos hwmanos en ausencia
de activacion metabohica (Debuyst v Larcbeke 1983).

El propoxur proveco mucite tenprana en embriones (Tyrkiel 1977),

Aunque la mayoria de los resultados obtenidos  con  secticidas
carbamicos fucron nepativos, sus denvados nitrosos parecen tener actividad
mutagenica, tal os el caso del propoxur, del BUX-ten y del landrin - cn
Salmonella typhinmrinvm (Blevins ¢ ol 19773y vy de  propoxur  cn
Saccharoniveey corevisioe (Siebert v Eisenbrand 1974).

Numcerosas rupturas de ima sola hebra fueron aparentes en el ADN de
celulas himanas de piel, despues del tratamiento con los derivados nitrosos de
baygon, BUX-ten, carboturan y landrin (Blevins ¢2 af. 1977b).

La caremopenscidad de los carbamatos también ha sido investigada. Bl
denvado nitroso def carbarifo fie dado por entubacion a ratas (Eisenbrand et of
1975, 1976} y se observaron carcinomas en la parte anterior del estomago. Fn la
nusma especie, nitroso-carbarilo (Lijinsky y Taylor 1976) provoed ef mismo tipo
de tumores, pero ol carbarilo solo. no lo hizo (Lijmsky y Taylor 1977).

tistos experimentos  fueron extendidos a otros derivados mitrosos do
wetlearbanucos, NO-carbofuran, NO-bayadn, NO-tandyin, NO-BUN-ton y NO-
aldicarb, on fa misni linea de rata (Lijinsky y Schinaht 1978) A gran eseala,



los nitroso metilcarbamicos produjeron pocos tumores, los mas efectivos fueron
NO-carbofuran, NO-bayeon y NO-landrin (Moutschen-Dahmen e/ af 1984).

La actividad teratopémica también  fue demostrada en diferentes
organismos {aves, peces, ratones, ratas, cobayos, cricetos, concjos, cerdos,
perros y monos), en el caso del carbarilo, s¢ han encontrado anormalidades tales
como embriotoxicidad, decremento en of tamano de Ia camada, estertlidad,
aumento en ¢ mimero de individuos nacidos muertos, malformactones de las
vértebras, reabsorciones, fisuras toracico-abdominales, falta de formacion del
esqueleto, entre otras, causadas por difcrentes  concentraciones y vias de
admiistracion (Moutschen-Dahmen ¢f of. 1984).

Muy pocos datos hay disponibles sobre la actividad teratogénica  de
otros msecticidas carbamicos.

El propinch presento actividad teratogénica en ratas (Larsson ¢f al.
1976), al igual que la propilentiourca, su principal metaboldo y producto de
degradacion (Bleyl y Lowerenz 1978).

Los resultados de estos expertinentos son importantes, ya que  indican
claramente que el uso excesivo de insecticidas, o pesticidas en general, puede
modificar la estructura genética en una manera impredecible (Moutschen-
Dahmen ¢f af. 1984). En sunta, existen muy pocos estudios para los carbamatos
con excepeion del carbarilo.

En of grupo de fos msecticidas carbamicos se encuentran el vydate L~
24 (oxamilo) y ¢ semevin-375 (larvin 373 (tiodicarb).

TIOBICARB

EL semevin-375 (larvin 375) es un msecticida carbamico altamente
cficaz en una amplia variedad de cullivos para el control de las plagas mas
importantes.  Proporctona excelente eftcto contra las especies lepidopteras de
impacto cconomico mas  significativo v algunas  coledpteras,  dipteras y
homopteras que atacan algodon, soya, maiz, vid, drboles fratales, hortalizas v
muchos otros cultivos.



Su uso genera un impacto minimo en artropodos datiles, abejas
polinizadoras, parasitos y depredadores naturales.

Tiodicarb provee excelente control de larvas lepidopteras resistentes a
piretroides sintéticos, onranofosforados, organoclorados y otros carbamatos.
Ademas de controlar insectos en la forma convencional por ntubicion de la
colinesterasa, proporciona buena accion ovicida sobre los huevos de muchas
plagas.

Cuando se le usa en tratamicntos de scmillas muestra sus propiedades
sistémicas y proporciona control residual de ciertas plagas de las semilas y del
follaje. La actividad sistémica on los tratamientos de semillas persisie a menudo
por 30 dias o mas y contribuye a proteger los cultivos jovenes del dano causado
por ciertas plagas de aparicidn temprana.

Este msecttaida ticne moderado nivel de tosicidad sobre los mamiferos,
Sus propiedades quimicas, itherentes a los carbamatos, les producen inhibicion
espontancamente reversible de fa colnesterasa y evita cfectos de toxicidad
acumulada.

A través de numerosas prucbas expertmentales (Union Carbide 1994),
se ha establecido que tiodicarh es relativamente no toxico a las plantas, aves,
peces y fauna sitvestre. No persiste cu el ambiente v s brodegradable a través de
procesos quimtcos ladroliticos y oxidantes

TOXICOLOGIA

Sus propredades fisicas y quimicas se deseriben en el anexo 3. Ha sido
probado extensamente para evaluar sus efectos potenciafes en ka satud humana
La toxicidad apguda de tiodicarb v de las fornwlaciones se presentan e el anexo
4. Estos estudios mdican que este msecticida os de Clase 0, os decir de fa
categoria moderadamente oxica de acuerdo con las regulaciones de la EPA
(Apencia para la Proteccion del Ambicate de Jos Estados Unidos) (Uion Carbide
1994).

Parece que no es toxico a tas bacternas v hongos del suclo, los procesos
microbianos de fyacion de mitropeno. niteticacton v depradacton de biopalinieros



no fueron adversamente afectados en estudios de Jaboratorio (Umon Carbide
1004).

MODO DE ACCION/ACTIVIDAD BIOLOGICA

Semevin-375, larvin 375 o tiochicarb se utihiza en aplicaciones de
aspersion foliar, asi como en el tratanvento de sennllas.  Actua principalmente
por ingestion o como toxico cstomacal con alguna accion complementaria de
contacto.

Es refativamente msoluble en agua o disolventes organicos. No penetra
faciimente a través de fa supetficie de la cuticula de los inseetos o de las hojas.
Esto brinda como resultado una accién toxica de contacto relativamente baja
para los msectos y poca o minguna o las plantas.

Ln asperstones foliares, Sste tiene persistencta de 5 a 14 dias o nias. Ef
periodo especifico de actividad residual depende de as condiciones ambientales,
dosts, tipo de plagas y cultivos.

Como toxico por ingestion, la rapidez de su ctecto letal depende
mayormente de Jos habitos alimenticios de fos msectos, pero una vez ingendo,
actua de mmediato. Bl control efectivo se obticne en general dentro de las 48
horas postertores a fa aplicacion.

Las propiedades  nsecticidas  del trodiearb no  son afectadas
nepativamente por temperaturas elevadas o tunmnosidad

En el tratamiento  de seoflas, os  rapidamente  translocado
sistémicamente a traves de la planta para controlac tos insectos. Dependiendo del
cultivo, de las candiciones ambientales v de tos mscectos presentes, se pueden
conscpuir hasta 30 dias 0 mas de control residual mostrando gran eficacia contra
algumos  insectos  perforadores, chupadores o masticadores  resistentes  a
aphicaciones foliares,

Presenta una potente actividad ovicida contra Heliofhis y otras plagas
lepidopteras.  Esto se atribuye a ta doble accion de toxicidad oral cnando Jas
peguenias larvas comichzan a consumir sustancias nutritivas del hucvo vy en
algunos casos a la aceion de contacto disecto
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El tiodicarb se degrada vapidamente en fos diferentes tipos de suclos,
bajo condiciones aerdbicas y anacrobicas. Entre fos factores que mfluyen en su
degradacion estan el tipo de suelo, fa humedad, la temperatura y la actividad
biologica. Loy productos primarios de la degradacion son metomifo y metomido
oxima. La vida media es de 3 a 8 dias. Su principal metabolito, el metomilo, se
descompone atn mas por accion microbiana. En el agua, la degradacion es mas
tenta y fa transtormacion cu procictos volatiles es msignificante.

El pH del apua wfluye marvcadanmente en su degradacion. Pruebas
con el plagmicrda deternnando la tasa de hidrolizacton durante 9 dias, ndicaron
que a pH de 6 es estable, nventras que a 9, hubo pérdida del 99 % durante ese
periodo de tiempo y del 32 % a wn pbde 3.

Cuando las aplicaciones del msecticida semevin-375 (larvin 375) se
hacen por aspersion foliar y se exponen a la luz solar, la vida media (cn hojas de
frijol) es aproximadamente de 7 a 10 dias (Union Carbide 1094).

USOS

Semevin-375 (larvin 375y s recomendado a mvel mundial para su
empleo en cultivos de alpoddn, sova. matz, vid, tabaco y hortalizas entre otros
cultivos y estd mdicado para gran cantidad de plagas (Anexo 5). Las dosis
recomendadas para un mejor aprovechamionto dependen de La plaga a la cual va
a ser cinigido asi como del tipo de cultivo.

OXNAMILO

Bl vydate L-24 es un insecticida/mematicidaZacaricida del tipo
carbamico que climina a las plagas por contacto v por via estomacal.  El
producto muestra un marcado pader sisténico dencro de los vegetales (Du Pont
1994).

Cuando vydate L-24 es aplicado al suclo, una parte s¢ queda en el

terreno y mata o paraliza a los nematodos cotoparasitos, otra os absorbida por el
sistema tadicular en donde controla o los nematodos endoparasitos; de ali s
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translocado por ¢l xilema hacia las partes aéreas del vegetal en donde extermima
msectos y nematodos del follaje.

Si el nsccticida ¢s asperjado sobre las plantas, parte del producto se
queda en as hojas y actla contra mscetos y acaros, otra es absorbida y
translocada por medio del floema hacia fas raices, donde nucvamente afecta a los
nematedos.

Vydate 1-24, se degrada en el suelo o dentro de las plantas en
compuestos que se encucntran comunmente e la naturaleza, controla msectos,
nematedos y acaros que han desarrollado  resistencia a los  plaguicidas
organofosforados

TOXICOLOGIA

Sus propiedades fisicas y quimicas se describen en ol anexo 6. El
oxamilo ha sido clasificado como "altamente wiesgoso”, o una guia de
clasificacion presentada por Ia OMS (World Health Orpamization 1984-1685).

El vydate L-24 ¢s toxico para peces, pajaros v otros aniniales de vida
stlvestre. Tambicn lo es para las abejas cuando reciben directamente la aspersion
y para otros organisnos (Anexo 7).

MODO DE ACCION/ACTIVIDAD BIOLOGICA

El oxamilo mata nematodos por conaclo y por accion sistémica,
mpidiendo la formacion de fa acetil-colinesterasa. Dosis de S ppm en el suclo,
los mata directaniente: por contacto en poco ticmpo. Las raices de las plantas,
quedan protegadas del ataque de estos animales con menos de 5 ppm, ya sea que
el producto provenga de aplicactones en ¢l suelo o foliares.

Las administraciones bajas de oxannlo en el suclo, a razon de 0 5 a 2.0
ppm, mactivan a los nematodos fitoparasitos ¢ inhiben su necesidad  de
alimentarse mientras estén on contacto con el plaguicida. Las concentraciones
menores no afectan a nematodos saprofitos.  Las aspersiones foliares también
controlan a ciertos nematodos del follaje (Du Pont 1694).
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En el suclo o absorben las raices de las plantas v es translocado por
el xilema a las hopas. Cuando se coloca en ¢f suelo cerca de fa base de la planta,
controla tos nematados que atacan a las raices que se desarrollan en los extrenios
del area tratada.

El oxamilo marcado con CH o suclos, se determing que se degrada
completamente con pérdida de CO? su "vida promedio™ ¢s de dos semanas
cuando se utiliza eu la tierra bajo condiciones de uso y concentraciones de campo
normales. No tiene efecto nepativo sobre las bacterias nitrificantes.

El tiempo requerido para la perdida o degradacion del 50 % del
oxamilo aplicado en cantidades adecuadas a las plantas de cultivo,  varia de
menos de siete dias en el campo a tres semanas en invernadero.  La principal
forma de degradacion es la hidrolists,  transformandose en oxiaming, que no ¢s
toxico ni tiene porder msechicida. En algunas especies ocuire una descomposicion
mas avanzada por pérdida de uno de los grupos wetdo, en la funcion
dimettlamina.

El pH del agua influye marcadamente en su degradacion.  Pruebas
con el plagisicida marcado con C™ indicaron que a pi de 4.7 es estable, mientras
que a 9.1, hubo pérdida del 30 % durante las primeras seis horas y del 60 % a las
72 horas. En agua de rio, se desintegra completamente durante las primeras 12
horas bajo condiciones de luz solar.

Us0s

El vydate L-24 csta ndicado para yran cantidad de plagas (Anexo 8)
e diversos cultivos (Anexo 9). Las dosis recomendadas para ay mejor
aprovechamiento dependen de fa plaga o fa cual va a ser dirigido asi como del
tipo de cultivo,

ACTIVIDAD GENOTYONICA DEL TIODICARB Y DEL OXAMILO

No existe wlormacion disponible sobre la posible genotoxicidad del
tiodicarb wi del oxamilo.  En el caso de este dltimo, se evalud su capacidad
clastogénica on las céhlas meristematicas de fa raiz de Yicia fuba. encontrandose
resultados negativos a 500, 1000, 2000 y 3000 ppm; de igual manera se
evidenciaron sus efcetos fisiologicos que fucron negativos al no alterar el indice



mitético de estas células al comparar los grapos tratados con ¢l restigo
(Valencia-Quintana ¢f al. 1993). Los escasos o nulos reportes sobre los efectos
eendticos revelan la necesidad de realizar mayor investigacion sobie la actividad
genctica de estos compuestos. Aunque estos  msecticidas son  desdoblados
rapidamente y sus residuos son de un mvel de nesgo bajo, la exposicion a largo
plazo por parte del hombre a cstos agentes quimicos en fos sittos de produccion
y uso, demanda un cudadoso monitoreo (Hemavathy y Krshnamurthy 19874,
). Por lo tanto es mmportante utihzar diversos sistemas de prucha para conocer
con certeza el riesgo que tmplica la manipulacion de este tipo de compuestos.

L SISTEMA DE PRUKEBA

Se han desarrollado diversos  sistemas biotogicos  de prucba que
abarcan gran variedad de organismos tanto animales como vegetales, para ser
usados como ndicadores del datio citogenctico mducrdo por mutagenos tanto
fisicos como quimicos, con ¢l fin de obtener una vision mas completa del ricsgo
que tmplican para el hombre.

Los biocnsayos de pesticidas o largo  plazo con ammales  son
considerados como os procedimicntos mas satistactortos  para valorar  a
genotoxieidad  {de Kergammeaux ¢r ol 1983), sin embargo estos son caros, por
ello se han implementado otros sistemas como los cultivos eelulaces, que aportan
buena informacion a corto plazo y son mas ccondonicos.

LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Los linfocttos /it vitro ticnen caracteristicas que sirven para observar
fanctones especiales como la diferencracion celular, fa transferencia de encrata, ol
flujo de informacion genética del ADN a través del ARN a proteinas vy Ia
formacion de organelos celufares. Debido a esto son muy ntilizados cn estuchos
citopenéticos y para diagnostico clinico (Lerer y Dixon [973).

Se enenta en o actualidad con mtodologias estandarizadas para ol
cultivo de sangre peniférica completa de humanos, que permiten detesminar o
sensibilidad de los hinfocitos a las alteraciones citogencticas. Esios dan resultados
reproductbles con indices mitoticos elevados v fiecuencias basales de eventos de
dano estables (Kligerman ¢ uf. 198:4).



Para estimular la division de los linfocitos in virra se han empleado
extractos vegetales que tienen propicdades mifopénicas y de aglutinar células;
esto se debe a la presenciy de ciertas profeinas llamadas lectinas como la
concavalina A (Con A) y 1a fitohemagfutming (PHA) (Crossen y Morgan 1977).
Otras sustancias derivadas de bacterias como el filtrado de estreptococos y
estafilococos, asi como tamnbién la tubercuting, ticaen la cuatidad de inducir la
division cetular (Ling y Kay 1975), El enipleo de la PHA trene fa ventaja de que
al ser un mitogeno no especifico, puede activar multiples clonas de hafocttos.

Una cantidad considerable de laboratorios emplean el cultivo de
finfocitos humanos como un sistema modelo para investigar fa regolacion de los
estados iniciales de la proliferacion celular durante fa fase de transicion de G-
G,-S (Kaczmarek ¢f al 1987).

El primer paso de fa respuesta inmune es ef contacto del antigeno con
los receptores de membrana de los linfocites, produciendo un cambio en su
regulacion pénica que da como consecuencia fa division celular (Behrman ef af.
1986).

Lixisten gran cantidad de factores que mtervienen en el micio y la
duracion de la sintesis det ADN en los imfocitos en cultivo, cntre cllos se
encuentran la naturaleza, concentracion y metabolismo del estimulante empleado
(Jasinska et al 1070), of origen de fas cclulas y las condiciones de cultivo (Ling
y Kay 1975).

En dos cultivos de hmfocitos con PHA, fa sintesis del ADN comienza
después de 24 horas o partie del momento de la estinalacion, encontrando su
maxima actividad a fas 72 horas v decreciendo posteriormente. Otros mitogenos
potentes como la Con A y ¢l Fltrado de estafilococos iducen una sintesis
maxima despucs de 3 a S dias, mientras que los estimulantes debiles Ia producen
de 5 a 7 dias; estos Oltimos son los responsables de que ef periodo Gy se extienda
durante ef enltivo (Ling v Kay 1975).

En resumien los cultivos de células humanas y en espectal de linfocitos
perttericos, tienen ventagas que los hacen adecuados para este tipo de estudios,
debido a que se puede obtener facilmente una poblacion celular numerosa (Evans
v O Riordan 1973) y por medio de mitogenos como fa fitohemaglutining,



inducirfos a dividirse i vitro (Crosen y Morgan 1977), lograndose una cantidad
considerable de linfocitos en metafiase.

INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

Con el fin de detectar los efectos genotosicos provocados por la gran
variedad de mutigenos ambientales y de evaluar ¢f ricsgo que representan para ol
hombre, se han desarrollado diversos sistemas de prueba que mcluyen bacterias,
hongos, plantas y animales. Uno de los mas utiles para determinar of efecto tanto
#ovivo como i vitro es el cultivo de células humanas vy de ellos como se
menciond antenormente ef de infocitos de sangre periférica.

El analisis  crtopenético de las aberraciones cromosomicas (AC) se
efectia principalmente en las metafases de primera division; las aberraciones que
s¢ pueden observar son basicamente de dos tipos, cromosdmicas, en donde la
unidad de rompimiento vs ¢l cromosoma, y cromatidicas, en donde [a unidad es la
cromatida.

Ademas de la investizacion de AC, a nivel citopenético existe otra
prucba que cs ¢l mtercambio de cromatidas hermanas (ICH) con fa cual se
detecta un tipo de dafo que mvolicra un intercambio simétrico de un locus
especifico entre cromatidas homologas, durante fa fase S del ciclo celular (WolfF
1977b), el cual no altera la morfologia del cromosoma. La evidencia sugiere que
es immediatamente después de que se ha formado la bifurcacion durande fa
biosintesis del ADN, cuando se realiza of intercambio de doble banda entre fas
cadenas del ADN (Kato 1980).

Esta t¢enica fue descubierta por Taylor v colaboradores en 1957, al
marcar los cromosomas vegerales con timiding tritiada en la primera de dos
divisiones  subsceuentes v observandolos  por medio  de autorradiografia,
encuentran que fos cromosomas de las células que se habian dividido dos veces
mostraban una cromdtida marcada vy otra sin marcar, con intercambios de
segmentos entre cromatidas.  Posteriormente, Latt (1974b) wtiliza por primera
vez un colorante fluorocromado Hamado Hoechst 33258 6 bisbenzimidazol, el
cual se une a las regiones del cromosoma que incorporan un analogo de base,
como fa S-bromodesoxiuridinag (3-Brdl).
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Para poder visualizar la incorporacion de estos por dos ciclos celulares,
se utitizan los colorantes fluorocromados como el bisbenzimidazol o of naranja de
acridina, los cnales cmiten cierta fluorescencia que disminuye en intensidad en
presencia de la 3-Brdl, ya gue los atomos pesados como ¢l bromo alteran su
fluorescencia (Latt 1982},

Sin embargo, aunque este mctodo hace patente La incorporacion del
analogo en el ADN, presenta varias desventajas, como son el requermiento de an
microscopio de {luorescencia y el decanmiento de la mtensidad de ésta con ¢l
tiempo; para resolverlas se ha aplicado el Giemsa despuds de la Nuoreseencia,
con lo cual se ha togrado una tincion permanente (Perry y WoltF 1974, Latt
1082).

La deteccion de los intercambios de cromatidas hermanas (1CH) con
este método permite fa cuantificacion fina del evento. Con este estudio, Latt
(1974b) mtroduce ana nireva metodologia para Lo identificacion de mutagenos
ambientales ya que este sistema se considera como un mdicador sumamente
sensible del daino producido en el ADN por fa accton de agentes quimicos (Kato
1974, Latt 1974b, Crasg-Holmes 1977, Wolf¥ 197 7a, Latt f of 1981, Takehisa
1082).

Es una prucba muy sensible en la cual se observa un incremento
sipmticativo de TCH con concentraciones hasta 10 veces menores que fas
requertdas para inducir AC (Latt 19740, Perry v Evans 1975, Wolff 1977a, Latt
etal. 1981,

Pueden ser detectados los mutagenos tanto ditectos como aguellos que
requieren de Ta activacion metabolica (Latt of of 1931},

s posible utifizar esta teentca para monitorear los contaminantes
ambientales en poblactones humanas va que s posible realizar estudios tanto en
personas expuestas como i vitvo (Latt ez ol 1981 Lambert or af. 1982).

La prucha de HCH ha sido amphimente usada en cultivos de células de
mamifero para fa deteccion de agentes nwtagénicos y carcinogénicos (Abe 1084),
Su observacion pencralmiente requicre que las células sean cultivadas por dos
ctelos de replicacion en presencia de BrdU (Morgan y Woll¥ 1984), después de fo
cual las preparaciones con las células en metafase son soretidas a la téenica de
fluorescencia mas Giemsa (Latt 1973).



No obstante, ¢ sigmificado bioldgico, asi como su mecanismo de
formacion, no han sido completamente esclarecidos (Gentil ¢f al. 1984} a pesar
de que oste fenomeno ha sido objeto de muchios estudios, espectalmente durante
los ilttimos 20 afios.

Resultados experimentales apoyan el becho de que es durante fa fase S
¢l momento et que se llevan a cabo fos ICHL Los mecanismos molteculares por
los cuales parccen origmarse son diversos, es decir, que los 1CH pueden ser
inducidos por circunstancias nwltiples como daiio al ADN (Nakamshi
Schneider 1979), inhibicion del proceso de sintesis de ADN (Ishi y Bender 1980,
Ramaldi y Martani 1982), supresion de las enzimas mvolncradas en dichio
proceso (Ishii y Bender 19803, inhibicion de las enzimas involucradas en la
reparacion (Qikawa of of, 1980, Morgan y Cleaver 1982) o por un agente
promotor de cancer, no involucrado en la produccion de lesiones sobre el ADN
(Kinselta y Radman 1978, Schwarts ef af 1982)

Con relacion al fendmeno de 1CH, se han propuesto vanos modelos y
mccanismos, para explicar su origen, tos principales son: el modelo de Holtiday
(Kato 1977y, ol do fa desviacion dueplicadora (Ishin y Bender 1980); el de
desviacion de la replicacion (Shafer 1982) v ¢l modelo de rephcacion (Pamter
1982).

Cada modelo se basa en evidencias experimentales especificas y
alpunas veces limitadas vy ninguno de ollos ha sido totalmente confirmado (Tice v
Hollaender 1984)

Dutritaux v Fosse (1976) v Latt ¢t af. (1980), plantean que los 1CH
representan un mtercambio de los productos de la replicacion det ADN v que
estos no pertusban la orientacion ni la estructura de los genes mvolucrados.

Bender ef ol (1974b) y Latt (1974b), son los primeros en propober que
fos ICH pueden ser ¢f resultado de un proceso de reparacion de lesiones en e
ADN, sin embargo, alpunos apentes cuve batamiento se prolonpa por micho
ticnmpo, causan incremento de Ias frecuencias de ICH, o que  descarta esta
posibilidad (Ishi y Bender 1978).

Paray dilucidar este fenoneno se han descrito variag potests, ona de
cllas es la de Kato (1974), quien después de analizar 1a producaion de 1CH con



radiaciones ionizantes, sugiere que existe una correlacian entre la produccion de
éstas y un proceso de reparacion postrephicacion o de recombinacion.

Esta proposicion es apoyada por Kihlman (1977), al experimentar con
cafeina, s embargo, este mtor admite que la relacion entre a reparacion post-
replicacion y la mduccion de 1CH no s facil de explicar en términos moleculaces
y encuentra que es necesario que ambas cadenas estén danadas para que se
vertfique el intercambio; esto que ha sido hallado en Vicia faba fue confirmado
por Yokimasa (1977), en cromosomas hunumos tratados con mitomicina-C.
Dichas substancias danan al ADN de tal manera gue no puede ser reparado por
escision ya que suclen perderse hasta mil bases en fa cadena complementaria
(Sarasin 1982), para evitar la pérdida de esta informacion se activa un sistema de
recombinacion o de reparacion post-replicacion, ea donde se sustituye fa hélice
danada con su homdlopa en fa doble hélice hermana, recuperandose asi la
mformacion perdida (Figura 4); el hueco que queda en la cromatida hermana se
repara con fa ayuda de la ADN polimerasa y as higasas.  De cesta manera
stempre que hay pérdida de informacion, s¢ produce un ICH (Flanders 1081).
Woltt (1977a), nota que el pico de mayor eliciencia en ta mduccion de [CH
ocurse exactamente durante la etapa de sintesis del ADN, todo esto parece
indicar que los 1CH tienen relacion con el requerimiento de la sintesis del ADN
en una region dadiy del cromosoma despucs de que este ha sido danado; To cual
no apoya la hipatesis de la reparacion postreplicacion como medio para la
formacion de 1CH.

Otra mancra de mterpretar 3 mnduccion de 1CH es mediante ¢l modelo
de entrecruzamionto  propuesto por  Holliday  (1964), para explicar  la
recombmacion det ADN (Figura 5), en el cual se requieren rompimientos de las
hélices mtermas de cada cromatida hermana produciéndose un intercambio de
estas hacia su homéloga: y generando asi un traslapamiento.  Para resolver
problemas cstructurales en este ADN recombinante se proponen  dos
rampimientos en las cadenas externas de ambas cromatidas, permitiendo que las
mlernas se separen; estos rompiiientos se reparan faciluente con ayuda de las
tipasas (Holliday 1964, Latt ot al. 1080).

Sinembargo, este modelo parece mas adecnado para explicar Ia
recombinacion meidtica que para diluctdar el mecanisimo que origma los 1CH, ya
que éstos surgen durante la fase de sintesis, constituvendo un problema para la
resolucton del modelo, ya que st se producen intercambios de una sola hélice
durante Ia ctapa de smtesis, se provocan discontinuidades que van a dar lagar a



rompimicutos cromatidicos (Latt et al. 1980). Este aspecto se podria soluctonar
por medio de entrecruzamientos, pero existen evidencias de que tanto fos
rompunicatos de una sola hélice como los entrecruzanientos del ADN no son
necesarios para fa formacion de (CH (WolfT 1982); v por ofra parte, Kato (1674)
v Yukimasa (1977), sugicren que las dos hehees del ADN estan involicradas en
los 1CH.

Otro modelo que trata de exphear los {CH es aquel que mplica un mal
funcionamiento de b enzimas girasas que actoan detras de fa horquitta de
replicacion del ADN, las cuales fimgen como endonucleasas especificas para
cierta secuencia de bases, rompiendo ambas héhees det ADN para evitar tension
durante Ia replicacion, st estas cnzimas no funcionan bien pueden romper ambas
cromatidas y reunirfas de manera intercambiada, produciendo asi un 1CH; este
fendnmeno se ha observado en bacterias, donde estag enzimas son altamente
especificas vy el intercambio no implica ni defeciones i duplicaciones,
manteniendo mtacto el genoma (Woltt 1982). Aunque Mattern y Painter (1979)
sugieren que existen enzamas simitares a las puasas bacterimas en las células
cucartonticas, esto no ha sido comprobado (Wolfe 1981)

Ishiy Bender (1978), proponen ¢n su imodelo que tos 1CH pueden
ortginarse en forma espontanca o por dano al ADN En el prinier caso se sugicre
que son el resultado de una ruptira al azar de las bandas provenitoras a mvel de
la horquilly de replicacion def ADN durante la sintesis y su reasociacion con las
bandas hijas de polaridad simlar, en of sepundo, of dwio sobre una de fas hebras
progeuttoras ocasiona gue se rowpa a nivel de fa bifurcacion del ADN durante la
sinfesis, teniendo la posibitidad de unirse covalentemente con fa banda hija recién
sitetizada v de I misma polaridad, posteriormente la banda progenitora no
alterada puede romperse cerca del oxtremo temimal de la banda hija
complementaria a fa banda progenitora que presenta ol daio v continuarse con
effa, acoplandose con la lesionada (Figura 6). Este modelo esta basado en
observaciones experimentales con agentes como hidroxiurea, afidilcoling y 1. B-D
arabinoturanosilcitosing, que inhiben fa sintesis del ADN, especificamente fa
clongacion de fa cadena ¢ inducen espontancamente un incremento de los 1CH,
que indica ademds que Ja horquiila de replicacion puede ser o sitio de s
formacton. Aunque tiene algunas evidencias que tratan de explicar el mecanismo
para la generacion de los 1CH, este modelo no ospecifica el origen de las "mellas”
en el ADN que preceden a la formacion del 1CH, sino que espeenla que las
enzimas que desespirahizan al ADN (ales como las piasas v los inhibidores de
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estas enzimas estan mvolucrados en ¢l orgen de las "mellas” y como puede ser
probable que esto ocurra, es uno de los medelos mas aceptados.

Shafer (1982) propone varias posibilidades para la formacion de los
1ICH considerando que existen diversos mecanismos de reparacion del ADN, de
tal manera que las enzimas mvolucradas en ¢l proceso pueden provemr de las
extstentes para la duplicacion v la reparacion del material gendético. Sugtere que
muchos agentes son capaces de mducir dichos sucesos, que son el resultado de
una serie de eventos sccuenciales, los cuales se presentan como una replicacion
bidireccional relacionada con un enlace cruzado. Es decir, la eadena conductora
del ADN naciente avanza hacia uno de los sitios del enlace cruzado lo cual crea
una fuerza distorsionante corcana a ¢ste, dando como resultado el rompimiento o
escision de la hebra propenitora, por lo que las hebras nacientes condnctoras
aprovecharian el enlace a lo Targo de fas hebras progemtoras opuestas y los dos
rompimientos o escistones  debertan ocurrr contralateralmente a las hebras
progenttoras opuestas corca y por debajo del enlace, debido al proceso de
desenrrollamiento converpente, los extremos libres producidos en el primer
estado pueden legar a estar alineados en sus estremos, independientemente de su
polartdad opuesta.  La termimacton de un [CH deberta acompaniarse de dos
procesos de reunton y sellado do los extremos libres via log fragmentos de
Okasaki nacienies o por complementacion del heterodaplex, por sobrelapamiento
de los extremos tibres (Figuras 7y 8). Bl mecanismo de desvid penmitiria que
continne 1 repheacion smy ser reparado el enlace cruzado (dejandolo mtacto) v
ocasiona una wtercupeaon de las hebras progenitoras v oouna  interaceion
mcompleta can las hebras nacientes cerca vy por debajo del sitia de enlace
cruzado, produciendo 1CH.  Este modele tiene correlaciones negativas al
constderar los eventos de recombinacion del ADN vy los sitios de enlace cruzado
como las regrones adecuadas para la formacton de los 1CH, lo cual es
meonsistente con los datos experimentales obtenidos con numerosos agentes que
0o son inductores de enlaces cruzados pero si de ICH, por lo tanto, no son ¢l
resultado de estos eventos Ademas considera que no existe reparacion en los
sitios de enlace cruzado con 1o cual seria Eatal si se inducen on la fase G,. Por
ofro lado, descanta la posibilidad de observar 1CH dobles al no haber reparacion
del daio micial en el sepundo ciclo de replicacion y ¢l hecho de que existan
agentes: cuyo mecamsmo sobre ¢l ADN no s por enlaces crzados vy sean
mductores cfoctivos de 1CH, descarta Ta operabitidad de dicho modelo.

La lupotests descrita por Pamvter (1982) considera que existe rednecion
en la velocidad de desplazamionto de la horquilla de replicacion del ADN, ¢l cual



senera 4 extremos libres (dos nacientes y dos progenitores de un racimo de
replicones  completamente  duphicados vy opuestos o los extremos  hbres
progenitores), del replicon adyacente que se encuentra parcialmente duplicado
Esto conduce a la concccton entre log grupos de rephicones en los cuales un
segmento duplicado se encuentra al lado de un sepmento no duplicado (Figura 9)
{como ¢s normal durante el perisdo § en las uniones de la eucromating y la
heterocromatina), lo que sugiere que los rompimientos de la molécula de ADN de
doble banda en estas conccciones, son formados y reunidos de manera
espontanea y el sellado quizas ¢s catalizado por una topoisomerasa 1, la cual ha
sido localizada en diferentes encariontes. Qcasionalmente en lugar de que ocurra
una reunion normal, el rompimicnto se sefla por union de las hebras fijas de una
molécula replicada a la moléeula no repheada. Una vez que esto ocurre, of 1CH
es miciado cuando las hebras hijas nacientes de un grupo se combman con las
hebras progenitoras de un grupo parcialmente replicado vy solo coando estos
termman de duplicarse se penera totahnente of ICH. Fste intercambio requiere de
un solo evento, ¢f rompimicnto os de doble hebra, el cual os consistente con los
datos que muestran que el ICH ¢s producido en fancion lincal o la dosis de un
agenie

TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS

A partir de la postulacion del modelo preciso de la estructira del ADN
por Watson y Crick en 1953 y de [a forma en que se leva a cabo la duplicacion
del material genctico, establecida por Tayvlor y colaboradores en células
eucariontes en 1957, v por Messelson v Sthal en eélufas procariontes en 1958,

Se han wtilizado precursoses del ADN de distinta natoraleza, ya sea
radioactivos marcados con distintos isotopos como son Carbono 4, Fosforo 32
y Tritwo prncipalmente v no radioactivos tales como 5-Brdl) entre otros, que
sometidos a distintos  tratamientos  y/o  siendo  analizados al - microscopro
utizando  tnciones  cspectficas (Latl cr «f  1975), han pernitido  una
diferenciacion de las cromatidas hermanas (Tice of ol 1970)

La BrdU es un nucleosido halopenado analoge de L timina que puede
ser meorporado a las cadenas de ADN en formaceon (Latt of «f 1981). La
weorporacion de ¢sta se basa ey res postulados. (1) 1o teoria ynmdénica de la
cromatida, (2) la duplicacion samiconservadora del ADN v (3) [a seprepacion al
azar de los eromosomas durante Ly division celulas (Tiee ¢l 1976y,

)



La incorporacion de la BrdU en ¢l ADN es necesarta para fa tincion
diferencial de cromatidas hermanas ¢ identificacion de células en metafase que
han pasado por uno, dos o tres ciclos de repheacion (Fig. 10). Despucs de un
ciclo de replicacton en presencia de BrdU fos eromosomas en metafase poseen ol
100 % de sus cromitidas unifilarmente sustituidas, cuando han pasado por dos
ciclos, los cromosomas presentan el 50 % de sus cromatidas unififarmente
sustitwidas y ¢l otro 50 % bifilarmente sustitutdas.  Las células que han pasado
por tres periodos de replicacion, presentan ¢l 25 % do sus  cromatidas
untfilarmente sustituidas y el 75 % bifilarmente (Tice ef af. 1975). Mediante el
anahsis del porcentaje de células en metafase de primera, sepunda y tercera
divisiones, se puede abtener ¢l tiempo de generacion prowmedio, ya sea por
métado prafico (Dutellanx y Fosse 1076, Tice ef af. 1976) o mediame la formula
propuesta por lvett y Tice (1987).

Debido a la gran maportancia que tienen los msecticidas carbamicos y
dado que dentro de este grupo, el vydate L-24 v ol semevin-375 (larvin 375), son
amphamente utihzados en fa agricultira mexicana y la informacion que existe
sobre sns cfectos on el materal penctico es nula, ¢f objetivo de este trabajo fue
evaluar el dafio citopenético inducido por éstos pesticidas mediante el andlisis de
ICH, asi como su aceian sobre ta division celular, empleando como sistema de
prueba los linfocitos humanos en cnftivo.



MATERIALES Y METODOS

CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANQS /N FHRO

Se emplearon 100 ml de medio de cultivo McCoy, complementado con
2.5 ml de fitohemapintining, Con una jermen heparinizada se extrajeron 10 ml
de sangre periférica por puncion venosa de un donador sano. £ frasco estéril
se colocaron 3 ml de este wedio, se apregaron 8 potas de sangre v se incubaron a
370C .

Dospugs de 21 h de miciado ¢f cultivo se agregaron 100 pl de S-
Bromodesoxiuriding  (3-BrdU)y (0.7 me/mb) v los msecticidas vydate 1.-24
(oxamilo) y semevin-375 (tiodicarby  Ef primero a 62,5, 125, 250, 500 y 1000
ppm y el tltimo a 100, S00 v 1000 ppm de mprediente activo.

Después de cumplir 70 b de cultivo, entonces se agreparon 100 ud de
colchicing (0.02 %) permancciendo dos horas mag a 37 °C para completar of
ticmpo de incubacion, y a continmacion se nnerd la cosecha.

Las tormulaciones del tiodicarh pueden ser clasificadas como fluibles

acuosas, fluibles secas, polvos humedecibles, polvos y cebos (Anexo 2y La
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formulacion semevin-375 (larvin 3735) ¢s una suspension que contiene 375
gramos de inprediente activo por hitro (Union Carbide 1994 ) El oxamilo se
presenta en la forma liguda vydate L-24, al 24 % de mgrediente activo y 76 %
de mertes. Se debe mezclar con apua para asperjarse en los cultivos donde esta
recomendado su uso.

COSECHA DE LINFOCITOS HUMANOS

Se centrituparon log coltivos a 1000 mpm durante S min, al ténmmo do
cstos s¢ desecho ¢ sobrenadante ¢ mmediatamente se resuspendio ¢l boton
suaveniente en 5 ml de una solucion 0.075 M de KCla 37 °C durante 20 nin,

Transcurrido este lapso se centnfugaron a 1000 rpm durante S min,
retirando ¢l sobrenadante v resuspendiendo el boton rapidamente con fijador
metanol-acido acético (3:1), mantenidndose a temperatura ambiente durante 20
min.

Nuevamente se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min, se retird el
sobrenadante y se lava el boton con el fyador degandolos reposar durante 10 nun
a temperatura ambiente,

Se centrifugo a 1000 rpm durante S min, se elimmo ¢ sobrenadante y
el boton se resuspendio en 0.5 ml de figador. A partic de esta suspension se
efectuaron las preparaciones por goteo a 2.0 m de altura aproximadamente,
realizando por lo menos 4 famimilas por frasco de cultivo v se degaron secar al
aire.

TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS

Las preparaciones se obsetvaron al microscopio de contraste de fases
con los objetivos de 16X y 40X, para seleccionar las que tenian mayor cantidad
de metatases de buena cahdad, fas coales faoron tenidas

Las fammillas se colocaron ¢n el colorante fluorocromado Hoescht
33258 (solucion acuosn 1:9), en cajas de Koplu, durante 40 min en la oscuridad,
despucs se lavaron con agua corriente y se dejaron secar al aire en posicion
vertical,



Sc irradiaron con una lampara de luz negra (20 watts) a 2 cm. de
distancia durante una hora, cuidando de mantenerlas himedas durante este
tiempo en ina solucion de citrato de sodio salino se enjuagaron y se dejaron

secar.

Despucs se colocaron en cajas de Koplin con citrato de sodio salino a
60 °C durante una hora, se enjuagaron con agua de la tlave v se dejaron secar al
aire en posicion vertical.

Se ticron con Ghemsa (solucion acuosa 1:10) durante 2 miun, se
enjuagaron y se dejaron secar en las misinas condiciones.

Con el fin de evitar prejuicios en el registro de fos [CH se reetiquetaron
todas las preparaciones con clave, de tal manera gue ¢f observador no tnvo
conocnniento de cual tratamiento estaba observando hasta que finalizo ¢l anahisis
y s¢ desctfio la clave.

En cada concentracion de los experimentos con ambos insccticidas se
analizaron 50 metatases de segunda division (25 para cada réplica), para la
identificacion y conteo de los ICH, registrandose los intercambios intersticiales
como dos cventos y fog terminales como uno.

Pava fa determinacion del indice de replicacion celular se registraron
100 metafases consecutivas, anotando Ia cantidad de metafases de primera,
segunda v tercera divisiones, y se empled la formula propuesta por Krishna et
al. (1985

IR LML) 1 2(My) | 3(M )/ 100

Donde: M, My v My, representan los porcemtages de metafases de Ta,
2a'y 3a divisiones celulares. Se consideran en M, aquelfas células cuyo ADN se
replico solo una vez despics de la adicion de Ia 5 Brdl v todos los cromosomas
tiiien obscuro, en M, a las células cuyo ADN se duplico dos veces en presencia
de este analogo de base v cuyas cromatidas estan uni y bifilamiente sustirvidas
por ésta y presentan tmcion diferencial y en My aquellas que presentan alpunos
cromosomas con ambas croneitidas bifilarmente mcorporadas y otros con una



wnifilar y otra bifilarmente  sustituida, observandose la mayoria de  los
cromosomas teidos claros y pocos con tincion difercncial ya que estuvieron tres
ciclos en presencia de este compuesto (Fisura 10).

A los resultados obtenidos se les aplico 1a "t de Student” (Anexo 10).
Se realizaron 2 experimentos para cada concentracion, los promedios de los
cuales se compararon entre si, ¢n grupos de dos y al no ser diferentes
estadisticamente, se fusionaron ambos.  Esta prueba también se utilizo para
contrastar los promedios de testigos contra tratados.
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RESULTADOS

Los datos del efecto de los msecticidas carbamicos vydate 1.-24
{oxamilo) y semevin 375 0 farvin 375 (tiodicarb) se muestran en las tablas Fa 1V
yon fas figuras Hoa 14,

En la tabla 1y en la figura 1) se nota que desde la concentracion mas
baja of oxanulo tiene un efecto sipmificativo en el mcremento de ICH. Se aprecia
en términos generales, que al awmentar la concentracion se incrementan las
frecuencias, De ignal manera en ¢sta se puede notar que el msecticida resulta sor
altamente toxico para los hinfocitos humanos en cultivo va que a 500 ppm
mtertiere en la division celular evitando la entrada de las células en mitosis v en
la concentracion mas alta (1000 ppi) provoca la muerte celular,

La tabla Wy la tigura 12 muestran la induccion de 1CH por el tiodicarh
(semevin 375), ol efecto es dependiente de la concentiacion de una manera mas
clara que para ol caso anterior, siendo tambien toxico a la concentracion mas alta
de 1000 ppat.

Se determing la cinctica celular obtenicndose los indices de rephicacion
(IR} para cada uno de los tratamientos v su testigo.



La tabla 1} y fa figura 13 evidencian ¢l efecto que tiene ef oxamilo
sobre la proliferacion celular. S¢ observa que adn desde la concentracion mas
baja de este msecticida hay accion sobre ¢l IR, notandose una acumulacion de
metafases de primera division hasta la concentracion de 230 ppm, siendo estas
diferencias  estadisticamente  significativas  al aphicarse la prucba de “ji
cuadrada”. En 500 ppm ya no se encontraron células on metathase, observandose
unicamente Jimfocitos cstimulados en nterfase y en 1000 ppm sc observaron
pocos hntocitos (de tamano peqiieio) sin estimudar, lo cual implicd que bubo
muerte celular.

Ll tiodicarb no tiene efecto sobre ol IR, las diferencias encontradas no

fucron cstadisticamente significaticas y solo en la concentracion de 1000 ppm se
presenta muerte celutar (Tabla IV y figura 14).
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BISCUSTON

Para conocer el riesgo potencial que preseatan las diversas sustancias
para la salud del hombre, T Food and Drugs Admmisteation (FDA) de los
tstados Unidos de América, ha propuesto fa reahizacion de estudios a tres niveles
de complejdad, el primero ¢s un intento para detectar mutagenos por medio de
sistemas sensibles, rapidos v a sran escala, tal ¢s el caso de fas bactenas; en of
sepnndo se identifican y confirman Jos probables mutagenos determinados en ¢l
ntvel antertor, utiizando cetulas de mamifero en cultivo vy en ol tercero se
recomiendan prebas gendéticas especificas, como son las de letales dominantes
en roedores v el analisis de aberractones cromosomicas (AC) v de ntercambios
de cromatidas hermanas (1CH) en linfocitos humanos i vivo ¢ i vitro, de esta
manera s¢ puede corroborar con mayor seguridad ol ricsgo gendlico gque estos
agentes constituyen para of hombre (Mayer y Flam [975).

En México se aplica un amplio espectro de pesticidas en fos cultivos
agricolas para ¢f tratamiento y/o prevencion de enfermedades producidas ens
plantas por orpanisimos patogenos. que ocasionan peérdidas econonucas a los
agricultores. En el mundo se han cstimado miles de accidentes de personas
expuestas a estos compuestos y muchos de ellos estin implicados en la induccion



de cancer, esteriidad v muerte por mtoxicacion (World Health Orpanization
1986, Rasquinha ¢f al. 1988).

Es amphamente reconecido que  los  contannnantes  ambientales
representan un ricsiro gendtico para el hombre, por lo que se requiere una
mvestigacion wtensa y aunque los datos sobre su toxicidad, carcinogemerdad y
teratopenicidad  son  necesarios antes  de  la comerciahzacion de  nuevos
compuestos, las prucbas para determinar su mutagenicidad 1o son solicitadas.

Las sociedades  tecnologicas  imphean la exposicion  a  muchas
substancias naturales v sintéticas, alpumas de las cuales han mostrado tener
efecto mutapcmeo en diversos sistemas de pracba (Bemigni ¢r af  1982) v por lo
tanto, pueden potencialmente avmentar ¢l dano penético en la poblacion humana,
Estas substancias con actividad clastogénica se han encontrado distribuidas en
alimentos, tabaco, farmacos, aditivos alimenticios, cosméticos, compuestos
mdustriales y plaguicidas (EPA 1986) y por razones obvias es pradeute limitar
¢n humanos las exposiciones a mutagenos ambientales.

Los  pesticidas estan dentro de los compuestos mas ampliamente
usados en la agricultura (Durham y Withiams 1972} Han sido empleados para ¢l
control de Inerbas, honpos v principalmente insectos, en un gran rango de
aphicaciones.  Tales substancias son de importancia cconomica incuestionable,
s embargo, se ha descrito gque la coustitneion hiereditaria de los orgamisimos
expucstos puede ser alterada (Wuu y Grant 1967b, Grant 1970, 1973, {985,
Pool ¢ al. 1970), como se ¢videncia en los resultados obtenidos en este estudio,
con oxamilo y tiodicarb sobre los cromosonias de linfocitos himanos en cultivo
(Tablas {-1V vy figuras 11-14).

Algunos de cstos agentes quinscos, no tienen wn efecto mmediato, pero
pueden constituir un riespo penético a larso plazo para ¢l hombre (Ahmed ¢f of
1977), por cllo es importante el empleo de prucbas de deteccion rapida que
ademas sean de mancjo sencillo y de gran repetibilidad, que aporten datos de
mterpretacion facil, que scan confiables v que pernutan evaluar ol peligro
potencial que muplican para el ser humano

A pesar de las diferencias de metabotismo y de los mecantsmos de
repatacion del ADN entre las especies, asi como de otros procesos fisiologicos,
gue transtorman a los mutagenos quinuces. la virtual universalidad del ADN
como matertal genético, proporciona una base jusiificable en ¢l uso de distintos
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sistemas de prucba para predecir la clastogenicidad de diversos compuestos
(EPA 1980).

Las obscervaciones realizadas en este trabajo, despucs del tratanmento
de fos linfoeros humanos en caltivo con los msechicidas carbamicos oxamilo y
tiodicarb, sugicren que efectivamente intertompen la integndad cromosonuca de
estas celulas.

Con relacion al fendmeno de 1CH, como se menciona anteriomichte se
han propuesto varios modelos para exphicar su orteen.

La mayoria de esos modelos, son inconsistentes con las observaciones
expenimentales, ¢l mas aceptado es el esquema de Pamter, el cual esta de acucrdo
con bases teoricas (estructura y replicacion del ADN) y experimentales.  Este se
basa en la idea de que los rompinuentos de doble hebra, o sea de cada hebra
progenitora, ocurren frecuentemente en fas conjunciones de grupos de replicones
adyacentes durante su replicacion. Es decur que of 1CH se origina en ol punto de
coincidencia de un replicon  completamente duplicado 'y otro  parcialmente
duplicado donde se provoca la lesion pewerindose asi un 1CH.

Este modelo se apova en experimentos con agentes que inhiben la
sintests de ADN y bloquean {a elongacion de la cadena, rales como la ntomicina
C, lauz UV y ¢l benzo-n-pireno y predice que estos agentes que danan al ADN
en esta forma, son potentes inductores de JCH,

Este es uno de los mejores modelos propuestos para la formacion del
ICH y aunque tampoco se tienen evidencias directas del nusmo, es de sran valor
y presenta buenas espectativas desde ¢f punto de vista molecular.

A pesar de las diversas opiniones sobre e mecaniswio que origina of
ICH, s evidente que estos tienen relacion directa con ¢ daio al ADN, la
reparacion v la mutagénesis, aunque ¢f vinculo propuesto entre la produccion de
ICH en las plantas v los animales con ol sistema de reparacion post-replicacion
en bacterias ¢s hasta ahora especnlativo, ésta no dega de ser nna hipdtesis
sumamente atractiva (Latt of /. 1930)

Aunque todavia no se conoce el simiticado biolosico del 1CH, of hecho
de que se hayan obseivado en las cclulas de todos fos organismos estudiados,
sugiere que son an fenomeno comun v fundamental en fas célukas (lice v



Hollaender 1984). Por otro tado, ¢s posible que éstos scan consecuencia de un
proceso que pernute a la célala dividicse, ann en presencia de lesiones en su
ADN; de sor asi puede existir una correlacion entre el fenomeno y la mutacion
{Carrano y Thompson 1982y, dado gue las lesiones persistentes aumentarian fa
probabifidad de esta altima en el ADN. Lo anterior ticne importancia respecto a
fa formacion de fas celutas cancerosas, dendo a que hay prucbas que asocian ta
pernanencia de lesiones en el ADN con la mduccion de célolas malignas
{Marpison y Klethuey 1975).

A pesar de que los experimentos de autorradiografia de Kato (1974)
mdican que los mutagenos inducen 1CH, no es sino hasta a introduccton de ta
teenica dependiente de la S-BrdU de Latt (1973), cuando se les constdera conio
mdicadores del potencanal mutagénico v carcmogénico.  De hecho, of ICH
representa un metodo de gran sensibthdad para la deteccion de muchos
mutagenos quimicos en comparacion con las AC vy de acuerdo con Latt (1974b),
la sensibthdad de 1a prueba es aproxmmadamente 10 veees mayor que ¢l método
estandar de AC y e necesano enfatizar que parecen no estar relacionadas euntre
sty se llevan a cabo mediante mecanismos  diferentes (Wolfl 1982). La
utihzacion del HCH como una altemativa de ensavo de genotoxicidad es wiciada
con el extenso estudio de Perry y Evans (1975). Actualmente existen evidencias
de que para muchos agentes quimicos, of analisis de KCH propocciona ¢l indice
mas sensible para detectar dano genético, debido a que se ha encontrado
correlacion entre la frecuencia de Sstos vy da concentracion del mutipeno
(Takehisa ef «f. 1982), como ocurre en este trabajo con el oxamilo v con ¢l
tiodicarh, en donde en ténminos cencrales se observa un incremento en fa
frecuencia de 1CH al aumentar ta concentracion hasta 230 ppm para of prinero y
hasta SO0 ppm para el wlomo (Tablas (v 1), aunque para 125 ppm de oxanilbo
se encucntra un mdice menor que of obtenido a 62.5 ppm (Tabla 1),

Un problema mmportante en la mutagcnesis provocada por apentes
quimicos ¢s fa serie de eventos entre ¢l ticnpo de tratamiento con un agente v la
expresion Fnal de la alteracion (Beattie v Kanball 1974),

Los estudios  autorradiopraficos  ictales  establecen  que  a
mcorporacion de la timidma tritiada e of SDN puede conducir al incremento del
ICH. Experimentos subsecuentes (Perry v Evans 1975) demostraron que éstos
podiian ser inducidos con una alta eficiencia por agentes alguilantes asi como
por colorantes que se unen al ADN. La caracleristica comin de cstos
compuestos v de nuehos otros apentes gue elevan las frecuenceas de WCH, os una
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accion directa o mdirecta con el ADN, lo que altera la replicacion del ADN o
postblemente fa estructura de la cromatina (Latt ¢f af 1981).

i aspecto relevante desde el punto de vista de la mutagenesis de los
pesticidas carbamicos, es su actividad alquilante (Gomez-Arroyo ef vl 1992).
Los agentes capaces de alquilar el ADN han sido extensaniente estudiados como
inductores de 1CH.  Una clara relacion no ha emersido todavia entie la
especificidad con la que reaccionan con ¢l ADN, o ¢ tipo de reparacion
desencadenada por estos compuestos v 1a relativa potencia con que el 1CH se
forma. Entre los productos celulares de reaccion de cstas substancias, las
alguilaciones al ADN son de pran importancia para la toxicologia genética
(Brendel y Rubland 19845,

Este tipo de agentes provoca una ampha vanedad de efectos biologicos
de mportanci a mvel penctico (Matarajan of o/ 1984), que van desde simiples
sustituciones de pares de bases ¢en el ADN hasta cambios en el niumero
cromosomico (Biendel v Ruhland 1984, Schmahl 1980, Bonatti ¢f o [990),
ncluyendo AC, ICH y muerte celular (Natarajan ¢/ af . 198:1).

Se considera que los "huecos" ("paps™y e el ADN resultan de errores
en Ja replicacion ("nus-replication”) de la hebra patron alquitada, y que son los
causantes de lag alteraciones cromosonucas, pero las lesiones especificas de
alguitacion gue forman estos "huecos” no son bien conocidas (Schwartz 1989).

Han sido establecidos los efectos nutageénicos y carcmogénicos de los
agentes alguilantes mediante sus mteracciones covalentes (enlaces) con el ADN
selular (Ferguson of al. 1989).

Aunque los  efectos brologicos  (citotoxicidad,  mtagenicidad  y
carcinogenictdad) de los agentes alquilantes resultan de sus wones con el ADN,
tales compuestos generalimente no presentan afinidad especial de enlace (Brendel
y Ruhtand 1984, Ferguson ez ol 1989). Su ocurrencia en el anbiente es amphia v
la exposicion Inmana a fuentes natwrales v de contaminacion es universal
{Beranek 1990y,

Desde los primeros informes sobre nitaciones mducidas por el gas
mostaza en fos 40" (Auerbach 1967), los cientificos han tratado de determinar ol
riesgo gue imphca la exposicion a estos compuestos.



Los agentes alquilantes son mutagénicos y carcinopenicos e uni gran
variedad de orpanismos  (Beranek  1990), provocan wum ampho espectro de
alteraciones en las  células  expuestas, mchivendo  alguifaciones en  sitios
especificos del ADN (Lawley v Tatcher 1970, Beranek vf of. 1980).

Ha sido establecida fa correlacion entre estas alquilaciones especificas
v diferentes marcadores biologicos, su cméticn v su accon mutagénica (Vogel vy
Natarajan 1979, §982), fa estabilidad de fos aductos ADN-grupo alquilo (Den
Engelse of af. 1986) y su reparacion i vivo ¢ i vitra (Safthdl or af. 1985,
Swmger 1985). Tambicn son utilizados en estudios de dosimetrin, determinando
aductos en fa hemoglobina para predecir nespo mutagénico (Osterman-Golkar «f
al. 1976, Tannenbaum y Skipper 1984, QOsterman-Golkar y Bergmark 1988,
Perera 1988), pero aguellas  lesiones  mvolucradas en la produccion  de
alteraciones cromosomicas, han sido ambipiamente dentificadas (Connell y
Medealf 1982, Bonatte v Abbondandolo 1989) v se conoce poco sobre los
mecamsmos que causan esta clase de efectos (Bonatti ef af. 1990).

Diferentes tipos de daiio son inducidos en el ADN dependiendo del
agente mutagenico empleado (Darrondi ¢f of. 1989). Los alquilantes reaccionan
con una variedad de sitios nucleotilicos en ¢l ADN y en las proteinas formando
diversas clases de aductos (Natarajan ef al. 1984)

Coma congecuencia del ataque por agentes metilantes resultan sitios
apurinicos debido a una despurinacion espontanea y/o por escision cnznmatica de
N¥-y N-metifpurinas, lo que provoca i blogqueo en la sintesis del ADN que
origina regiones sin replicar ("paps™), que pueden persistic ¢n la mitosis y
productr alteraciones cromosonicas (Schwartz 1989),

La principal fesion alquilante que se conoce que impide la duplicacion
es el aducto 3-metil adenma (Larsson ¢/ of 1985). s asi probable que al menos
una proporcion de las rupturas del ADN sean los huecos dejados por una
vephicacion mcompleta debido a la mcapacidad para prosepuir al paso do 3-metil
adenina i vivo. Lis posible que existan endonucleasas que puedan actiar en los
sittos de alqulacion para causar rupturas en la hebea hija (Schwartz [080),

Asimismo se podrian esperar rupturas de doble hebra en el caso de que
s¢ formaran "huecos" opuestos a los sitwos apurinicos.  Schwartz (1989)
encuentia que este tipo de alteraciones no ¢s una lesion mpostante involucrada



en fa ruptura del ADN dependiente de Ia fase S para fa N-metil-N-mitro-N-
nitrosognaniding (MNNG) v ¢l metl metano sulfonato (MMS).

Otra alteracion mducida por los agentes alquilantes g In lesion (°-metl
snanina. El mecamismo por ¢l cual ésta es fetal v penotoxica se desconoce. El
aducto no bloquea Ia sintesis del ADN, de tal manera que no genera de manera
duecta alptn "hueco” (Larsson et al . 1985).

Errores en la reparacion podrian remover fa base que mcorrectamente
ha sido recitn mcorporada, opuesta a la alteracion, produciendo una mipturn on
Ia hebra del ADN. i esta no es reparada, posiblemente persistiria y provocaria
alteraciones y letalidad (Bonatte 1 af. 1985), aunque no existen cvidencias
directas que apoyen esta hipotesis (Schwartz 1989, Bonatti ef ¢, 1990).

La remocion enzimatica del dao mducido por alquitacidn en celulas
vivas se reatiza principalivente a 3 mveles: (1) des- o trans-alquilacion del grupo
alguito por la enzima de reparacion; (2) fa remocion de la base modificada por
una glicosdasa (especitica) dejando un sitio apurinico o apirimidico y bases
alquiladas libres, seguida por inseradn de purinas/pinmidinas o rompimientos
por endonucleasas AP y (3) escision de nucledtidos, resultando en la liberacion
de wna cadena de nucledtidos conteniendo ef sitio danado (Brendel v Ruhtand
F984). Los doshiltimos, de acuerdo con Beranck (1990), pueden agruparse como
procesos de reparacion por eseiston.

Astimitsimo, los datos de alquitacion obtendos de vartas ctapas de
desarrollo, mdican que la formacion de aductos es dependiente def estado del
ciclo celular al momento del tratamiento y que los niveles de aduccion pueden
reflejar fa capacidad de reparacion del periodo en particular estudiado (Besanck
1990},

Por ofra parte, ka proliferacion celulay constituye wn criterio para
evaluar el daio tistoldgico que provocan los diversos agentes. Se ha demostrado
que tanto fas radiaciones (Davidson 1939, 1960, Haber y Foard 1904, Burholt v
Van't Hot' 1972), como algunas substancias fales como los nucleostdos de
adenma, fa azasering, ¢l bromuro de ctidio y la cicloheximida, entre otras
(Kihlman 1966, Beuchovsky 1967, Kovacs y Van't Hof 1971, Webster 1973 Mc
Gilt et ad. 1974), producen inhibicion de la division celular,

¢



Fstos apentes pueden nfluie principalmente en crertas fases del aclo
celular, tales como evitar la enteada de bis célidas en fa miosis, la formacion del
huso funcional y la citocinests (Kiiiman 1966), suprmiendo {a division de Ia
célula, del nacleo, de los cromosonias tcuando actitan en Gy 6 S), asi como la
separacion de las cromaudas (en Gy, pero no necesanamente la replicacion
cromosomica (Kihlman 1966). Generalmente ef estado afectado de fa célula es la
mterfase y e ocastones la profase temprana, cuando esto ultimo sucede es
posible la reversion de lus cclulas a interfase (D'Amato 1949)

Blogueos en la sintesis de ADN inducen regtones sin replicacion,
"huecos", que pueden persistir en mitosis v provocar la formacion de alteraciones
cromosomicas.  Debido a que las AC se correlacionan estrechamente con fa
muerte cclular, ¢s probable que las lesiones gque bloguean by sintesis de ADN
scan citotoxicas (Schwarlz 989).

En ¢l caso del oxanulo, se observa aumento en fo mduceion de 1CH con
el meremento de las concentiaciones (Tabla Ty figura 1) y por otro lado,
alteracion en et IR (Tabla 1), Las modificaciones en las proporciones de M,
M, ¢y My en los cultivos tratados con dierentes concentraciones de este
msecticida fucron sigmificativas, aunque no se encontro una relacion con el
incremento de dstas Tabla 1), Bl decramento on of IR de los Tadfocitos en
proliteracion fiie obscrvado desde la concentracion mas baja, 625 ppm hasta
250 ppm.

Efectos simdares han sido mformados con otros pasticidas earbiamicos
asi como organofosforados.  Una concentracion de 1) pe/ml de carbendazim,
afecta da duracion del aiclo celular, ya que la fiocuencia de My fue
significativamente redueida al igual que ¢l correspondiente TR (Smgh v Sandhu
1991). Se sospecha que ¢ grupo metl carbamato del carbendazim jega un
papel mportante en la inhibicion de fa foroacion del huso, ha sido reportado
como formador de complejos con subunidades protéicas resultando en fa
produccion  de  metafases  anonales, mdnecion  de puentes, O mitosis,
cromosomas con centromero inactivado, poliplowdias y nncronucleos (Grover o
al 1938, Panditi cf of 1988) v de iguad manera se encont i capaz de provocar
muerte celular y retraso del ciclo cetular

ElL denvado nitroso del aldicarh cansa un fisero decremento on la
progresion mitotica de las células en cultive.  Las céubas tratadas con este
msecticida preseman un retrasa en ¢ cico celular, como 1o evidencia



disminucion en la cantidad de células en My v el incremento de My (Gonzalez-
Cid vral 198R).

La mayoria de los organofosforados provocan retraso del ciclo celular,
Amaze, metil azinfos, bolstar, DEF-destoliador, fenction, monttor y nemacut,
disminuyen el IR, gue no necesartamente se correlactona con la induccion de
ICH. Mettl azinfos no mtenstfica el TCH, smt embargo fue altamente toxico y
redujo drasticamente el IR, por otro lado, ¢l metil oxidemeton aumenta de manera
sipificativa el ICH pero no retrasa of ciclo celnlar (Chen e af 198.7).

Chen et ol (1981), reportan un incremento relacionado con la
concentracion del retraso del ciclo celnlar con menl paration en las lineas
celulares de criceto chino V79 y en linfocitos humanos

Fenction fue ¢l (nico compuesto que origina clevacion de (CH y
tambicn un decremento substancial del IR

En el caso de los conpuestos analizados en este trabajo, los dos
merementan la frecuencia de 1CH, pero solo el oxanulo, tiene cfecto sobre Ja
proliferacton celufar, observandose mayor cantidad de células My, v dismunuye
las M, y My, aligual que el IR respectivo (Tabla By figura 13). Por medio de
{ icba de i cuadrada”, se encuentra que las varaciones en fos IR so
la prucba de ™ drad ! { | 1acl i los IR son
sientficativas cuando se comparan con ¢f testipo.

En adicion a la mduccion de 1CH, el retraso en ¢l ciclo v la muerte
celular pueden ser evidencia del daio biologico causado por agentes quimicos
(Gonzalez-Cid v Matos 1984).

La actividad algquilante de los pesticidas carbamicos no solo puede
estar afectando al ADN, sino tambicn a grupos proteicos, de tal manera que no
es factible encontrar unicamente danos a nivel genctico, evidenciados a través de
la induccion de FCH (Tablas 1y W), smo también otro tipo de alicraciones
biologicas como serian tos efectos sobre fa proliferacton celular cono sucede con
el oxamilo en ¢l presente estucho (Tabla 1),

Edmunds (1969), ha demostrado que al impedir la sintesis de ADN no
hay division celular. Dentro de los agentes que afisctan al ADN y su metabolismo
se cencuentran los mhibidores de la sintesis y de los precursores del ADN vy



aquellos que modifican su estructura, como los agentes alquilantes (Kihiman
1966}

Para agentes metilantes, tanto los sitios apurinicos como la N-
metiladening intacta, son capaces de suprnmir la replicacion del ADN 22 vutro
(Sagher y Strauss 1983, Larsson ¢ «l. 1985). Posiblemente en ¢l caso del
oxamdo un mecanismo stilar ocurre por su parte alquilante,

Por otra paite, se ha demostrado que la supresion de los procesos
neeesarios para que se leven a cabo tanto ¢l ciclo celular como la sintesis de
ARN como de las protemas, reprimen tambin la proliferacion de las cclulas
(Donnelly y Sisken 1967, Mueller 1969, Webster y Van't Hot 1070).

Sc ha encontrado que en adicion o como consccuencta de cambios
estructurales  provocados por agentes  alquilantes, se inducen  alteraciones
funcionales en varios niveles del metabohismo celular (Fleer v Brendel 1979). Se
asunie que [ antubicion de Ia replicacion es o mas sigificativa (Colvin 198 1),
pero la sintesis de ARN y proteinas son tambicn suprimidas.  De ahi el probable
efecto del oxamilo sobre la cantidad total de nietafases de primera division y
sobre la proliferacion cchular (Tabla Uy figura 13) ya que a concentracion de
500 ppm solo se encuentran células en mterfase v a 1000 ppm se provocd
muerte celular.

Existen diferencias entre los agentes alquilantes y sus efectos sobre el
material genético. Bista situacion es evidenciada en ¢l presente trabajo con el
oxamilo y el tiodicarb dos agentes quimicos similaves, que son mutagénicos, on
las mismas condiciones de estudio, pero sus efectos a nivel biologico difieren ya
que uno altera el IR desde Ta concentracion mas baja y el otro no lo hace, aunque
ambos provocan Lamuerte celular a 1000 ppm (Tablas TV v Figuras 11-14)

S¢ ha desento en otros trabajos, que la estrecha sinnlitud de dos
agentes quinticos, no sempre conduce a una actividad biotogica similar, aunque
esto usualmente ocurre (Ashby 1991). Por ejemplo, ol carbamato de metifo da
resultados negativos en la prucha de micronieleos en médula dsea de raton
(Shelby vy Tice 1901). mientras que ¢l carbamato de ettlo ¢s capaz de inducir
micronucleos en of misino sistema de procba (Holmsirom 1990},

A anabizar fa actividad mutagenica de tres compuestos N-metil-N-
mtrosos, se wota que la diterencia en su potencra prcde deberse a Lo formacion



diferencial de metabolitos intermedios dentro de fa celula (Elespuru ef af. 1974,
Ashby 1991} 0 a una asimidacion desigual de los compuestos, gobernada por la
estructura de ta molecuta.

Por otra parte, s¢ sabe que ademas det tamatio de la molécula, existen
otros factores que afectan fa difision de una substancia a través de la membrana,
tales como ¢f coeficiente de particion, ta solubifidad en lipwdos v la polaridad, que
parecen ser otros tactores que inthuyen en su actividad biolopica (Wolfe 1981).

Algunos insccticidas organofosforados ticnen la capacidad de afectar
las membranas celulares, modificando asi su permeabtlidad y probablemente a
bajas cancentraciones del plaguicida o permeabilidad de las membranas
celulares cambia siendo menos selectiva, pudiendo penetrar éste. Dentro de la
cclula se acumula y como no se excreta facimente produce alta toxierdad y
muerte cehidar evitando ta expresion del dafio genctico (Gomez-Arroyo  ¢f
al 1987).

Los agentes alquilantes pueden penctrar a as células con o sin la ayuda
de mecarismos de transporte especificos (Bytiel y Calabro-Jones 1981, Colvin
1O81), lo que vefleja las diferentes caracteristicas tisicoquimicas de esta clase
heterogénea de compuestos.  En adicion a su “funcionalidad” las propiedades
quimiicas o las transformaciones metabolicas posiblemente miluyen en los
productos celdares de reaccion en coanto a tipos v frecucncias relativas y por lo
tanto sobre sus efectos bioldgicos (Lawley 1976).

Por otra parte, tanto fa formacion, como Ja persistencia de s fesiones
ch el ADN, son o resultado de varos procesos sobrelapados tales como la
activacton y la depradacion de las moléentas de mutageno, sn transterencia a los
blancos biolopteos, las propedades fisicoquinicas (miluidas por fa temperatura,
el pH, ete), asi como la pérdida espontinea o enzimatica de lesiones por los
procesos de reparacion (Brendel v Rubland 1984).

Una caracteristica peneral de los apentes alquilaates es la falta de
estabihidad tanto de eHos mismos como de tas lesiones que mducen. La pérdida
de potencra alqnilante en soluctones acuosas (hidrolisis) puede ociriv en mnutos
(p.e. sulfiro de mostaza) o durante ta mcubacion prolonpada (vidas medias
mayores de 10 horas, pe. metanosuitonatos) (Lawley 1976, Brendel v Rubland
1984).

0



La causa de las respuestas diferentes en este efecto citotoxico del
oxamilo y del tiodicarb puede ser muy vanada. Si se analizan las estructuras de
sus respectivas moléculas (Anexos 3 y 0) se observa que las vanantes que s¢
encuentran entre estas son los radicales R, Ry R" (Fig. 2}, De alpuna manera,
puede ser que estos radicales mfluyan en la capacidad citotoxica de estos
compuestos y de ahi sus efectos distintos.

Ambos msecticidas fueron cficaces en la induccion de 1CH v capaces
de provocar la amerte celular o altas concentraciones.  Basados en c¢stas
observaciones estos plaguicidas pueden ser clasificados como mutagcnicos y
altamente toxicos. En vista de que estos pesticidas son ampliamente utilizados
en la agricultura y representan un riesgo genctico potencial para las personas
expuestas es recomendable regular su uso.
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Figura 7, Mecanismo de desviacion de la replicacion
para la formacion de un ICH inducido por un enlace cruzado,
via formacion de fragmentos de Okasaki (Shafer 1982)

1) C-L (enlace cruzado) y puntos de origen de la replicacion.

2) La replicacion bidireccional avanza hacia un enlace cruzado desde
dos puntos de origen, con un curso de replicacion 3’— 5" a lo
largo de las hebras progenitoras.

3) El punto de estres (flechas) para incisiones enzimiticas o
bioquimicas estaria en las hebras retrogradas en posiciones §°
contralaterales del enlace cruzado.

4) Como se ilustra aqui los extremos libres pueden reunirse por
unién terminal via la formacion de nuevos fragmentos de Okasaki
retrogrados.

§) Lacomplementacion de la veplicacion produce un efecto de ICH
que lleva el enlace cruzado intacto para su subsecuente
reparacion
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Figura 8. Proceso alternativo de reunion
(Shafer 1982)

La reunion podria ocurrir por unién terminal (A, B), o por
complementacion del heteroduplex (C, D) en el cual los extremos libres
“pegajosos™ se sobrelapan, Este Gltimo proceso podria ocurrir mas
facilmente en las regiones de ADN repetido, resultando un mal
apareamiento de bases o pérdida de ellas, en una célula hija en la
siguiente generacion,
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Figura 9, Modelo de induccion de FCH de Painter (1980)

I Progresion de la duplicacion del ADN entre los agrupamientos de
replicaciones (circulos) que separan replicones subsecuentes,

I Retardo en la duplicacion debido a daio, e incremento de Ia
posibilidad de intercambio de doble banda,

H1 Ruptura de doble banda y reunion de 1la banda hija de ta moléenta

replicada a la molécula no replicada dando lugar al intercambio de
doble banda,
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Figura 10. Diagrama de tincion diferencial

I 1CTI doble no detectable en Ia primera mitosis por no haber tincion
diferencial,

2 ICH sencillo detectable al igual que el FCH doble de la prinera niitosis.

3 1CH doble de 1a primera mitosis. detectable: por haber tincion diferencial.
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Figura 13. Efectos sobre la proliferacion celular, inducidos por

oxamilo, en linfocitos humanos en cultivo.
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ANEXO 1

INTONICACIONES CON CARBAMATOS
(Iu Pont 1994)

Los carbamatos intluben a la colinesterasa: sin cmbargo, ¢n compiracion con los
organofosforados fa supresion s mas ripida v reversible,

Los sintomas prinuirios son la estimulacion del sistema parasimpatico y s¢
pucden presentar como sigae:

1) Contraceion de L pupila (miosis)
2) Sudoracion excesiva

3) Debilidad

4) Pulso débil

5) Nduseas y vomito

0) "Temblores musculares

7) Vision borsosa

8) Calambres abdominales y diarvrea

ET orden de tos sintomas puede variar, pero los ennmerados aqui son los que
primero s¢ minilicstan cuando hay intoxicacion
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ANENXO 2

FORMULACIONES DEL TIODICARB

Las formubaciones del -
scctictda todicarh, pueden
ser clasificadas en thibles
acuosias, Hnibles seeas, pol-
vos hamedectbles, polvos y
cchos.

Formuliaciones fluibles
acuosas

Las Jormulaciones e
EARVIN 375 v 250 son s
PCHCIOnes dCHOss (Gie con-
tienen 375 y 250 pramos de
mgrediente activo poy litro de
Tonmnlacion sespectivamente.
La formulacion TARVIN 3.2
es euvalente a Lo de LAR-
VIN 375 y conticne 3.2 hhras
de meredhente activo par ga-
lon americano. Ha sido dise-
i i uso eselumive on
los stados Duidos,

Las formdaciones  1hut-
bles acuosas contienen adili-
vos que al ser propladamen-
le ciloidas propotcionan ma
sigrficativi restsiencia al la-
vado por Huvias. Con ¢l in
de consepuir esta propiadad,
las diluctones de Hguido por
aphicir no - deberin contener
mas de dies paites deapua
por cadit parte de By toannfa
aon nble Fsfas mantienen
viscosidad con onic vidic me-
dra mavor dJe doy s, de

estudhos e
St embiarpe

acuerde con
almacense.
pari asegnrar <uestobihidad.

{Umnon Curbide 19301

ey ampottante alnccenarlos
en depositos bren ventlados
donde no se peamitan tempe-
raluras superiores a6 "C
Estadhos de conpelacion/
deshicle no han mostrado
electo adverso en

formnlaciones

(ST KN

Yormulaciones fluibles
seCis

Bl tseclioda FARVIN
flodheanhy SODI consiste en
granulos seeos Huibles que
contienien 80 My de e
diente aclivo. Psla sipalar
formnlacion se ajustn bien
pari ser ublizicke en zonas
del mundo donde T tempera-
s dealmacenije poeda
eeeder Tos g OC listi
furnlacion  tene  venbijas
iherentes tales comn bajos
niveles de pobvos, supenores
catactetitivgs de tHoder v
excefenle estabibudad de af-
nuteenae. Ciwmdo s le apre-
gt apun, se dispersa instanti-
nennetle yoast lornet nn
stspension sdecuaday para Lo
ASperEIOn

Formulaciones de
polvas htmcdecibles

FPARVIN 75 Wi es una
lormnlacion de polvo Innne-
decible gue contiene 75 " de

wrediente seiiv,

8

Cebas

LARVIN
23 v S0 % son seeos on
forma de perdigon que
conticnen 2.5 v S0 % e
ingaredionte aclive respectivie
mente. Cuando se formulan
en salvado de tnge y concen-
ikl de manzang,
formuliciones  afiinden
yentes al msecticida

Fos cebos de

estas
alra-

Pobvas

FARYIN 2 en polva, con-
tiene 2 % de mgrediente acti-
voo Otras concentractones de
P390 estian dispobies para
0 ¢ncertos cibtives,

Formulaciones ULV

Actualmente ¢vasten v
ras foreukiciones de FAR-
VIN ULV (Ul Bago Voli-
men) en ehipa de desarrollo
de campo. Lstos productos
olfecerin ventoqs adicionir-
les oo resisteneos o la
eviporaaon, prado de depxo-
ston superior v eficacia
exevlente. Crando
lornmactones estén dispom -
bles adiadivin vusyor flesibi-
Idid o v existenle varie-
dadd.

uslias



ANEXQO 3

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS
DEL TIODICARB
(Union Carbide 1994)

Nombre quimico

Destgaractones (utros nombres)

Larmuk empicea

Fonmudia estructural

Pesomoleenlu
Presion de vigun
Listido Lo
Pureza téenica
Colo

Otor

Punto de fision
Densidad

Solubilidind

Acido etanimidotioco, N, N- [tiobis-
{(metilimine) carbaniloxi } bis-cster

dimetilico

Nombre vilpan tiodicarh
Nigero de eodigar YOST762 UCRISI
Nombres comerciales: LARVIN,

SEMEVIN

O

CHy-S-CaN-Q-C-N-S-N-C-O-N=C-5-CHE

C ol N0,
O
i,
3545 e

CHLCH

i,

43017 mmlblg a 200

Solide cristadino

93 %

Blanco a lgeramente crema

Ligermmente sulfurose

108 “C-172

.44 o/ml 2 20°C

Disolvente
Diclypometane
Acetoni
Metano!

Nileno
Apti

x Uy,
% de pesu a 2510

150
08
0.3
03

(.0035



ANEXO 4

TONICOLOGIA DEL THODICARB
(Uman Carbide 1994)

Cuadro 1. Clasiticacion de iusecticidas de acuerdo con su tovicitad

F.Dso (mp/kp de puso vive)

Cuteporia de Término dealevta Oval (catay) Dermal (conejos)
toxicidad en L etigueta

I (sl Peligro 030 (200

I (mederida) Adverteneia 50-300 200-2000

HE (baga) Cutdado 2500 = 000

Cuadro A, Chvificacion de toxicidad relativa
para todicieh y atros dnsecticiday
comunmente ufilizados

Foxicidail
Producto Oral Buermal
Tiodivarb Moduradit IRATH)
Carbarilo B b
Pemietring B B
Fenvalerato B g
Clorpirilos Maderada Moderada
Sulprotus Mixlerinla Muoderada
Protenofos Muxderinla Maderada
Dimeloito Moderida Mudcrada
Metomilo Al Hagin
Carboturan Alla B
Fncdosul iy Alta Muderada
Maonocrotolos Alta Muoderada
Metid paation Alta Muodurada
Azinfos metil Alta Muderada

&
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ANEXQOS

PLAGAS QUE CONTROLA E1L TIODICARB
{Umon Carbude 1991

{CONTINUACION)

Cuadro 3. Elicacks y dosis efectivas det inseeticida tindivarvh
cnel cantral de plagas de maiz @ nivel mundial

Plagas Nambre cientitico Dasilicacion
ke de mgrediente activeo fhectdren

Gugito covtudor Asrotis spp. 0).000
Guzano de fa mazorea Heliothis spp. 0250 - 0,900
Barreno del muiz Ostrimea spp. 1300 - 0,730
Barrenadores Diateaea spp. 0.600 - (1750
Gusinto cortador Loxagrotis albicosta 0466 - 0.750
Gusno epereilo (rosgquika) Spextoptera spp. 0400 -0 750
Barrenador del tallo de vz Busseola fsen 05300
Barrenador del iz Chilo paetellns (.300

Cusdea b Reswmen de plagas del tabaco y dosis efeetivas ded insedticids tidicarh
usitdas para sa control a givel mundial

Plapas Nambre cientitico Dusiticaciin
ka deangrediente uctivo fhectarea

Gusino de s brotes del tabaco Hcliothes s, (1250 - 0,500
Escarabajo de das hojis Lopitrix spp. 0250 - (0,300
Gusino ejereito osgqullid Spadoptero spp. 0250 - 0360
Gusano cortador {pasino gs) Apeotis spp. 0250 -1.730
Medidores Plusia spp. 10,250 - 1) 500
Csiny cotnlo Aandnea spp. 11.206) - 0 400
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ANEXO T

FOXNICOLOLIA DEL ONADILG
(L Pont 1V9 13
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ANEXG Y
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