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A BSTRACT 

Several chernicaJs are not mutagens by themselves bul they need plant Of animal 

metabolism to induce damage lo DNA, rneaning a promutagen is tranformed in mutagen through 

mClabollc activation. Butylate and molinate are thiocarbamic herbicides widely used in Mexican 

agriculturc, however there are few evaluatíon oftheir genetoxic potencial 

TakclI in account lhat human and animal health risk lo pesticides could be direct or 

indirecto jn lj¡is work it was analyzed the influence of Vidll fllba metabolism to biotransfonn the 

thiocarbamic herbicides molinate and butylate through the damage produced to the same plant 

using SCE analysis and in vivo activation. The roots \Vere exposed Lo lhe herbicides and its 

cxtracts were appIíed to human lymphocyre cuJture The activation systems containing the 

cnzymatic S) O fracrion of the plant roots ill l'itro were also added to human Iymphocyte cultures 

in several concentratiolls of both herbicides in order to evaluate the cytogenetic effects by scoring 

Ihe SCE. 

In this work the results obtaíned with moIinate and butylatc treatments in Vicja jaba root 

tip meristems, showed that both herbicjdes produced significant ¡ncrease of SCE from the control 

employing the Newman-Keuls multiple compari50ns test (p<O.Q01) and a concentration-response 

rclationship was observed ~letaphase cells were nOl found in 100 ppm of molinate and 300 ppm 

ofbutylatc. This herbicide produced SCE and \Vas less toxic than molinate. 

The dírect treatments with both herbicides showed thal they are not direct mutagens in 

cultured human Jymphocytes. However both were cytotoxic since 300 ppm produced cell death 

When the extracts of the footS treated for 4 h with molinate and butylate wefe applied to 

Iymphocytc cultures a positive response was obtained. The SCE frequencies íncreased significantly 

from 100 lo 300 ppm of molínate, but with 400 ppm decreased to control values. Meanwhile 

butylate increased SCE in a concentration-response relationship, it was 110t phytotoxic for the 

reots: but the extracts were cytotoxic for Iymphocyles producing cell death al 500 ppm. 

The i" ,,¡(ro assays with and without SI ° Vicia metabolíc fraction in which molinate and 

butylate was added at 48 h Iymphocyte cultures for 4 h treatment alone or in combination witb the 

SIO mixture, showed negative response when both herbjcides were applied directly, cellular death 

was produced by 300 ppm molinate and 200 ppm butylate. However in the treatments where the 



S I o mctabolic fraction was added the frequencies of SCE obtained were significantly higher than 

those the conlrol in lhe Newman-Keuls multiple oomparison test (p<O.OO1) and a concentration

response relationship were not observed with molinate. At 50 ppm significant differences of SCE 

appcared, it was asymptotic up to 200 ppm and decreased lo control values when 300 ppm were 

applied. The herbicide did 1I0t affected the Iymphocytes because no mitotic inhibition occurred 

wilh direcl treatments, 300 ppm induced cell death, mcanwhile when S10 mix was added ceU 

dcalh did nol appear. With butylate the SCE frequencies also increased wilh 50 ppm and a 

concentration-response-relationship was nOled. The same detoxification behaviour was observed, 

when the hcrbicide was applied without SIO mix ccllulaí death was provoked al 200 ppm, 

nleanwhile with S10 mix this fenomenon was induced at 300 ppm. 

Comparing both plant activation systems, ill vi1'o SCE frequencies were higher than in l'¡tro. 

This show that both hcrbicides need the Vicia fábu metabolism to produce damage to the 

DNA. meaning that the ezymatic system ofthe broad bean root can biotransforme both herbicides 

to mUlagenic metabolites or produce highly reactives lo DNA. Possibly molinate and butyJate 

suffoxide are involved in the genelic damage to the Iymphocytes in culture, due to these 

Illctabolites thal are lhe active forms of these herbicides behave as alkylant agents, thus are the 

potential candidates to interact with DNA 

To be certaín about the metaboJic capacity ofIhe Vicillfitba roots in vivo as welJ as in vitro, 

clhanol \Vas used as positive control. It showed lO be a promutagen activated by Ihe broad bean in 

both systems doubling the SCE values in the Iymphocytes obtaincd by direct trealments. 

The protein concentration used in the S 10 mix was constant (in vi/ro activatjon) besides when 

(he exlracrs obrained of roots treated with both herbicides a'ld the positive control were applied 

lo Iymphocyte culture the protein concentrations were nol diffcrent from the negative control 

with Ihe exceplion of the higesth concentration of moJínate that produced a decrease in protein 

synthesis. 

The mitotic (MI) and replication (RI) indexes ofhuman Iymphocyte cultures (HLC) were 

dctcnnined through lhe evaluation of the effects of lhe tiocarbamic herbicides butylate and 

Inolinate wíth and withouth rnetabolic activation by Vit.:ÜI !flbil in vivo and ill vitro. Dircct 

lrcatment with butylate and molinatc on HLC for 48 hours delayed cell cyclc and increased the 

rrcquency of MI cells, higher concentrations produced cell death. MI decreased to control values 
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in concentration related maner. When the roots extracrs (in l'Íl'O activation) treated with butylate 

were added to HLC for 48 h eeH eycle was ,timulated, and Rl was no! modifieated, while MI 

deereased to control values. Molinate showed ao opposite e!Teet of on eeH eyele, MI and Rl 

decreased .nd 400 ppm h.d no affeet on the these parameters. 

Both herhioides .pplied directly to HLC for 4 hours stimulated cel! eyele, increased the 

frequency of M3 cells .nd produced eeJi death at higher concentr.tions. Rl were not .!Tected by 

any of the pesticides, but MI was diminíshed to control values by molinate. The butyla!e with in 

\'ilrO activation showed similar effects for MI, RI. excepl for moJinale had not action on the MI 

and RI. 

On the other haod, Rl aod Ml werc not affected by ethanol with and without metabolic 

activation in vivo and in 1'ílro, but had a posiuve response in vilro assays, stimuJating cell cycJe 

and increasing M3 cells frequency. The Vicill fah{l extr~cts alone and SIO mjxture had not 

affected Rl and M1. 

The tiocarbamic herbícides butylate and molinate wjrh and withouth plant activation in 

1';VO by Vida faba roots showed altered MI and Rl. The resuJts suggested tbat R1 and MI 

measurements are useful to screen potential toxic activity of pesticides. 

J 



RESUMEN 

Algunos agentes químicos actúan directamente sobre el DNA, mientras tanto que otros 

requieren del metabolismo animal o vegetal para producir daño, los cuales son denominados 

promulagénos. 

El butilate y molinate son herbicidas tiocarbárnicos ampliamente utilizados en la agricultura 

mexicana, sin embargo, son pocos los estudios realizados a nivel genotóxico. 

Tomando en cuenta el riesgo que representan los pestici~as para la salud animal y humana 

ya sea directa o indirectamente, en este trabajo se investigó el papel del metabolísmo de Vicill 

fllba para biotransformar al butjlate y al molinate y el daño producido en la planta misma a través 

del análisis de intercambios de cromátidas hermanas (ICH), utilizando como sistema de activación 

in l'ivo a las raices, las cuales se expusieron a los dos herbicidas y sus extractos fueron aplicados a 

cultivos de linfocitos humanos. El sistema de activación ;/l vjtro consistió en la fracción 

microsómica S 1 O de las raíces, coincubando las diferentes concentraciones con los mismos 

pesticidas para determiIJar su efecto mediante la misma prueba citogenética. 

En este trabajo se evidencia que los tratamientos con el butilate y el molinate en los 

meristemos apicales de la raíz de Vicia [(Iba, con ambos herbicidas incrementan significativamente 

el ICH, al aplicar la prueba de comparación múltiple Neuman-Keuls con respecto al testigo y se 

observó una relación concentración-respuesta Con 100 ppm de molinate y 300 ppm de butilate 

no se encontraron metafases, por 10 tanto este último es menos tóxico que el molinate 

Los resultados obtenidos con los tratamientos directos con ambos herbicidas en los 

cultivos de linfocitos humanos demostraron que no son mutágenos directos. Sin embargo a 300 

ppm, ambos fueron citóxicos ya que inhibieron la mitosis y produjeron muerte celular. Cuando se 

apliCdron los extractos de las raíces tratadas con el molinate y el butilate a los cultivos de linfocitos 

humanos (CLH) por 48 h se obtuvo respuesta positiva Las frecuencias de ICH aumentaron 

significativamente en relación directa a la concentracjón, de 100 ppm a 300 ppm de molinate, pero 

con 400 ppm disminuyó al valor testigo y fueron fitotóxicos para las raíces del haba, mientras que 

con el butilate se notó una relación concentración-respuesta, con 500 ppm se provocaron efectos 

tóxicos para los linfocitos ya que inhibieron la mitosis hasta producir muerte celular y no hubo 

fitoxicidad 
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Cuando fueron adicionados el molinate y el butílate por 4 h a los cultívos de linfocitos 

humanos de 48 h (sistema de activación in "ilro, sin la fracción metabólica S JO de Vicia faba) 

mostraron respuesta negativa. Con 300 ppm de molinate y 200 ppm de butilate se indujo la muerte 

celular. Sin embargo, cuando se agregó la fracción S 10, ambos herbicidas aumentaron 

significativamente el IeH con relación al testigo, lo que se evidenció al aplicar la prueba de 

Neuman-Keuls (P<O.OOI). A partir de 50 ppm de butilate se notó un claro comportamiento de 

concentración-respuesta y con 200 ppm produjo muerte celular, mientras que con el molinate esta 

respuesta fue asintótica con 100 Y 200 ppm, con 300 ppm de molinate disminuyó al valor testigo y 

no afectó a los linfocitos ya que no ocurrió inhibición de la mitosis, mientras que en forma directa 

causó la muerte celular. 

Al comparar ambos sistemas de activación vegetal, la frecuencia de ICH fue mayor in vil,o, 

que en in vilro. 

Esto demuestra que ambos herbicidas requieren del metabolismo de Vicia faba para 

producir daño en el DNA, lo que significa que el sistema enzimático de la raíz del haba puede 

lrans[onnar a los dos herbicídas a productos metabóJícos altamente reactivos al DNA. 

Posiblemente los sulfóxidos de moJinate y de butilate estén implicados en el daño genético 

provocado en los linfocitos humanos en cultivo ya que estos tienen acción alquilante y son las 

formas activas de estos herbicidas, por lo tan!o, son candidatos para interactuar potencialmente 

con el DNA. 

Para tener la certeza de la capacidad metabólica de Vicia/liba tanto;1I ,'iJ'o como in vi/ro, 

se empleó al etanol como testigo positivo que mostró ser un promutágeno del haba en ambos 

sistemas, al duplicar el valor del ICH de los linfocitos 

El contenido de proteínas en los extractos de las raíces de Vicia fuba tratadas con 

molinate, butilate y etanol fueron semejantes al del testigo (4.0 ¡..tg/J..tI), excepto COIl el molinate ya 

que a concentraciones elevadas disminuyeron la síntesis de proteínas En el sistema de activación 

ill v¡lro la concentración de proteínas usada fue constante de 10 J.lglml 

Los índices mitótico (1M) y de replicación (IR) en linfocitos humanos en cultivo (LHC) 

fueron determinados para evaluar los efectos de los herbicidas tiocarbámicos, butilate y molinatc, 

con y sin activación metabólica por la raíz de Vicill fl/hll in ";"0 e iJl vilro. En Jos tratamientos 

directos por 48 h a los CLH, el butilate y el molinate retrasaron el ciclo celular e incrementaron la 
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frecuencia de M I Y a concentraciones elevadas cáusaron la muerte celular. El 1M disminuyó 

conforme aumentó la concentración Cuando se agregaron los extractos de las raíces de Vicia 

fabll tratadas con el bu.Hate (sistema de activación ill Vil'O) a los CLH por 48 h, al comparar con 

el testigo se notó que el ciclo celular fue estimulado y el IR no fue alterado, pero el 1M descendió 

en relación a la concentración El efecto fue inverso sobre el ciclo celular con los extractos del 

molinate. el 1M e IR se redujeron y a partir de 400 ppm no se mostró efecto sobre éstos 

parámetros. 

Ambos herbicidas aplicados directamente por 4 h a los CLH estimularon el ciclo celular) 

incrementa:-on la frecuencia de células M3 y ocasionaron muerte celular a concentraciones 

elevadas. El IR no fue modificado por los dos plaguicidas, excepto que con el molinate bajó el 1M 

En presencia del sistema de activación metabólica in l'itro, el butilate tuvo el mismo efecto sobre 

el ciclo celular, el 1M y el IR. Con el molinate no se afectaron éstos parámetros y no tuvo acción 

sobre el ciclo celular 

Por otra parte, el etanol aplicado sin y con activación metabólica in 1'il'O e in 1·itro no tuvo 

efecto sobre los tres criterios de evaluación, excepto que estimuló la cinética de prliferación 

celular (Cpe) y aumentó la frecuencia de células M3 en el ensayo in vilro. 

La fracción enzimática y la mezcla S J O utilizadas en los sistemas de activación metabólica 

¡" "b'o e in v;lro no mostraron efecto sobre la CPC, el 1M y el IR. 

Los resultados de los herbicidas tiocarbámicos butilate y molinate sin y con la activación 

metabólica por las raíces de Vicia [liba ¡JI l,ivo evidenciaron su acción tóxica sobre la 

proliferación yel índice mitótico de los linfocitos humanos en cultivo. 



l. INTRODUCCIÓN 

La economía agrícola depende de la intensa aplicación de compuestos químicos sintéticos 

con propiedades p1aguicidas. sin embargo, su uso ha traído graves consecuencias en la 

contaminación de algunos lagos, ríos, suelos, los alimentos agrícolas y ha porovocado 

alteraciones de distintos ecosistemas (Fuhremann el al. 1978, Cooper 1991, Peterle 1991). 

Diversas investigaciones han mostrado su presencia en ciertos mantos acuíferos o en los canales 

del agua potable e incluso en el agua para la elaboración de la leche u otros alimentos enlatados 

(Hayes 1991, Peterle 1991). Varios estudios han indicado efectes deletereos en la calidad, la 

cantidad y el contenido nutricional de los cultivos agrícolas, como ejemplos se pueden citar la 

composición de Jípidos y de proteínas en los tejidos de hortalizas, en la calidad del aceite en las 

semillas del maiz, de la soya, del algodón, etc. (Wilkinson el al 1979, Yamaguchi el al. 1991). 

Ademas estos productos pueden acumularse en diferentes tejidos de distintos organismos 

incluyendo al ser humano y posiblemente ocasionarle la manifestación temprana de alteraciones 

en el funcionamiento de diversos órganos como en el sistema cardiov3scular y el reproductor o 

conducir a la formación precoz de tumores, cáncer, daño al material genético o incluso la muerte 

por intoxicación (Yamaguchi el al. 1991). 

En México, los plaguicidas de mayor importancia están representarlos por los 

orgallofosforados, Jos carbámicos y los tiocarbámicos. Estos últimos se utilizan principalmente 

como herbicidas pero también tienen actividad de insecticida y fungicida (DGEIE 1995) 

Los herbicidas representan las dos terceras partes del total de los pesticidas, son aplicados 

para el control de semillas, en los monocultivos agrícolas y de plántulas preemergentes de pastos 

perennes o anuales (WHO 1988 ). Su aspersión en los campos forestales y silvestres ha 

provocado disminución en la tasa de sobrevivencia de algunos animales por el deterioro en la 

disponibilidad del alimento e incluso se ha detectado su acumulación en ciertos tejidos y han 

causado muerte por intoxicación (Hutson y Roberts 1988, Cooper 1991, lullí y Krassoi 1995). 

Los herbicidas tiocarbámicos son derivados del ácido carbámico: 

NH,·COOH 
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La sustitución de un átomo de azufre en un oxígeno del ácido da origen a los 

tiocarbámicos 

NH,-COO-SH 

mientras que dos azufres en eJ ácido caroomico, forma los ditiocarbámicos 

NH,-CS-SH 

Estos compuestos están divididos en dos clases, los derivados S-alquilo ó S-benzilo, 

incluyen al vernolate, cicloate, eptam o EPTC, pebuJate, tiobencarb, molinate y butilate y los 

derivados S-cloroalil, el dialate, el trialate y el sulfalate, son compuestos con amplio rango de 

empleo en los suelos agrícolas, forestales y silvestres en diversas zonas geográficas, 

especi ficamente en los cultivos de cereales, tabaco, papa, íemolacha y diversas hortalizas. 

Actúan inhibiendo el desarrollo de plántulas preemergentes de hierbas, de pastos anuales y 

perennes (Wilkinsoll el af. 1979, Fuerts 1987, WHO 1988). La fórmula general es: 

o 
1\ /2R2 

RI-- S -- e -- N 

""-2 R3 

donde Rl= es un grupo alquilo unido al azufre, originando a los S-tiocarbamatos ó en el 

oxigeno a los O-tiocarbamicos. 

R2 y R3~ dos grupos alquilo ó un alquilo y un grupo ciclico ó un hexametileno (WHO 1988) 

Estos herbicidas son líquidos ó sólidos con bajo punto de fusión, volátiles, solubles en 

agua y algunos de ellos estables en medios ácidos acuosos. Su oxidación secuencial a sulfóxidos 

y sulfonas de tiocarbamatos disminuye su estabilidad hidrolítica (WHO 1988). 
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1. Toxicidad de los herbicidas tiocarbárrnicos 

1. 1. En plantas 

La mayoría de los herbicidas tiocarbámicos a bajas concentraciones alteran varios 

procesos bioquímicos tales como fotosíntesis, respiración, biosíntesis de lípidos (suberina y 

cutina ). de ácidos grasos (Fig 1.), de isoprenoides (específicamente del caureno, un precursor de 

las giberelinas) y de flavonoides (antocianinas) en la raíz, en el tallo y en la hoja (Mann et il/. 

1965. Still el nI. 1970, Kolatokudy y Brown 1974, Karuren y Wilkinson 1975, Wilkinson y Smith 

/975 a, b, /976, Bolton y Hanvood 1976, Ashton el,1I 1977, Wilkinson el 111. 1979, Fuerts 1987. 

Weisshaar y Boger 1987, Wilkinson 1987, Gronwa/d 1991). Inhiben la síntesis de proteinas y de 

ácidos nucleicos in vitro e in vivo en diferentes especies vegetales (Mano et (I[ 1965, Moreland el 

111. 1969. Duke el nI. 1975, Deal el tll. 1980. Ebert 1980). Los sitios anatómicos más afectados 

por los herbicidas en la planta son los meristemos apicales e intercalares cercanos al nódulo del 

coleóptilo que impide el desarrollo de las hojas primarias y de la raíz) siendo menos sensible que 

las hojas; este proceso es debido al bloqueo de la división y de la elongación celulares (Dawson 

1963. Parker 1963. Nalewaja 1964. Nalewaja el 111. 1968. Banting 1970, Ashton el al 1977, Chen 

y Casi da 1978, Ebert 1980, Ashton y Grafts 1981). 

Existen pocas evidencias de los efectos directos de los tiocarbámicos sobre el DNA de los 

vegetales (Banting 1970, Hess 1987, Vaughn y Vaughn 1989, Vaughn y Lehnen /991). Se ha 

descrito Que Jos herbicidas dial ate y trialate inducen anormalidades cromosómicas~ alteraciones 

en la morfología del r.úcleo, agrupamiento del material cromosómico, micronúcleos, puentes 

anafásicos y detención de la división celular en células meristemáticas de hoja y tallo del trigo 

(Banting 1970, Hepler y Yackson /989). 

Gómez-Arroyo et al. (1992) mostraron que el herbicida molinate provoca aberraciones 

cromosómicas en células de la punta de la raíz de Vicia Jaha, observando en metafase fragmentos 

y anillos cromatídicos y en anafase, fragmentos, puentes sencillos cromosomas con el 

centrómero ¡nactivado, isocrornosomas y alteraciones en el huso mitótico 
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1. 2. él/ allll/lales 

Los herbicidas tiocarbámicos son muy tóxicos a bajas concentraciones en artrópodos, 

peces. anfibios, aves, mientras que los mamíferos son menos sensibles. La LDso oral en ratas está 

entre 50 a y 1000 mglkg (Fry 1979, WHO 1988, Cashman y Olsen 1989, Heath el al. 1993). 

En ratas tratadas con concentraciones altas de estos herbicidas se aparecieron síntomas 

de toxicidad como anorexia, lagrimeo, ataxia, sudoración, escalofrío, hipersalivación, hipotermía, 

pérdida de cordinación, depresión, fibrilación muscular, convulsiones seguidas de la muerte 

(Akulov el al. 1972, tARe 1976). En ratas y cobayos expuestos a dosis letales del herbicida 

dialate dos horas después de su aplicación causó ausencia de coordinación y la muerte por 

parálisis respiratoria, , la autopsia reveló dilatación del cerebro, del cerebelo y de las vísceras 

abdominales, hemorragias en las meninges y aumento en el tamaño de las glándulas adrenales 

(Doloshitsky 1969). 

Se ha reportado un 20 % de mortandad en ratas inyectadas con 232 mg/kg de cic1oato por 

cuatro meses, así como. manifestación de hiperemia y edema en la piel de conejos con aplicación 

dérmica de lIS mglkgldia con el mismo compuesto (Rebrin y Aleksandrova 1971). En personas 

ocupacional mente expuestas al EPTC se evidenciaron náuseas e irritación en la piel (Medved e 

lvanova 1971). 

La administración de 3 6 rnglKg/día de molinate durante dos meses a ratas machos 

jóvenes no afectó su fertilidad, sin embargo. causó alteraciones en los espermatozoides, cuando 

se aparearon con hembras normales Se produjo reabsorción embrionaria lo que sugirió un efecto 

IClal dominate, además ocasionó un incremento en la mortalidad posnatal (Voytenko y Medved 

1973, Anina el al. 1975). 

En los seres humanos, se ha mencionado un solo caso de intoxicación en personas adultas 

y en infantes que bebieron agua potable contaminada con molinate proveniente de campos 

agrícolas, los que manifestaron síntomas como diarrea, naúseas, debilidad, escalofrío, dolor 

abdominal y conjuntivitis; estos signos desaparecieron cuando dejaron de ingerir el agua. El 

amilisis quimico del agua 15 días después reveló la concentración de 0.006 ppm del herbicida 

(Millakawa ellrl. 1978) 

El empleo de grandes cantidades de los herbicidas tiocarbámicos molinate y tiobencard en 

los cultivos arroceros de California en 1985, tuvo como consecuencias la contaminación de los 
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dos aledaños (en el delta San Joaquín-Sacramento) y en los canales de agua potable, lo que 

ocasionó daño en algunos órgar.:Js y alta mortalidad en varias especies de peces incluyendo la 

carpa común (Cyprinlls cnrpio), el róbalo (MoTone sa.xati/is), el esturión blanco (Acipencer 

trilnsmontilnus) y otros organismos acuáticos (California Dcpartment of Food and Agriculture 

1981,1985) El molinate es muy tóxico en la carpa común (Cyprinll.' ctlrpio) (LD50~O.21 mg.l-

1) en contraste oon su baja toxidad en ratas (LD50~720 mg/Kg) (California Department of Fish 

and Game 1982, 1983, California State Water Resources Control Board 1984, Finlayson and 

Faggella 1986) 

En Australia (1993) se detectaron niveles de 42 J.1g1L de molinate en canales de agua 

potable po!'iblemente proveniente de campos arroceros lo que provocó un efecto letal en algunas 

especies de crustáceos y alteraciones en ciertos ecosistemas (Bailey 1993, Julli y Krassoi 1995). 

2. Estudios sobre efectos mutagénicos y/o carcinogénicos de los herbicidas tiocarbámicos 

Con respecto a su actiyjdad muragénica y/o carcinogénica la información es muy escasa, 

los herbicidas más ensayados son los derivados S-c1oroalil: el dialate, el sulfalate y el trialate, los 

que indujeron mutaciones puntuales en Su/monel/a thyplzinlllriul1l cepas TA98, TA 1 00 Y 

TA 1535 (mutantes por corrimiento de lectura y por sustitución de pares de bases) solo en 

presencia de la fracción microsómica S9 de hígado rata (Bignami et al. 1974, IARC 1976, 

Carere e/ n/. 1978, Sikka y Florezyk 1978, Douglas e/II/. 1981, Woo 1983, Sandhu e/lIl. 1984) 

El dialate y el trialate son mutagénos en Streptomyces coelicolor y en Pellirrgonium y 

producen aberraciones cromosómicas e intercambios de cromátidas hermanas (ICH) en células 

de ovario de enceto dorado in vitro y dieron resultados positivos en el ensayo de linfoma en 

ratones con activación metabólica animal (S9) (Carere et·al. 1978, Douglas 1981> Sandhu el al 

1984). 

Innes el al. (1969) mostraron que el dialate es carcínogénico en ratas y ratones expuestos 

a 100 mglkg con formación de tumores en hígado y pulmón. El sulfalate causó tumores en 

glándulas mamarias de ratones, de raras hembras y en pulmón y estómago en ratones y ratas 

machos (WHO 1988) 
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Murnik (1976) reportó que el vernolate y el butilate produjeron mutaciones letales 

reccsivas ligadas al sexo en DrosophUa meltmogasler Pintér el al. (1990) no encontraron efectos 

en médula ósea de ratones tratados con 1000 rng!kg de vernolate, pero con 1500 mg/kg se 

provocaron efectos mielotóxicos en ambos sexos, con marcada toxicidad en los machos y a 2000 

mglkg notó alta incidencia de micronúcleos en médula ósea en ambos sexos 48 h después del 

tratamiento. También describieron que el molinate a 250 mg/kg fue clastogénico y causó 

incremento significativo de micronúcleos en eritrocitos poli cromáticos 48 h después de la 

administración en ambos sexos, con 350 mg/kg se ocasionó daño cromosómjco muy severo y 

toxicidad moderada en los mielo citos y a 700 mg!kg es tóxico. Con el butilate no se observó 

efecto sobre la médula ósea. 

Plewa el al (1988) no detectaron efecto mutagénico del dial ate, trialate y butilate con el 

ensayo de Ames sin la activación metabólica de mamíferos. 

3. Metabolismo de los tiocarbámicos 

3. l. En plamas 

Existe poca información concerniente al destino metabólico de los tiocarbámicos en las 

plantas superiores y en los animales, más aun sobre la naturaleza y la toxicidad de los residuos 

y/o de los productos así como acerca de la identidad y la caracterización de los sistemas 

enzimaticos y/o de las enzimas específicas que modifican la estructura de estos compuestos (Fang 

1976, Grover 1989, Sterling 1994). Los herbicidas son metabolizados rápidamente, absorbidos y 

transportados por las raíces y las hojas, transportados a diferemes partes de la planta y 

acumulados en las hojas (Grover y Cessna 1991). La absorción de los herbicidas está en función 

de numerosos factores como las propiedades fisico~químicas del compuesto, del suelo y los 

ambientales (temperatura, luz, humedad) y la especie vegetal, entre otros (Devine 1989, Devine 

y Vanden-Born 1991, Sterling 1994). 

El metabolismo involucra tres fases, las reacciones pnmarias o de Fase 1 incluyen 

sulfoxidación y N-desalquilación, las secundarias o de Fase 11, la conjugación con glutatión, 

12 



azúcares o aminoácidos y las terciarias o de Fase III, incorporación en productos naturales de la 

planta (Shimabukuro el al. 1981, 1982, Grover y Cessna 1991). 

3. ]. 1. Reacciones de oxidacIón o de Fase 1 

Las transformaciones oxidantes ocurren en la fase primaria del metabolismo, son proceses 

no sintéticos y pueden activar o desactivar al compuesto originaL Estas reacciones dependen del 

sistema enzimático de los citocromos P450, enzimas conocidas como oxidasas de función mixta 

(MFO), las cuales intervienen en la desintoxicación de los xenobióticos, estas enzimas se 

localizan principalmente en el retículo endoplásrnico y en la pared celular, requieren de oxígeno 

molecular y como sustratos secundarios o cofactores, nicotinamina adenina dinucleótjdo fosfato 

reducido (NADPH) o nicotinamina adenina dinucleótido reducido (NADH) que son altamente 

especificas e inducibles por sus sustratos (Higashi el al. 1981, Higashi 1988). Las peroxidasas y 

otras oxigenasas 1ambién intervienen en el metabolismo oxidante. La oxidación en el átomo del 

azufre forma sulfóxidos de tiocarbámicos, son más solubles en agua, reactivos y tóxicos que la 

molécula original, Los sulfóxidos son capaces de reaccionar con los sulfihídrilos y son potentes 

agentes carbami1antes de los grupos tioles del glutatión (GSH), de la coenzíma A (CoASH) y de 

otros componentes tisulares incluyendo proteínas, además son fuente de ácidos sulfónicos (Fig. 

2) (Casida el al. 1974, I 975a,b, Hubell y C.sida 1975a, b, 1977, Lay y Casi da 1976, Carringer el 

,,/. 1978, Chen y Casida 1978, Gray 1991, Hatzios 1991). 

La reacción general de oxidación de los carbamotioatos o tiocarbamatos en las plantas es . 

enzima microsónuca 

MFO O peroxidasa 

RSC(O)NRI R2 --------------------------------> RS(O)C(O)NR1 R2 

Tiocarbamato NADPH Sulfóxido tiocarbamato 
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3. 1. 2. N-desalquilación 

La N-desalquiladón es una reacción oxidante muy común. considerada de desactivación, 

sin embargo con otros herbicidas se producen derivados bioactivados muy tóxicos, involucra la 

eliminación de un grupo metilo o alquilo cercano al átomo de nitrógeno, la oxidación es 

catalizada por el sistema MFO, procede a la formación de un producto inestabJe el N-hidroximetB 

(Fig. 2) (Casida el al. 1974, Hubell y Casida 1977) 

enzima microsómic. (MFO) 

RSC(O)NRIR2 ------------------------ ------> RS(O)C(O)N-H-R2 

Tiocarbamato N-Desalquilación 

3. 1. 3. Formación de su![oI10s 

Los sulfóxidos tiocarbamatos sufren transformaciones que originan los derivados 

sulronas, los cuales son más inestables, de vida muy corta y con menor efectividad como 

herbicidas (Fig. 2) (Casida el al. 1974, 1975a, b, Hubell y Casida 1977, Stephenson el "/. 1979). 

3. 1.4 Reacciones de conjugación o de Fa.se de Il 

En general, la conjugación es considerada como una reacción de desactivación y de 

desintoxicación, involucra la interacción de los metabolitos provenientes de la Fase 1 y con un 

sustrato endógeno que puede ser el glutatión, los azúcares, aminoácidos Y. en menor frecuencia, 

las proteínas. El sustrato principal es el glutatión (GSH) (o hemoglutatión de ciertas leguminosas) 

que está presente en todas las células vegetales y en las animales en su forma reducida abreviado 

comúnmente como GSH, el grupo estructural sulfihidrilo (SH) de la cisteína es el más importante 

en su interacción con Jos suffóxidos tiocarbámicos y los xenobióticos (Chen y Casída 1978, 

Fuhremann el {l1. 1978, Stephenson el (l1 1979, Horvath y Pulay 1980, Breaux 1986, 1987, 

1987) 
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La biodegradación de )05 sulfóxidos tiocarbámicos es una reacción muy rápida con 

glutalión (GSH) y/o cisteina y glicina, asistida por el sistema enzimático glutatión-S-transferasas 

(GSH-S-T) que son enzimas citosólicas solubles, con especificidad limitada a herbicidas y cuya 

funcíón es estrictamente catalizar el ataque del glutatión. romper el enlace carbonilo y transferir 

el grupo carbamoil de los sulfóxidos al GSH, esta división enzimática requiere de NADPH. Los 

productos de las reacciones secundarias son conjugados, malonilcisteina y ácidos malonil-3-

tioláctico de alto peso molecular, más polares y solubles en agua (Lamoureux y Frear 1979, 

Lamoureux j Rusness J 987), dificiles de extraer, aislar, purificar y caracterizar de los extractos 

vegetales (Huckle y Milburn 1982). La conjugación con GSH puede o no puede Ser una reacción 

enzimática que probablemente se realiza en pocas horas o menos, lo cual sugiere que los 

herbicidas poco tiempo son activos y sólo a bajas concentraciones dentro de la planta (Lay el al 

1975, Lay y Casida 1976, Carringer el nI. 1978, Leavit y Penner 1979, Breaux 1987) 

Varios estudios indican que las reacciones de carbamilación son importantes en el 

metabolismo y posiblemente en el modo de acción de los herbicidas tiocarhámicos (Fuerts 1987). 

El significado biológico de los metabolitos es desconocido, son considerados como un 

mecanismo de regulación y control de los niveles de los derivados tóxicos que resultan de las 

reacciones de Fase I. Aparentemente pueden ser metabolizados y convertidos a productos 

biológicamente activos (Grover y Cessna 1991). 

La reacción de conjugación de los sulfóxidos tiocarbámicos en plantas es la siguiente· 

en7jma soluble 

GSH-S-T 

RS(O)C(O)NR 1 R2 -------------------------; Glutatión S(O)C(O)N productos divididos 

Sulfóxido GSH-SH + 

tiocarbamato Acido sulfónico + C02 

3. 1. 5. Reacciones tercwrias o de Fase /JI 

En animales, los pesticidas o xenobióticos son metabolizados en dos fases, las reacciones 

primarias originan sulfóxidos tiocarbamatos los cuales son conjugados en productos secundarios 

solubles y fácilmente excretados por la orina, sin embargo, en las plantas no existe este 

fenómeno. Shimabukuro el (11. (1981, 1982) incluyeron al metabolismo de los pesticidas las 

15 



reacciones terciariarias o de Fase IIl, exclusivas de los vegetales superiores, las cuales limitan la 

biodisponibilidad de los herbicidas por incorporación a residuos insolubles. 

Los productos primarios y/o secundarios pueder ser compartamentalizados en vacuolas 

transferidos al espado extracelular o a la pared celular por mecanismos enzimáticos 

desconocidos, parece ser que se unen a moléculas específicas, como ligninas, taninas, pectinas, 

polisacáridos (celulosa, almidón) y algunos polipéptidos (globulinas) u otros componentes 

vegetales, su incorporación depende del herbicida, de su ruta metabólica, de las especies 

vegetales y de sus estructuras (tejidos, órganos, cte.) (Fig. 2) (Sandermann el al 1990, 1992, 

Sandermann 1992,). 

3. 2. En animales 

Los tiocarbamatos en forma de aerosoles ingresan al cuerpo de los animales vía el tracto 

respiratorio, la absorción es a través de la piel, de las membranas mucosas y del tracto digestivo 

siendo rápidamente metaboIizados en dos fases. En las reacciones de la Fase 1, la sulfoxidación es 

catalizada por el sistema MFO para la conversión a sulfóxidos tiocarbámicos seguido de su 

conjugación COn GSH, asistidas por el sistema GSH-S-T. el conjugado de GSH es transformado 

al derivado de cisteína, el cual es acetilado y excretado como ácido S-carbamoil-mercaptúrico 

(Hubell y Casida 1977, Chen y Casi da 1978) La sulfoxidaeión de los tioearbamatos representa 

un mecanismo de desintoxicación en los mamíferos, fa baja toxicidad de los sulfóxidos se 

atribuye a la alta tasa de rompimiento y eliminación de los conjugados con GSH, divididos y 

acetiJados para formar ácidos mercaptúricos antes de ser excretados, estos son detect~dos e 

identificados en orina de ratas tratadas con molinate, butilate , EPTC y vernolate (Casida el al 

1974, Lay y Casi da 1976, Hubell y Casi da 1977, Carringer el al. 1978, Chen y Casida 1978, 

Debaun el al. 1978a, b, Lay y Menn 1979). 

Siendo la reacción de conjugación la siguienre: 

oxidasa mkrosómica de hígado de rata 

RSC(O)NR 1R2 --------------------------------------------> RS(O)C( O )NR 1 R2 

Tiocarbamato NADPH Sulfóxido tiocarbamato 

[ -RS(O)H 1 
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RS(O)CO)NRI R2 -------------------------------------7 GSC(O)NR 1 R2 (S-carbamoil-GSH) 

Sulfóxido 

tiocarbamato 

enzima soluble más GSH 

4. Sistemas de prueba 

Ácido S-carbamoil- mercaptúrico 

HOC(O)CHCH2SC(O)NR 1 R2 

I 
NHC(O)CH3 

Se han descrito pocos trabajos sobre la inducción de efectos mutagénicos causados por 

los herbicidas en sistemas vegetales superiores comparados con los bioensayos que usan células 

de mamíferos en cultivo, estos estudios emplean diversas pruebas genéticas como son 

aberraciones cromosómicas, micronúcleos, mutaciones puntuales e intercambios de cromátidas 

hermanas (ICH) (Schvartzman 1987). 

Son varias las especies vegetales que se emplean corno monitores de rnutágenos 

químicos, como son Trtttlesc{//Itia P¡t!uI!osa, AlliuJn cepa, Secllle cerea/e, Vicil¡ faba, Zea /Jwys, 

HOTileul1I vurgare, Crepis clIpillaris, Lycopersicon seu/entum, las más frecuentemente utilizadas 

son: Alliulll cepa y Viciafilba (Grant 1994) Las células somáticas de la punta de raíz de Vicia 

[aha son comúnmente empleadas para detectar daño cromosómico por mutágenos ambientales ya 

que ofrece amplias ventajas' 

-sus cromosomas son de gran tamaño y fácilmente observables 

-su cariotipo normal es 2n= 12, presentando 5 pares de cromosomas subacrocéntricos y un par 

de metacéntricos 

-el promedio de duracir,n del ciclo celular de la raíz principal es de 19.3 horas a 19 oC, sus fases. 

presintética (G,) 4.9 h, sintética (S) 7.5 h, postsintética (G,) 4.9 h Y mitosis 2 h (Evans y Scott 

1964). 

- es una técnica muy barata comparada con los ensayos que utilizan células de mamíferos 

(Kihlman 1971). 
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4. 1. Intercambio de cromálidas hermanas (leH) 

El estudio de ICH es una prueba citogenética rápida y sensible, puesto que son producidos 

a concentraciones hasta diez veces menores que las requeridas para provocar aberraciones 

cromosómicas y ofrece un método adecuado para detectar mutágenos y/o carcinógenos 

ambienlales (Kalo 1974, 1977, Lall 1974, Perry y Evans 1975). El ¡CH desde el punto de visla 

molecular es un fenómeno que implica transposiciont!s simétricas de DNA de doble 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 síntesis (S) del 

DNA (WolfT 1974) y se ha sugerido que es duranle o inmedialamenle después de que se ha 

formado la horquilla d~ replicación cuando se lleva a cabo el intercambio de doble banda entre 

las cadenas de DNA (Kalo 1974, Painter 1982). 

Este fenómeno fue descubierto por McClintock (1938) Y visualizado en el microscopio de 

luz por Taylor el al. (1957) en Viciltfablt. Kihlman y Kronborg (1975) fueron los primeros en 

realizar un trabajo sobre los ICH en vegetales superiores, con el método de incorporación de la 5-

bromodesoxiuridina (S-SrdU) un análogo de la timina, sin embargo, esta técnica fue inicialmente 

utilizada y perfeccionada para las células de mamíferos en cullivo (Perry y Evans 1975). Consiste 

en la sustitución de 5-BrdU en el DNA por la timina endógena (dThd) en las células que crecen 

por dos generaciones consecutivas en presencia de este análogo de base o durante la primera 

división, obteniéndose diferenciación entre las cromátidas hermanas en los cromosomas 

metafásicos, de tal manera que los cromosomas de la segunda mitosis poseen una cromátida 

sustituida por la 5-BrdU en cada cadena de DNA, mientras que su cromátida hermana es 

sustituida en sus dos cadenas y los ICH observados son la suma de todos los intercambios 

ocurridos en las dos divisiones celulares (Fig. 3). Las cromátídas hermanas sustituídas tiñen 

diferencial mente por combinación del fluorocromo Hoechst 33258 y Giemsa (Perry y Wolff 

1974). El fluorocromo actúa corno fotosensibilizador (Scheid 1976) y la ¡rradación de las 

preparaciones celulares con luz ultravioleta (UV -luz de onda larga) de las preparaciones celulares 

ocasiona desbromominación y eventualmente rompimientos de una sola hebra en las cadenas 

reemplazadas con la 5~BrdU (Lyon 1970) La incubación de las lamiOlllas con un amortiguador a 

temperatura alta guía a la extracción preferencial de las nuc1eoproteínas de las cromátidas que 
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fueron sustituidas, finalmente son teñidas con el colorante resultando la tinción diferencial de la 

cromátida menos desorganizada que es la que contiene más ti mina (dThd) (Fig. 3 ) (Schvartzman 

1987). 

Tempelaar et al. (1982), desarrollaron un procedimiento con tinción de Feulgen para 

obtener el contraste diferencial de las cromatidas sustituidas por la 5~BrdU para visu~lizar el lCH 

en los cromosomas vegetales, que consiste en fijar los meristemos de las raíces e inmediatamente 

hidrolizarJos con HCl 5N a 28 oc. El principio básico de la reacción de Feulgen-Schifr consiste 

en la transformación ácida del DNA cataltzada por la hidrólisis con ácido polialdehído apurínico 

(APA) seguida de la tinción de los aldehidos con el reactivo de Schiff. El DNA sustituido por la 

BrdU tiene fuerte afinidad por las proteínas comparado con el DNA que contiene dThd y con la 

hidrólisis (que evita la irradación con luz UV), la que contiene más dThd y menor BrdU son 

degradados y la cromátida <Iue contiene más 5-BrdU sustituida es preferencial mente teñida 

(Gordon el a/. 1976). La adición de la S-fluorodesoxiuridina (S-FdU), un inhibidor específico de 

la enzima timidilato sintasa que cataliza la síntesis endógena del ácido timidílico, permite que la 

incorporación de la Bn..iU sea mayor (eohen el (11.1958) y la uridina (Urd) contrarresta el efecto 

adverso de la FdU sobre la síntesis de RNA, facilitando la sustitución de la S-BrdU por la dThd 

en el DNA de las células vegetales (Kihlman y Kronborg 1975). 

4. 2 Cinética de proliferación ce/lIlar e índice milólico 

Adicionalmente a los estudios mutagénicos, la cinética de proliferación linfocitaria y el 

índice mítótico, estimulados por un mitógeno como la fitohemaglutinina, permiten establecer 

criterios biológicos que se consideran importantes en la genética toxicológica. Este tipo de 

análisis es particularmente usado para determinar los efectos inmediatos de las drogas citotóxicas 

o de los tratamientos con las citocinas en poblaciones de células tumorales. 

El proceso de activación celular es iniciado como respuesta a un estímulo externo que 

modifica las actividades funcional y bioquímica de las células eucariontes con la transición de las 

fases Go a G 1 de su ciclo. Normalmente este proceso es asociado Con la inducción rápida de la 
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expresión de nuevos genes, incluyendo aquellos que codifican a los factores de transcripción, a 

los oncogenes, a las citecinas, a las moléculas de superficie celular (antígenos CD), a las 

moléculas de adhesión y a otros genes de funciones desconocidas. El estímulo activa a las células 

a controlar una función especifica, usualmente la unión de un ligando a su receptor (por ejemplo, 

la cilocina) y/o la formación del complejo antígeno-receptor. La constitución de este complejo 

induce cambios conformacionales, los cuales sirven para tra!1smitir una señal intracelular Este 

proceso involucra a varios segundos mensajeros y a una complicada cascada de reacciones 

bioquímicas que guían eventualmente a la modulación de la actividad de los genes en el núcleo. 

La fo!>forilación de proteínas intracelulares mediada por las cinasas pueden ser uno de los pasos 

iniCiales en la activación celular La redistribución rápida y temporal del Ca++ de los 

compartimientos intraCt!lulares (almacenes), también es otro evento clave en la activación de la 

célula. Los factores que activan a la células pueden ser funcionalmente distinguidos como 

competentes y de progresión. Los primeros preactivan a la célula, muchos de estos factores son 

codificados por los genes denominados de respuesta temprana e inmediata (ERG), los cuales 

juegan un papel relevante en la transición de la fase Go a GJ, pero son incapaces de promover la 

entrada a la fase S (síntesis) del ciclo celular. La actividad simultánea y sucesiva de los factores 

de progresión suministra una señal blanco requerida para iniciar la fase S. La expresión o la 

represión de estos genes puede posteriormente comenzar la proliferación y/o la diferenciación de 

numerosas células (Pagano el al. 1 992a, b, 1993). 

Las proteínas reguladoras del ciclo celular incluyen a una familia especial conocida como 

ciclinas (se hallan cinco en las células humanas, A-E) y a sus proteínas asociadas, las cinasas y 

las fosfatasas. Las concentraciones de las cielinas difieren en las distintas fases del ciclo, por 

ejemplo A y B se acumulan en la interfase y disparan la transición entre G2 y M, estas 

concentraciones son relativa y rápidamente degradadas con la inducción de la entrada de las 

células a la mitosis. La inhibición de su síntesis detiene el ciclo celular en interfase. Algunas de 

estas proteínas también muestran diversos grados de fosforilación en las fases del ciclo celular 

Otras proteínas conocidas como cinasas, dependientes de las ciclinas (CDKs), se unen a estas 

proteínas para activar a otras que fosforilan a otras proteínas intracelulares, la cdc2, que ha 

mostrado ser el mejor regulador del ciclo celular. En todos los eucariontcs la entrada a la fase M 

depende críticamente de la activación del complejo cdc2/ciclina B. La destnlcción rápida de las 

ciclillas (via ubiquitina) conduce a la pérdida de actividad de los componentes de la cinasa, 
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diversas proteínas reguladas por un mitógeno (MRP) son de función desconocida y sintetizadas 

después de la estimulación de las celulas por factores de crecimiento mitogenicos. Los cambios 

transcripcionales y el incremento temporal en los RNAm corresponden a varios factores de 

transcripción y citocinas que son observadas durante todas las fases del ciclo celular. Las células 

que regularmente no se dividen (quiescentes) son usualmente denominadas células Go. Las cuales 

normalmente son detenidas en la fase G1 antes de iniciar S. Algunos factores de crecimiento 

mitogénicos. como las citocinas actúan sobre las células Go para el reinicio del ~iclo celular, con 

la transición de la fase Go a G1• el cual es un proceso muy complejo e involucra la inducción 

selecta y coordinada de la expresión de cientos de genes diferentes y probablemente la represión 

de otros Después de la estimulación celular. las células expresan un limitado número de 

receptores para los factores de crecimiento y otros ¡igandos, estos últimos se unen a sus 

respectivos receptores (fase de iniciación) y las células llegan a ser "competentes" y responden a 

otros factores, la unión de nuevos ¡igandos a sus receptores median la señal para el transcurso del 

ciclo celular (fase de progresión), los cuales son conocidos como factores de progresión (Pagano 

el fll. 1 992a, b, 1993). 

Estudios recientes concernientes al control molecular del ciclo celular han conducido al 

desarrollo de nuevos métodos para inducir la proliferación celular que son usados como terapia 

de lesiones en órganos y tejidos incluyendo la reparación de neuronas maduras que no pueden 

dividirse. Por otra parte, estos hallazgos podrían ayudar a reducir la reproducción desenfrenada 

de las células cancerígenas La regulación de su actividad y/o la alteración de ciertas proteínas 

involucradas en el ciclo o en la proliferación celular, como el factor que promueve a la 

maduración (PMF) y la cdc2. ayudarían a impedir que se altere la fisiología de algún órgano o 

que las células entren a mitosis, con la consecuente prevención de la producción de la metástasis 

y del cáncer. 

El conocimiento del proceso de regulación y/o control del ciclo celular ha llevado al 

empleo de un tipo de terapia tumoral conocida como terapia del ciclo celular que se basa 

esencialmente en el tratamiento de las células Go con citocinas para inducirlas a entrar a la fase S, 

haciéndolas vulnerables a la acción de las drogas específicas de la fase S. Además ha servido para 

diseñar tratamientos de protección a las células tronco-no cíclicas_ 

Son pocas las investigaciones que han evidenciado alteraciones sobre la cinética de 

proliferación celular por pesticidas en su mayoría los organofosforados como metí! paratióll, 
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malatión, metilazinfos y en menor grado los carbámicos, tanto in vi/ro como in l'iw) (Sobti el (I/. 

1982). 

5. Mutágenos directos e indirectos o promutágenos 

Plewa (197&) desarrolló un método para evaluar respuestas mutagénicas de algunos 

plaguicidas en presencia del sistema enzimático vegetal e introdujo el término de "activación 

vegetal" que denota el proceso mediante el cual un agente químico no mutagénico es 

transfonnado por la acción biológica de una planta en mutágeno (Plewa y Gentile 1982) 

Aquellos agentes químicos que por sí mísmos no son mutagénícos, sino que requieren de 

activación metabólica previa (animal o vegetal) para ejercer dicho efecto son denominados 

promutágenos o mutágenos indirectos. 

La formación de productos metabólicos tóxicos en las plantas depende del tipo de 

compuesto, de sus propiedades fisicoquímicas, de la concentración, de la tasa y de las rutas de 

conversión o del rompimiento metabólico con o sin el sistema enzimático. La toxicidad puede ser 

incrementada, disminuida o nulificada (Zilkah y Gressel 1977, Hess 1985, 1987, Sterling 1994). 

Existen dos procedimientos generales usados en los estudios sobre activación de 

promutágenos vegetales, que son métodos in )'ivo e in vi/ro, en el primero el agente químico a 

probar es introducido en una planta viva intacta que semeja las condiciones encontradas en los 

campos agrícolas y en el segundo el agente es incubado con un homogeneizado vegetal estéril o 

con un cultivo de células de un tejido vegetal con o sin cofactores y finalmente se realiza el 

análisis bioquímico y genético de los metabolitos de los tejidos de la planta o de los cultivos 

celulares (Plewa 1978, Plewa el"/. 1984, 1988). En ambos, la acción del metabolismo vegetal 

sobre un mutágeno potencial es rápidamente ensayado con un microorganismo indicador como 

Salmonefla lyphimllTiuIII, Escherichia coH, Aspergil/lls nitlulans, Silcdwromyces cerel';sae. 

etc., o en células de mamífero, para determinar su actividad genética y evaluar sus propiedades 

gcnotóxicas (Plewa el al. 1984). Con estos procedimientos se ha demostrado que algunos 

insecticidas, fungicidas y herbicidas, tales como el aldrin, dialate, 2-acetilaminoflureno, 

benzidina, hidrazida málica, fenilurea, entre otros, que pueden ser activados a compuestos 
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mUlagénicos, por los extractos y/o los homogeneizados enzimáticos de semillas de soya, maíz, 

cebada, raíz de haba, cebolla, bulbos de tulipán, hojas de maíz y tabaco (Plewa 1978, Seott el a/ 

1978, Constantin y Ni1an 1982, Takehisa el al, 1982, Takehisa y Kanaya 1983, 1986, Higashi 

1988, Seo el al. 1993). Estos métodos para investigar el papel de la activación vegetal se basan en 

la extracción de agentes mutagénicos activados por plantas completas (Plewa y Gentile 1978), 

homogeneizados de tejidos vegetales (Plewa y Gentile 1982, Rasquinha el a/, 1988) o la fracción 

microsómica de células vegetales (Gentile el af, 1986). Asimismo, de estas técnicas surgió una 

prueba novedosa en la cual las células vegetales cultivadas en suspensión se usa como el sistema 

de activación y microorganismos como organismos indicadores de daño genético (Plewa y 

Gentile 1982, P1ewa y Wagner 1993). Este ensayo fue denominado prueba de coincubación 

células vegetales/microorganismo indicador Se han realizado estudios in vilro empleando a 

Salmonellll Iyphimllrillm para evaluar el daño mutagénico y distintas plantas usando 

homogeneizados libres de células de diversas plantas o bien la fracc:ón mlcrosómica que posee la 

actividad enzimática requerida para el metabolismo (Higashi el al. 1981, Higashi 1988). Los 

extractos principalmente utilizados han sido los de trigo (Rasquinha el al. 1988), maíz (Plewa 

1978, Plewa el al. 1983), Trtlflesc(/nli" (Scott el al. 1978), tubérculos de papa y tabaco (Gentil e 

el "l. 1982, 1985) 

En vista de que numerosos plaguicidas pueden ser activados por las plantas y actuar como 

mutágenos en sistemas animales, incluyendo al hombre y considerando como antecedente que en 

nuestro país. los herbicidas tiocarbámicos son ampliamente usados en la agricultura, lo cual 

representa una fuerte amenaza para la salud de la población y teniendo como referencia que son 

escasos los estudios citogenéticos del molinate y bulilate, en este trabajo se evaluó su potencial 

mulagénico en tres sistemas. Primero se realizaron tratamientos a los cultivos de linfocitos 

humanos con los extractos de raíces de Viciafllha que fueron previamente tratadas con diferentes 

concentraciones de los dos compuestos (sistema de activación vegetal in 1';"0), segundo se 

coincubaron los cultivos de sangre periférica junto con la mezcla StO y las distintas 

concentraciones de los dos herbicidas (sistema de activación vegetal in ¡litro) y finalmente se 

evaluó el efecto genético de Jos mismos compuestos sobre el DNA de las células meristemáticas 

de Vicia faba, que ha demostrado ser sumamente sensible al efecto de plaguicidas (Gómez

Arroyo el "l. 1988,1992,1995,1997, Gómez-Arroyo y Villalobos Pietrini 1995), además de ser 

metabólicamente activa. ya que posee la fracción enzimática S10 (Takehisa el a/ 1982, 1988, 
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/l. OBJETIVOS 

1. Evaluar el daño genotóxico de los herbicidas molinate y butilate a diferentes concentraciones en 

células meristemáticas de Vicia [aba, mediante el análisis de los intercambios de cfomátidas 

hermanas (ICH). 

~. !Jctcrminar sí el molinatc y el butilate son promutágenos a través del metabolismo vegetal de las 

raíces de Vicia faba (activación metabólica in vivo), utilizando como prueba del efecto genético al 

ICH en cultivos linfocitos humanos. 

3. Corroborar el potencial de biotransformación de la raíz de ViCitl fiJbll, empleando a la fracción 

cnzimática SIO de las raíces del haba (activación metabólica in vitro) coincubándola con las 

distintas concentraciones de los dos herbicidas y los linfocitos en cultivo utilizando la misma 

prueba de evaluación de daño. 

4. Analizar los efectos de los dos herbicidas sobre la cinética de proliferación celular y el índice 

mitótico con y sin la participación de la activación metabólica de Vicitlfllbtl in J'i1'o e in J'itro 

s. Establecer la concentración adecuada de proteínas totales por el método de Biorad en el sistema 

de activación in 1'itro. 

6. Valorar la concentración de proteína total por el método de Biorad, en los extractos de las 

raíces de Vicja f(lba tratadas con los dos herbicidas tiocarbámicos. 
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1lI. HIPÓTESIS: 

Sí los herbicidas tiocarbámicos butilate y molinate son promutágenos activados por los 

vegetales, entonces, los metabolitos producidos inducirán intercambios de cromátidas hermanas y 

aJreraciones en la cinética de proliferación celular y en el índice mitótico en los linfocitos humanos 

en cultivo. previa transformación metabólica por las raíces de Vicia ¡"bit en los tratamientos in 

vivo e in vitro y este mismo efecto geno tóxico se evidenciará en los cromosomas de las células 

meristemáticas de la misma planta 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

l. Propiedades fisicoquímicas del butilate y molinate 

1. 1. El butilate (S-etil N,N-diisobutiltiocarbamato, Sutan) cuya estructura química se 

muestra en la figura 4, tiene un peso molecular de 217.4, es un líquido claro, con olor aromático, 

su punto de fusión es de 130 "CIlO mmHg y de vaporización 170 mPA (25 "C), su densidad 

0.9402, soluble en agua 46 mglJ (20°C), miscible con acetona, etanol, queroceno, 4-metilpentano-

2-uoo y xileno, su estabilidad es menor a 200 oC 

1.2. El molínate (S-etil azepina-l-carbamato, Ordram) del cual se presenta su estructura 

química en la figura 5, tiene un peso molecular de 187.3 es un líquido claro, con olor aromático, 

su punto de ebullición 202 "ClIO mmHg, presión de vapor 5.6X10-3/10 mmHg a 25 "C, de 

vaporización 46 mPA (25 "C), su densidad 1.063, soluble en agua 880 mg/I (21"C), miscible con 

aceton~ etanol, benceno, 2-propanol, metanoJ, queroceno, 4-metilpentano-2-uno y xíleno, su 

inestablilidad es de un mes a 120 oC y a temperatura ambiente no es corrosivo y es inestable a la 

luz. 

2. Tratamientos directos con butilate, molinate y etanol a los cultivos de linfocitos humanos 

Se prepararon soluciones madre de los herbicidas tiocarbámicos (72% de pureza, 720 

AllL) con agua destilada de las cuales se obtuvieron las concentraciones siguientes en ppm y 

(molares): 6.25 (3XIO-'), 1250 (5.8XIO-'), 50 (2.3X104
), 75 (3 5XIO"), 100 (4.6XIO-'), 200 

(92XIO-4 ¡ y 300 (1.4XIO-'¡ para bUlilate, 25 (1.3XIO·'). 50 (2.7XI0·'), 75 (4XW'), 100 

(5.3XI0-4), 200 (IX 10-') y 300 (1.6XI0·') para molinate. 

A frascos de cultivo se les agregó 4.5 mi de medio RPMI 1640 (Gibco) complementado 

con 0.035 mI de titohemaglutinina más 8 gotas de sangre heparinizada de un donador sano, se 

incubaron por 24 horas a 37 oC y después se les adicionaron diferentes concentraciones de 

butilate, molinate y etanol IX10'¡ M más 100 ¡.tI bromodesoxiuridina (5-BrUd, 20 ¡.tg/ml ) y al 
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testigo solo la 5-BrUd por 24 h a 37 oc. A las 70 h se les aplicó 100 j.ll de colchicina y a las 72 h 

se cosecharon las células y se realizó la linción diferencial con fluorescencia más Giernsa (Perry y 

Wolff 1974). 

2. 1_ Cosecha de finfocitos humal10s 

J Cada cultivo se transfirió a un tubo y se centrifugó a 1000 rpm durante 5 mio a temperatura 

ambiente _ 

2 Se eliminó el sobrenadante e inmediatamente se resuspendió el botón con KCl (Merck) 

0.075 M a 37 oC, se dejaron reposar durante 20 min en la incubadora 

3_ Oc nuevo se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 mio. 

4. Se desechó el sobrenadante y el bolón se resuspendió rápidamente con el fijador metanol-ácido 

acético (Sigma) 3: 1 dejándolos reposar durante 20 mio 

S. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 mino 

6. Se desechó el sobrenadante, se mezcló el botón con el fijador y se les permitió reposar 

durante 10 min a temperatura ambiente. 

1. Se eliminó el sobrenadan te y se resuspendió el botón Con 0.5 mi de f~ador, después se hicieron 

las preparaciones 

8 Cada preparación se elaboró por goteo, reahzándose como mínimo 4 para cada tubo 

9 Se dejaron secar verticalmente al aire. 

10. Las preparaciones con metafases fueron reetiquetadas COn clave desconocida para el 

observador posteríormente fueron teñidas. 

2. 2. Ji'IIGÍón diferencial de las cromó/idas hermanas 

1. Las preparaciones Con metafases se sumergieron en el colorante fluorocromado Hoesch 33258 

·agua destilada (1 :9) y fueron mantenidas en la obscuridad por 20 min en cajas de KopJin. 

2. Se enjuagaron con agua de la llave y se dejaron secar al aire verticalmente. 

3. Posteriormente fueron colocadas en citrato de sodio salino (CSS, O.03M) y se irradiaron con 

luz ultravioleta durante 60 ruin. 
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4 Se limpiaron con agua corriente y se secaron al aire verticalmente. 

s. Despues fueron introducidas en cajas de Koplin con CSS, en baño Maria a 60 oC durante 60 

min. 

6. Se lavaron con agua de la llave y se secaron al aire verticalmente. 

7. Se tiñeron con el colorante Giemsa (Merck)-agua destilada (1:10) durante 2 mino 

8, Se enjuagaron con agua de la llave y se dejaron secar verticalmente al aire, 

9, Se analizaron las frecuencias y los tipos de intercambios de cromátidas hermanas (lCH). 

3. Activación metabólica in vivo 

3, l. Preparación de los ex/rae/os de las raices de Vicia faba o'aladas COIl butilate, 

molinate y etallol y su aplicación a los cultivos de Imfocllos humanos 

Las semillas de Vid" f"ba (vac minor) se pusieron a germinar entre dos capas de algodón 

humedecido con agua de la llave, cuando las raíces alcanzaron una longitud entre 4 y 6 cm, 40 

pfántulas se introdujeron en las concentraciones siguientes: ppm (molares) 100 (4.6XlQ-4), 200 

(9.2XI04
), 300 (1.4X;0·'), 400 (1.8X1O"3 ), 500 (23XI0"), 750 (3.SXID·'l, 1000 (4.6XIO·'), 

1500 (6.9X 1 O" ),2000 (9.2X 1 O") de butilate y 100 (S 3XI0"), 200 (IXI O"), 300 (1.6XI0·'), 400 

(2.IXI0·'), 500 (2.7XIO·'), 750 (4XIO''), 1000 (S.3XIO·'), 1500 (8X I O"), 2000 (1 X ID") de 

molinate durante 4 h en la obscuridad y a temperatura ambiente. Para tener la certeza de la 

capacidad metabólica de Vici" f"b" se empleó como testigo positivo al etanol (EtOH, 98% de 

pureza, Sigma) 3600 (lXIO"M), el cual ha demostrado ser un promutágeno en esta planta al 

incrementar significativamente la frecuencia del ICH. El testigo negativo fue solo agua destilada, 

ambos testigos estuvieron bajo las mismas condiciones experimentales. Transcurridas las 4 h, se 

lavaron con agua de la llave tres veces y en dos ocasiones con agua destilada, posteriormente se 

cortaron 2 cm de la raíz principal, se maceraron con amortiguador de fosfatos de sodio O 1 M, pH 

7.4, a lemperalUra entre 0-4 oC, y se homogeneizaron en un macerador de tejidos vegetales de 1 a 

2 mino La relación de volumen de la solución amortiguadora (mi) con el peso fresco de los cortes 

de la raiz (g) fue de 1:1 (Takehisa eUd. 1982). 
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El homogeneizado fue ultracentrifugado por 15 min a 15000 rpm a 4 <le. El sobrenadante 

con los metabolitos de las transformaciones del butilate, molinate y etanol, así como la fracción 

enzimática SIO (testjgo negativo) fueron esterjlizados por filtración miliporo (0.45 J.1m) e 

inmediatamente usados para los tratamientos de los linfocitos en cultivo. 

Se añadieron 100 ¡.tI de los extractos de las raíces tratadas con los dos herbicidas; el 

etanol y los testigos negativos: 

(1) cultivo de linfocitos humanos + S-BrdU 

(2) cultivo de linfocitos humanos + 5-BrdU+ 100 ¡ .. d de fos extractos de las raíces sin tratamiento. 

El positivo, cultivo de linfocitos humanos + 5-BrdU+ 100 ,.11 de los extractos de las 

rajces rratadas con etanol (IXIO-1 M) a los linfocitos a las 24 h de cultivo junto con la 5-BrdU 

permaneciendo 48 h a 37°C y se continuó con la técnica mencionada en el punto 2.1 

4. Activación metabólica ill )'itro 

4. l. Obtención de laji'acclón ellzimótica S/O de la raíz de Vicitl filhtl 

Las semillas de Vicia faba (var. minor) se pusieron a germinar entre dos capas de 

algodón humedecido con agua de la llave, cuando las raíces alcanzaron una longitud de 4 cm, a 40 

plántulas se les cortó 2 cm de la punta para obtener un peso de 2 g, se maceraron con 

amortiguador de fosfatos de sodio (0.1 M) pH 74, más manitol ImM (Baker), ditiotreitol 1 mM 

(Sigma), EDTA 1 mM (Sigma) y polivinilpirrolidona 10% (peso/volumen) (PVPP, Sigma) a 

temperatura entre 0-4 oC, se homogeneizaron en un macerador de tejidos vegetales durante 2 min. 

La relación de volumen de la solución amortiguadora (mi) a peso fresco de los cortes de la raíz (g) 

fue de LI (Takehisay Kanaya 1983, Takehisaellll 1988). 

El homogeneizado fue ultracentrifugado por 15 min a 15000 rpm a 4 oC, el sobrenadante 

(fracción enzimática SIO) (Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa el 11'- 1988), fue esterilizado por 

filtración miliporo (0.45 I .. un), e inmediatamente se determinó el contenido de proteínas por el 

metodo de Biorad (Bradford 1976) y usado para la activación metabólica in vitro de los dos 

herbicidas y de Jos testigos negativo y positivo coincubado con los cultivos de linfocitos humanos. 
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4.1.2. Mezcla enzimática SlO 

La mezcla SIO se preparó con la fracción microsómica SIO de Vicia/aba en una relación 

I 9 (volumen/volumen) con los siguientes compuestos: 8XIO" M MgCI (Baker), 3 3X10,3 M KCI 

(Baker), 5X!0,3 M Glucosa-6 fosfato (Sigma), 4XI0"'M NADP (Sigma) y NAD (Sigma) y 10,1 M 

de Na, HPO, -NaH,PO, (Baker) (pH 7.4), 

4. 2. l. CoinclIbacióll de las diferentes COllcemraciones de hUlílate, de molllla/e y de 

e/anol CDIl los clllth'os de Imfocitos humanos 

A cada cultivo de linfocitos humanos de 48 h de incubación se le agregó las siguientes 

concentraciones en ppm y (molares). 25 (1 I XI O"), 50 (2,3X lO'), 75 (3 5X I O"), 100 (9 2X 1 O") Y 

200 (L4XI0,3) de butilate, 25 (1 3XI04
), 50 (2,7XI04

), 75 (4XI04
), lOO (5 3XlO''), 200 (IXlO' 

-'),300 (L6XIO-3) de molinate y 3600 (lXlO,l) de etanol por 4 h, 

4. 2. 2. Coillcubación de las diferentes concentraciones de bUlilale, de molll1ate y de 

e/Dllol eDil los cultivos de lmfocilos humanos y la mezcla SlO 

A cada cultivo de linfocitos humanos de 48 h de incubación se le aplicó 500 [JI de la 

mezcla SIO más las siguientes concentraciones en ppm y (molares): 25 (LIXIO''), 50 (2.3XIO"), 

75 (3.5XIO"'), 100 (4,6XI0"') y 200 (9.2XI0,J) de butilate y 25 (L3XI0''), SO (2.7XlO"), 75 

(4XIO--'), 100 (53XIO--», 200 (IXIO'\ 300 (L6XI0") de molinate y 3600 (IXIO,I) de etanol por 

4 h, 

Los testigos negativos fueron 

(1) el cultivo de sangre periférica +5-BrdU 

(2) el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU + sao [JI de la mezcla S 1 O 

(3) el testigo positivo, el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU+ 500 J-l1 de la mezcla S 1 0+ 

etanol 3600 (lXIO,1 M) 

El tratamiento fue por 4 h (2 h en reposo más 2 h en agitación constante, 100 rpm) a 

temperatura de 37 Oc Transcurrido este tiempo todos los cultivos se centrifugaron a 1000 rpm 
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durante lO min para eliminar el sobrenadante (en el cual se encontraban los metabolitos de las 

transfonnaciones del butilate, del molinate y del etanol, así como la fracción enzimática S 1 O). Se 

lavaron dos veces con suero fisiológico de NaCl (0.9%, PISA) esterilizado y se les adicionó el 

medio Gibco RPMI 1640 complementado con O 12 mI de fitohemaglutinina, más 100 IJI de 5-

BrdU y se continuó con la técnica descrita en el punto 2.1. 

Todos los medios de cultivo, la S-BrdU, la fitohemaglutinina, la mezcla S10, las soluciones 

madre del butilate, del molinate y del etanol se esterilizaron por filtración miliporo (OA5 IJm). 

5. Evaluación de la cinética de proliferación celular y del índice mitótico 

Con el objeto de estimar el posible efecto cito tóxico de los dos herbicidas tiocarbámicos en 

los linfocitos humanos en cultivos se analizaron la cinética de proliferación celular a través del 

índice de replicación y también se estableció el índice mitótico. El índice de replicación se 

determinó examinando en 100 células metafásicas las que estuvieran en primera, segunda y tercera 

divisiones de acuerdo a Lamberti el ti/. (1983) de la siguiente forma: 

Indice de replicación (IR)~ IMI + 2M2 + 3M3/100 

donde. M1, M2 Y M3 representaron los porcentajes de metafases de primera, segunda y 

tercera divisiones celulares Se consideraron M 1 aquellas células cuyo DNA se replicó una vez 

después de la adición de 5-BrdU, M2 a células cuyo DNA se replicó dos veces en presencia de la 

S-BrdU y M3, aquellas que presentan mayor número de cromátidas bifilarmente incorporadas ya 

que estuvieron tres ciclos con la 5-BrdU (Fig. 3). 

Para el índice mitótico se cuantificó el número de metafases en 1000 células estimuladas en 

cada experimento de la siguiente manera 

lndice mítótico (IM)= No. de metafases /1000 células estimuladas y 

% IM~ IMXIOO 

La cinética de proliferación celular se estimó al contrastar las células MI, M2 Y M3 de la 

siguiente forma 

a) MI, M2 Y 1\13 contra el testigo negativo 
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b) 1\11+ MI. M2 Y M3 contra el testigo negativo 

c) MI + M2 Y M3 contra el testigo negativo 

d) MI + M3 Y M2 contra el testigo negativo 

e) M2 y M3 contra el testigo negativo 

f) i\1 J Y M3 contra el testigo negativo 

g) M 1 Y J\r12 contra el testigo negativo 

6. Análisis citogenético de los dos herbicidas sobre el DNA de las células meristemáticas de 

Vicia jllba 

6. l. Jí-atamientos díreclos con huIr/ale y molinare en/as raíces d~ Vicia juba 

Por otra parte, con la finalidad de verjficar el efecto de Jos dos herbicidas en la planta 

misma se analizó la frecuencia de ICH en cromosomas de meristemos apicales de Vicia/aba que 

ha probado ser un sistema sumamente sensible a mutágenos. 

Las semillas de Viciafllbu (var. minar) se pusieron a germinar entre dos capas de algodón 

humedecido con agua de la llave. cuando las raíces alcanzaron una longitud de 1 5 a 2 O cm de 

longitud, 10 plántulas se sometieron a una solución de 100 11M de 5-bromodesoxiuridina (BrdU), 

5 ¡1M de uridina (Urd) y O 1 J.lM de 5-fluorodesoxiuridina (FdU) para un primer ciclo de 

rcplicación por 20 h a temperatura de 21°C en la obscuridad, después se limpiaron y se 

sumergieron 10 raíces para cada concentración en ppm y (molares): 25 (1.1 X 1 O-~), 50 (2 3X 10-4
), 

75 (J.5XIO~), 100 (4.6XIO~), 200 (9.2XI0·') y 300 (1.4XW-') de butilate y 25 (I.3XI0·'), 50 

(2 7XI 04
), 75 (4X 1 O~) y 100 (4.6XI 0-1) de molinate y el testigo fue solo agua destilada por 4 h a 

tcmperatura de 21 'lC y en la obscuridad 

Después de! tratamiento las raíces se lavaron dos veces con agua de la llave y en una 

ocasión con agua destilada, se limpiaron y se introdujeron en una solución fresca de análogos· 

100 ¡1M de BrdU, 5 ¡1M de Urd y O 1 J.lM de FdU (segundo ciclo de replicaCión) por 20 b, a 21 

oC y en la obscuridad Pasado este lapso, se cortaron 2 mm de las puntas, se colocaron en 

coJchicina 0.5 % por 3 h en la obscuridad a 21 "e. Transcurrido este tiempo los merístemos se 
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transfirieron a ácido acético 100% a 21°C en la obscuridad durante una hora, posteriomente 

fueron fijadas en etanol-ácida acético (3:1) por 48 h a -20 °C_ A continuación se pusieron en 

elanol 70% en baño María a 28 oC por 15 min, posleriomente se trataron con Hel 5 N en baño 

María a 28 "C por 80 min, se les quitó el exceso del ácido lavándolos tres veces con agua destilada 

y se tiñeron con el reactivo de Schiff por 45 min a temperatura ambiente y en la obscuridad 

Los meristemos apicales una vez teñídos se sometieron a pectinasa 2% (disuelta en 

amortiguador de fosfatos de citratos, pH 4 7) en baño María a 28 oC por 25 min, después se 

pusieron en ácido acético 45% durante 10 min y se transfirieron a etanol 70% frío por 30 min 

(Scheid 1976) 

Las laminillas se hicieron por aplastamiento del tejido en monocapa (" squash) utilizando 

acido acético 45% y fueron hechas permanentes mediante la técnica del hielo seco (Conger y 

Fairchild 1953), deshidratando dos veces con butanol absoluto y se montaron con bálsamo de 

Canadá. Para su lectura, las preparaciones se reetiquetaron con clave desconocida para el 

observador 

Por cada concentración se utilizaron 4 laminillas como mínimo, registrando los IeH en 50 

cromosomas metacéntricos (M) y 250 submetacéntricos (S), que corresponden a los cromosomas 

de 25 celulas. 

7. Análisis estadístico 

Para cuantificar los ICH se registraron 25 metafases de segunda división. Con el fin de 

evitar prejuicios en las observaciones se reetiquetaron las laminillas. En todos los casos se 

realizaron dos experimentos cuyos valores se compararon entre si mediante análisis de varianza 

(ANOVA). P<O.OOO1. Posteriormente a los promedios se les aplicó la prueba de comparación 

múltiple de Neuman-Keuls, P<O.OOl y la X2 para los índices de replicación y mitótico, P<Ü 05. 
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8, Determinación de proteínas totales por el método de Biorad 

8. l. Ex/rae/os de Vicia [aba o'a/adas con bu/ilate, malina/e y e/anol aplicados a los 

cultivos linfocllos humanos 

I 
La concentración de la proteína total, en los extractos utilizados en los tratamientos con 

I 
activación metabólica in vivo, se estimó uti~izando el método de Biorad (Bradford 1976) en la 

siguiente famla: ! 

Reactivo de Bradford 

Se disolvieron 100 rng del colorante azul brillante G-250 85% (Aldrich), en 50 mi de 

etanol (Sigma) 95% de pureza y se aforó a un litro con ácido fosfórico (Aldrich) 85% de pureza. 

Esta mezcla se agitó durante 12 h en la obscuridad. posteriormente fue filtrada con papel filtro 

(noA) y mantenida a 4 oC en un frasco ámbar. 

A tubos de ensaye se les colocó 2S fll de los extractos de las raíces tratadas con las 

diferentes concentraciones de molinate, butilate y etanol, además los testigos: negativo (extractos 

de las raíces sin tratamiento) y positivo (extractos de las raíces tratadas con etanollXlO'¡ M) más 

75 ,.11 de agua destilada y 5 mI del reactivo de Bradford, se agitaron en un vórtex e inmediatamente 

se realizaron las lecturas a 565 nm en un Espectrofotómetro Zeiss PMQ 11 que se llevó a cero en 

D. O (densidad óptica) con el blanco de SSB (blanco solución salina). Para el cálculo de las 

concentraciones de proteínas se realizó la curva patrón Con albúmina sérica bovina (BSA, 

Aldrich). haciendo diluciones a partir de una solución con una concentración de 1: I con agua 

destilada. Las determinaciones se hicieron por duplicado. 

Se aplicó la prueba de ANOV A para establecer las diferencias estadísticas entre los grupos 

testigo y experimentales. 

8.2. Mezcla SiD, sislema de activación me/abólica in vitro 

El contenido de proteínas totales en la mezcla S I O fue determinada en la fracción 

enzimática S 1 O de la raíz de Vicia Jabu sin tratamiento utilizada en el sistema de activación 
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vegetal in vilro, para que fuera constante en los 500 ~I agregados en la coíncubación con los dos 

herbicidas, en los testigos negativo y positivo, en volúmenes de 25 y 50 ~tl, las lecturas se 

realizaron como se explica en el punto 8.1 (Bradford 1976). 

8.3. Determinación del pH a los cultivos de linfocitos humanos en los sIstemas de 

aclJJ'OcióJJ melabólica in Vú'o e in vilro 

Se valoró el pH de los cultivos de linfocitos humanos (1) tratados directamente por 4 y 48 

h con las diferentes concentraciones de los herbicidas butilate y molinate, (2) con los extractos de 

las raíces de Vicia/aba tratadas con las distintas concentraciones de ambos herbicidas y (3) junto 

con la mezcla y diferentes concentraciones de los herbícias, asimismo, testigos negativo y positivo 

(de los sistema de activación in vil'o e in l'itro). 
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V, RESULTADOS 

l. Tratamientos directos con butilate, molinate y etanol a los cultivos de linfocitos 
humanos 

Al aplicar directamente 6.25 (3XIO''), 12.50 (5.8XIO"'), 50 (2.3XIO-l), 75 (3 5XIO"') y 

100 (4 6XIO-l), de butilate y 25 (1.3XIO-l), 50 (2.7XIO-I), 75 (4XIO-l), 100 (5 3XIO-l) y 200 

(1 X 10+3 
) de molinate y de etanol 3600 (IXlO+ I

) a los cultivo de linfocitos humanos, no se 

modificaron las frecuencias de intercambios de cromátidas hermanas (IeH), pero a 

concentraciones elevadas con ambos herbicidas se provocó la muerte celular (Tablas 1 y 11) 

2. Activación metabólica in vivo 
2. J. Aplicación de los extractos de las raiees de Vicia ¡aba trafadas eDil las 

diferemes concentraciones de bu/ila/e, moliJ1ale y etano! a los clIilivos de linfOCitos humanos 

Los valores de cada experimento y su réplica con los dos herbicidas no reflejaron 

diferencias significativas al compararse entre sí mediante el análisis de variancia (ANOVA), 

P<O.OOOl. por tal razón, se agruparon los datos de las 50 observaciones y se promediaron, 

aplicándoles la prueba de Neuman-Keuls. En las tablas 1 y 11, se nota que las diferencias con los 

testigos no son signíficativos. 

Los extractos de las raíces tratadas con 100 (4.6XIO-I), 200 (9.2XIO·'), 300 (1.4X10"') 

y 400 (1.8XIO"') de butilate y 100 (5.3XI04
), 200 (IXIO"') y 300 (1 6XIO"'), de molinate y 

3600 (1XIO·1
) de etanol aplícados a los cultivos de linfocitos incrementaron significativamente 

las frecuencias de los ICH comparados con los testigos, aumentando conforme lo hace la 

concentración (Tablas I y 11). Con 500 ppm (2.3XIO"') de butilate se bloqueó la mitosis de los 

linfocitos en cultivo (Tabla I) y a partir de 400 ppm (2.1 XI O"') de molinate no hubo diferencias 

significativas en ICH con respecto a los testigos (Tablas 11) pero tuvieron efecto tóxico para 

las raíces ya que produjeron necrosis celular, el ánalisis del tejido vegetal mostró deterioro 

celular e inhibición de la mitosis. 
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3. Activación metabólica in l'itro 

3. /. CO;/lCUbaCfÓIl de diferel11es cOl1cel11/"GCIOJlCS de bUlllale, mo/male y de elano/ 

eOIl los cultivos de linfocilos humanos 

Cuando se coincubaron 25 (1. 1 X 104
), 50 (2.3XI0·'), 75 (35X104

) y 100 (4.6XIO·') 

de butilate y 25 (I.3XI04
), 50 (2.7XI04

), 75 (4XI04
), 100 (5.3XW') y 200 (IXIO·') de 

Illolinate y de etanol 3600 (IXlO- l
) más los linfocitos, no hubo efecto sobre la inducción del 

leH al ser contrastados con los testigos. En los caso del butilate a 200 pprn (9.2XI0·4 
) y del 

molinate a 300 ppm (1.6 XI 0-6) se provocó la muerte celular (Tablas III y IV). 

3.2 Coil1cubaciólI de la mezcla microsómica SlO de las raíces de Vicia faba 

con las diferentes cOllcen/raciones de bulllale, molmate y de etanol y los cuflivos de Im/ocitos 

hllmallOS 

En presencia de la mezcla SIO, con 25 de butilate (LlXIO·') y de molinate (l3XIO·') 

no se observó efecto sobre leH en los linfocitos humanos en cultivo (Tablas IU y IV), pero a 

partir de 50 de butilate (2.3XIO-4) y de molinate (UXW-') y 3600 ppm de etanol (IXIO·'), se 

obtuvo respuesta positiva en la inducción de leH con respecto a los valores testigos (Tablas III 

y IV). Con el butilate hubo una relación concentración-respuesta, pero no con el molinate. Con 

300 ppm (1.6X I O·J) de molinate no hubo influencia sobre el leH ya que el valor fue similar al 

testigo a esta misma concentración con el butilate se produjo la muerte celular (Tablas III y 

IV). 

4. Evaluación de la cinética de proliferación celular e Índice mitótico 

En los tratamientos directos con 6 25 Y 12 50 ppm de butilate por 48 h a los cultivos de 

linfocitos humanos (CLH), no hubo efecto sobre el 1M Y el IR, pero a partir de 50 ppm se retardó 

el ciclo celular y ascendió la frecuencia de células de primera división celular (M 1). Los valores de 
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IR e 1M descendieron hasta que se indujo la muerte celular (Tabla V). En el caso del molinate el 

efecto fue parecido con 25 y 50 ppm sobre los parámetros, pero a partir de 75 ppm se retrasó el 

ciclo y se incrementaron las células MI. Con 200 ppm el IM y en 300 ppm se produjo muerte 

celular (Tabla VI). 

En el sistema de activación metabólica in vivo. al aplicar los extractos de las raíces tratadas 

con 100 Y 200 ppm de butilate a los CLH por 48 h, no se alteró el IR y el 1M, pero con 300 y 400 

ppm el 1M disminuyó, se aceleró el ciclo celular y aumentaron la frecuencia de células (M3), y a 

500 ppm fue tóxico hasta que se ocasionó la muerte celular (Tabla V). Cuando se agregó el 

extracto de las raíces tratadas con 100 ppm de molinate a los CLB no se modificaron los 

parámetros pero con los extractos de las raíces tratadas con 200 y 300 ppm. el efecto fue inverso 

sobre la cint!tica de proliferación celular (CPC), ya que se incrementó MI y disminuyó M3. El 1M 

también se redujo (Tabla VI). Con 400 ppm de molinate, es.tos puntos fueron semejantes al testigo 

en los linfocitos ya que previamente tuvo acción tóxica para las raíces del haba (Tabla VI). 

Al aplicar los tratamientos directos (4 h ) con 25 y 50 ppm de butilate a los cultivos de 

linfocitos humanos, no hubo diferencias significativas en el índice mitótico (lM) y el índice de 

replicación (IR), con respecto al testigo, pero 75 y 100 ppm produjeron aceleración del ciclo y 

aumento en la frecuencia de células de tercer ciclo (M3) y con 200 ppm se causó la muerte celular 

(Tabla VII). Los efectos fueron similares en el caso del molinate, con el mismo esquema de 

tratamiento, notándose que con 25, 50, 75, 100 Y 200 ppm disminuyeron los valores del 1M 

(Tabla VIII) y con 300 ppm se indujo la muerte celular (Tabla VIII). 

Cuando se coincubaron los dos herbicidas con la mezcla SJO más los CLH (sistema de 

activación metabólica in vitro), con 25, 50, 75 Y 100 de butilate no se mostraron efectos sobre 

los la CPC, pero con 200 ppm se estimuló la cre e incrementaron las células M3 con relación al 

testigo y con 300 ppm se ocasionó la muerte celular (Tabla VII), este comportamiento fue 

semejante con 25, 50, 75, 100, 200 Y 300 ppm de molinate y no tuvo efecto sobre el ciclo celular 

(Tabla V111). 

Por otra parte, los tratamientos con etanol sin y con activación metabólica in vivo 

e ¡" }'itro no tuvieron acción sobre la CPC y el 1M con respecto al testigo (CLH más 5-BrdU) 

(Tablas V a VIII). Sin embargo, este compuesto con y sin activación in )litro estimuló el ciclo 

celular y aumentó la frecuencia de células M3 (Tablas VII y VIII). La fracción enzimática y la 
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mezcla S I O de las raíces de Vicia faba utilizadas en los dos sistemas de activación metabólica in 

\'Ú'O e in l,itro no interfirieron sobre los criterios evaluados al ser comparados con el testigo 

(Tablas V a VIII). 

5. Análisis citogenétko del butilate y molinate sobre el DNA de las células meristemáticas 

de Vicia lábil 

La frecuencia de los IeH en los dos experimentos con los dos herbicidas no mostraron 

diferencias significativas entre sí mediante el análisis de varianza (ANOVA). por tal razón se 

agruparon los datos de las 50 observaciones, y se promediaron, aplicándoles la pueha de 

comparación múltiple de Neuman-Keuls (Tabla IX) y notándo·se que con 25 (1.IXIO"'), 50 

(2.3XIO"') y 75 (3.5XIO"'), 100 (4 6XIO-4) y 200 (9.2XIO-4) de butilate y 25 (1.3XIO·'), 50 

(27XIO"'), 75 (4XIO"') y 200 (5.3XIO"') de molinate la inducción IeH fue significativa y se 

incrementó en relación directa con la concentración. Con 300 ppm (1 AXlO-3) de butilate y 100 

ppm (4.6X I O"') de molinate se inhibió la mitosis (Tabla IX). 

6. Análisis estadístico 

En los tres sistemas de evaluación se llevaron a cabo 2 experimentos. para cuantificar la 

frecuencia de leH se registaron 2S metafases de segunda división para cada caso, se aplicó un 

amilisis de varianza (ANOV A) para determinar si existían diferencías significativas entre los 

grupos y la de comparación múltiple de Newrnan-Keuls entre los testigos y los experimentales 

(Tablas I a IV y IX). Para el análisis estadístico de los índices de replicación y mitótico se usó 

la Xl. Para los niveles de proteínas en los extractos de Vicia ¡llbu tratadas con las diferentes 

concentraciones de los dos herbicídas y en la mezcla S 10. se aplicó el análisis de ANOVA 

(Tablas XIV y XV). 
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7. Dete .... minación de proteínas totales por el método de Biorad 

7 I Activación melabólica in vivo 

7. l. l. E'(/mCIOS de las raíces de Vicia f(lb(l fratadas con bulita/e, malina/e y 

clollol aplicados a Jos cullb'os de /iJJfocltos humanos 

El contenido de proteínas totales en los extractos de las raíces tratadas COn 100 

(46XI0~). 200 (9.2XI0~). 300 (1.4XW'). 400 (1.8XI0·) ), 500 (2.3XIO"). 750 (3AXIO''). 

1000 (4.6X 1 O''), 1500 :6.9XI0"), 2000 (9 2XI0") de butilate y 100 (5.3XIO-4), 200 (IXIO-4) 

)' 300 (J.6XI0·)) de molinate no variaron significativamente con respecto al valor testigo 

(Tablas X y XI). No obstante, a partir de 400 (2.IXIO") de molinate disminuyeron 

significativamente al ser comparados con el valor testigo (Tabla XI). 

7 2. Activación me/abólica in vitro (Mezcla S10) 

En el sistema de activación metabólica in vitro la concentración de proteínas usada en la 

mezcla S 1 O fue constante de 10 mgl500 J.l1 en los dos experimentos. 

8. Determinación del pH de los cultivos de linfocitos humanos 

8. l. Ac/ivacióJllJ1elabó¡'ca il1 )';1'0 

El pH de los cultivos de linfocitos humanos en los tratamientos directos y con los 

extractos de las raices de Vicia filba tratadas con las diferentes concentraciones de butilate. de 

molinate y de etanol a las 48 h Y 70 h de iniciado el cultivo no sé modificó (Tablas XII y 

XIll). 
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8. 2. Activación metabólica ;11 vitro 

El pH de los cultivos de linfocitos humanos coincubados con las diferentes 

concentraciones de los herbicidas y del etanol a las 48 h Y 70 h de iniciado el cultivo no se 

alteró con respecto al testigo y al rango fisiológico normal (Tablas XIII y XIV), lo mismo 

ocurrió en el sistema de activación ;11 v;tro (CLH más la mezcla S 10 Y las diferentes 

concentraciones de los dos herbicidas) (Tablas XIV y XV). 
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VI. DISCUSIÓN 

En este trabajo se evidencia a través de los tratamientos directos con ambos herbicidas 

que no son mutágenos directos en los cultivos de linfocitos humanos (CLH) ya que no hubo 

respuesta al aplicarlos (Tablas 1 y 1I). Los resultados negativos con el butilate directo concuerdan 

con los encontrados por Plewa el al. (1984), ya que no detectan efecto mutagénico de este 

compuesto con el ensayo en el locus ceroso (lVaxy) de maíz. Kuroda el ,¡[. (1992), describen 

efectos negativos con el molinate en la inducción de IeH en células V79 de criceto dorado en la 

prueba de Rec de Badllus sublillis. 

Cuando se aplicaron los extractos de las raíces tratadas con los dos herbicidas en los CLH 

por 48 horas se observa respuesta positiva al incrementar las frecuencias de ICH (Tablas I y 11). 

Esto demuestra que ambos herbicidas requieren del metabolismo de Vicia faba para producir 

daño al DNA, lo que significa que el sistema enzimático de la raíz del haba transforma ambos 

herbicidas en mctaboJitos mutagénicos o.en productos altamente reactivos al DNA. 

Los herbicidas tiocarbámicos butilate y rnolinate son fácil y rápidamente transportados y 

metabolizados en las hojas, en los coleóptilos y en las raíces de varias especies vegetales y 

transferidos a tallos, hojas y frutos. Los pasos iniciales de su bíotransformación en plantas y en 

mamíferos ocurren por sulfoxidación y N-desalquilación (reacciones de la Fase 1), catalizadas 

principalmente por el grupo de monoxigenasas dependientes del sistema citocromo P-450 

conocidas como oxidasas de función mixta (OFM) para formar sulfóxídos de molinate y butilate 

(Figs. 6 a 8), N-alquilados y de sulfonas; los productos oxidados son conjugados con el glutatión 

(GSH) por el sistema enzimático de GSH-S-T transferasas o sin la intervención de enzimas 

(reacciones de Fase JI) (Casida el nI 1974, 1975a, b, Lay el al. 1975, Hubell y Casida 1977, 

Debaun el ,ti. 1 978a,b, Tjeerdema y Grosby 1987). En los animales, los conjugados son 

eliminados en la orina en forma de ácidos mercaptúricos y en las plantas almancenados y/o 

incorporados en diversos componentes de la célula vegetal (reacciones de Fase IIl) (Figs. 6 a 8) 

(Casi da el 111. 1974, 19"f5a,b, Lay el 111. 1975, Fang 1975, Hubell y Casida 1977, Nakamura el ni 

1977, Carringer el al. 1978, Debaun el 111. 1 978a, b, Imai y Kuwatsuka 1984). 

Trabajos recientes sobre el metabolismo del herbicida tiocarbámico EPTC ó eptam (cuya 

estructura química es similar al butilate) en fracciones microsómicas aisladas de coleóptilos y de 
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raíces de maíz, han evidenciado la formación de sulfóxido de EPTC, por sulfoxidación 

dependiente de la citocromo P450 (Jablonkai y Hatzios 1994). 

Como varios estudios han indicado que las formas activas de los herbicidas son los 

sulfóxidos tiocarbámicos que tienen acción alquilante (Fuerts 1987), posiblemente los sulfóxldos 

de molinate y butilate estén implicados en el daño genético provocado en los linfocitos en cultivo 

ya que estos metabolitos se comportan como agentes alquilantes y son las formas activas de esta 

clase de herbicidas, por lo tanto, son los candidatos para interaccionar potencialmente con el 

DNA (Figs. 1 y 2) (Lay el al. 1975, Hubell y Casida 1977, Carringer el al. 1978). Otra manera 

potencial de daño de estos productos metabólicos es la posibilidad de unirse covalenternente a 

biornoléculas que contienen grupos sulfihidrilos o tiol que pueden interferir con el metabolismo 

de la CoA u otros procesos bioquimicos (Carringer el al. 1978, Caldwell 1984, Hellyer el al. 

1985) Su conjugación con el GSH es un ejemplo de su reactividad química al unirse 

covalenterncnte con una molécula sulfihidrilo, alternativamente los conjugados CoA con los 

sulfóxidos pueden obstaculizar competitivamente otras reacciones que ntilizan la acetil CoA u 

otros intermediarios CoA Además los conjugados CoA son formados in vivo en ciertos tejidos de 

mamíferos y se ha sugerido que estos podrían inhibir enzimas cuyos sustratos son la CoA o 

acilCoA (Figs. 1 y 2) (Lay el al. 1975, Carringer el al. 1978, Lamoreux y Frear 1979, Leavlt y 

Penner 1979, Caldwell 1984, Harwood 1989) También es probable la alquilación de las enzimas 

que tienen grupos tiol como sitios activos o alostéricos, COmo la coenzima A involucrada en 

varios procesos metabólicos de las células vegetales y animales (Fuerts 1987). 

Investigaciones recientes en mamíferos han demostrado inhibición de la actividad de la 

enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) en mitocondrias de hígado de ratones inyectados 

intraperitonealmente con 8 mg/Kg de tiobencarb, pebulate, vernal ate, tria late, cicloate, eptam o 

EPTC, molinate y sus metabolitos sulfóxidos después de 2 h del tratamiento. Posterior a la 

aplicación 40 mg/kg de los mismos herbicidas se administra etanol (lODO rnglkg) y muestran el 

mismo efecto sobre la ALDH pero correlacionado con el aumento de la concentración del 

acetaldehído en sangre y en cerebro, de los 8 tiocarbamatos administrados, el EPTC y sus 

metabolitos fueron inhibidores más potentes de la ALHO y en menor grado el butilate y sus 

metabolitos (Quistad el ,,1 1994). 

La correlación de la toxicidad observada en las raíces tratadas a concentraciones mayores 

de molinate con el bajo contenido de proteínas (Tabla XV), aún cuando se iguala a la misma 
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concentración del testigo, apoya el hecho de que al morir las células de la raíz no ocurre el 

metabolismo del herbicida y por lo tanto no se presenta actividades genotóxica ni citotóxica en 

las células humanas en cultivo al aplicarle los extractos. Mientras que en el caso de los 

tratamientos con butilate a las mismas concentraciones no hubo toxicidad y el tejido vegetal se 

observa normal, conteniendo la cantidad de proteinas similar en todos los casos (Tablas XIV y 

XV). Sin embargo, a concentraciones mayores los extractos tienen acción tóxica para los cultivos 

de linfocitos ya que no se encuentran células de ningún ciclo de división, pero se hallan algunos 

núcleos estimulados, lo que puede explicarse con base en la respuesta de toxicIdad diferencial de 

las celulas humanas a los metabolitos del herbicida. Es decir el molinate es altamente tóxico para 

las células vegetales, mientras que el butilate lo es para las humanas (Tablas 1 y II). 

Cuando molin&te y butilate son ensayados directamente COIl la mezcla S I O (sistema de 

activación in vitro) se confirma la capacidad de biotransformación llevada a cabo in vivo por la 

raíz de Vicia fliba con la constitución de metabolitos altamente reactivos al DNA, reflejado en la 

inducción significativa de IeH en células humanas (Tablas III y IV) 

A pesar de que algunos estudios han demostrado que no hay muchas variaciones en los 

experimentos de activación mutagénica con sistemas de plantas completas y homogeneizados 

(Streibig 1988), en esta investigación se notan diferencias en la respuesta genética, ya que en el 

método de activación in vitro se observa que a partir de 50 ppm de butilate la inducción de lCH 

es exponencial, mientras que para el molinate el comportamiento es asintótico (Tablas III y IV). 

El incremento de ICH al coincubar el molinate más los cultivos de linfocitos con la mezcla S 1 O 

(sistema de activación metabólica ilr vi/ro) donde se observa significancia con 50 y 75 ppm y 

con 100 Y 200 ppm fue asintótica, posteriormente los valores declinan hacia las cifras del testigo 

(Tabla IV). Se puede inferir que la meseta mencionada (Tabla IV) sea el resultado de una 

saturación enzimática C,;on respecto a la concentración del herbicida, comportamIento semejante 

al observado en las enzimas Mikhaelianas. El decremento de ICH a frecuencias del testigo en 300 

ppm de molinate posiblemente sea debido a la desnaturali~ación de las enzimas contenidas en la 

fracción S 1 O, ocasionada por la elevada concentración del plaguicida, sin que hayan sido 

afectadas las células humanas pues no se observa inhibición de la mitosis ni daño citogenético 

(Tabla IV). Además al comparar la respuesta genotóxica, es mayor en la activación in )livo que 

en el esquema ill vi/ro y se nota una clara relación concentración-respuesta (Tablas 1 a IV). Las 

diferencias en las frecuencias de ICH en los linfocitos .entre los dos procedimientos de activación 
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metabólica (in ,'ú'o e ;n ,.ilro) puede estar relacionada con el tiempo de exposición de las células 

a los metabolitos activos ya que en el ensayo in pivo son incubadas por 48 h mientras que en el 

sistema in l·itro unicamente 4 horas y probablemente en ambos métodos activación se formen los 

mismos metabolitos por las reacciones de oxidación asistidas por el sistema MFO, pero con 

distintas concentraciones y actividades sobre los linfocitos en cultivo. 

En experimentos sobre el metabolismo de algunos herbicidas en cultivos de células 

vegetales y en plantas completas de varias especies se han obtenido curvas similares de 

concentración-respuesta, concluyendo que no hay diferencias cualitativas en el metabolismo de 

los herbicidas en ambos sistemas (Zilkah y Gressel 1977, Schuphan el ti/. 1979,1984, Camper y 

McDonald 1989, Harm y Kottuts 1990, Olofsdotter el tll. 1994) No obstante pueden existir 

variaciones cuantitativas entre los dos ensayos por numerosos f..1ctores que afectan la respuesta 

en las células en cultivo con una fracción enzimática como son la ausencia de membrana y de 

pared celular, de tejidos y de organelos~ por el contenido y/o tipo de proteínas, en sus actividades 

enzi máticas y biológicas, ocurriendo dos tipos respuestas la positiva en in Vil'O y la negativa in 

vilro O lo contrario (Casida el tll. 1974, 1975, Carringer el ti/. 1978, Barak el ti/. 1983, Hess 1985, 

1987, Grover 1988, Grover y Cessna 1991, Hatzios 1991). Sin embargo, en este trabajo se 

evidenció respuesta genotóxica positiva en los dos esquemas de activación metabólica pero con 

diferencias cualitativas y cuantitativas en la inducción de IeH y en las concentraciones utilizadas 

de los dos herbicidas. 

En el sistema activación in vitro se utilizaron concentraciones más bajas, debido a que los 

dos tiocarbiunicos estuvieron directamente con la fracción enzimática SI 0, no así cuando se 

aplicaron a las raíces, las vías de entrada, absorción y translocación fueron diferentes ya que en 

muchos casos pueden atravesar la pared celular o la membrana plasmática a los organelos 

celulares hasta alcanzar su sitio de acción, almacenarse y causar fitotoxicidad. Las características 

bioquímicas de la molécula herbicida, incluyendo sus propiedades ¡ipofilicas y la acidez, son 

esenciales en la permeabilidad de las membranas celulares para que la célula vegetal controle la 

absorción y la incorporación Muchos herbicidas se mueven a través de membranas celulares vía 

difusión no facilitada debido a que la bicapa lipídica es permeable a xenobióticos neutros y 

Iipofilicos. La absorción activa de los herbicidas lipofilicos, iónicos o ácidos débiles pueden ser 

mediados por un mecanismo de canales jónicos, en donde la forma menos lipofilica o aniónica se 

deposita en compartimientos alcalinos de la célula, también los herbicidas pueden acumularse en 
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las células vegetales por conversión de metabolitos no fitolóxicos _uniéndose a los constituyentes 

celulares ó a los Jípidos. Existen evidencias de que también los herbicidas tiocarbámicos se 

mueven a través de las membranas celulares mediante procesos mediados acarreadores donde su 

incorporación es dependiente de energía y la absorción puede ser saturada y/o disminuida por 

inhibidores metabólicos y compuestos de estructuras similares (Nalejawa 1964, Nalejawa el al. 

1968, Nakamura el al. 1977, Schupan el al 1984, Devine 1989, Devine y Vanden-Born 1991, 

Hatzios 199!, Sterling 1994). La exposición de las raíces de Vicia faba por 4 h, con las 

concentraciones del butilate y de molinate, manifestaron ser las adecuadas para su absorción y 

transporte, a través de la membrana y pared celulares de raíz de Vicia faba y su posterior 

modificación enzimática, dentro de la célula vegetal, a metabolitos genotóxicos que 

interaccionaron con el DNA de los linfocitos en cultivo. 

Para tener la certeza de la capacidad metabólica de la raíz de Vicia faba tanto in I,b,o 

como jn ¡'ilrO, se empleó al etanol como testigo positivo que mostró ser un promutágeno activado 

por el haba en ambos sistemas al duplicar el valor de los IeH sobre los linfocitos, que cuando se 

aplicó directamente. Este comportamiento concuerda con el obtenido por Takehisa y Kanaya 

(1983,1986), Takehisa ell/l_ (1982, 1988) en células de criceto dorado y en linfocitos humanos 

por Calderón-Segura (1993) y Gómez-Arroyo el ([/. (1995) con el mismo sistema de activación 

vegetal. El etanol es metabolizado a acetaldehido por la acción de la enzima citosólica alcohol 

deshidrogenasa (ADH), la cual requiere al nicotmamida adenina dinucleótido (NAD) como 

cofactor ya ácido acético por la aldehído deshidrogenasa (ALDH) dependiente de NAD, reacción 

que ocurre principalmente en las mitocrondrias y en el citoplasma El acetaldehido es el principal 

inductor de ICH en linfocitos humanos in I'ilra en presencia de la enzima ADH y del cofactor 

NAD (Obe y Ristow 1970, Obe el al. 1979, 1986). 

Adicionalmente al análisis citogenético, en ésta investigación se evaluaron los efectos que 

sobre el cultivo de linfocitos tienen los dos herbicidas tiocarbámicos mediante la cinética de 

proliferación celular a través del índice de replicación, así como también se hicieron 

determinaciones del índice mitótico para detectar la citotoxicidad, encontnindose que en los 

tratamientos de 48 horas en los cuales se aplicó el butilate directamente a los cultivos, se observa 

que en las concentraciones de 50, 75 Y 100 ppm aumenta la cantidad de células MI y disminuye 

las de M3, lo que implica que este herbicida está provocando un retraso en la progresión del ciclo 

celular, este hecho se refleja en la disminución del índice de replicación. En el 1M se nota que a 
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medida que se incrementa la concentración disminuyen los valores hasta que se provoca la 

muerte celular, en estos casos no se encuentran núcleos estimulados (Tabla V) 

En los tratamientos de 48 horas con los extractos de la raíz de V. faba que contienen los 

IIlctabolitos del butilate, se observa un comportamiento totalmente distinto, ya que en las 

concentraciones mayores (300 y 400 ppm) disminuye la cantidad de células MI y aumentan las 

M3, lo cual significa que hay una aceleración del ciclo celular, lo que sugiere que se está 

ocasionando un estimulo. Sin embargo, este hecho no se refleja en el lR donde las diferencias no 

son significativas, lo cual justifica el empleo de la X2 modificada que permite contrastar de 

manera independiente las células MI, M2 Y M3. Con respecto al 1M, se advierte que disminuye a 

medida que aumenta la concentración, hasta que se produce la muerte celular, en donde tampoco 

se encontraron células estimuladas (Tabla V). 

Con el molinate en los tratamientos directos al cultivo de linfoc:tos por 48 horas se evidencia 

un comportamiento similar al del butilate. A partir de 7S ppm se incrementa la cantidad de 

células MI y decrece la de M3, lo que significa que este herbicida también causa retraso en la 

progresión del ciclo celular, este efecto se ve claramente reflejado en el lR, que decrece respecto 

al testigo de acuerdo a la concentración. El 1M a partir de 50 ppm se reduce de manera 

proporcional a la concentración del molinate, hasta originar la muerte celular, ya que no se 

observaron células estimuladas (Tabla VI). 

En los tratamientos en los cuales se aplican por 48 horas los extractos de V. faba que 

contienen los meta bolitas del molinate, solo en 200 y 300 ppm se observa efecto, ya que se 

incrementa la cantidad de células M I Y disminuyen las M3, al igual que con el butilate se está 

provocando retraso en la progresión del ciclo, este hecho se evidencia en la disminución del IR. 

En 400 ppm no hay cambios en estos parámetros, debido a que el molinate causa la necrosis de 

las raíces de Viciajilba, lo que probablemente evita que se realice el metabolismo del herbicida y 

por 10 tanto no hay efecto (Tabla VI). 

Respecto al 1M se observa que a medida que aumenta la concentración disminuyen los 

valores, sin llegar a inhibir la mitosis. El hecho de encontrar diferencias significativas en 400 

ppm, implica que el 1M es un criterio de evaluaCIón sumamente sensible, ya que es probable que 

antes de morir las células de V. fllbll llevan a cabo cierta actividad que produce metabolitos en 

bajas cantidades, que no es posible detectar con el ¡eH y el IR 
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Al aplicar a los linfocitos por 48 horas el extracto de V. f(lba sin tratamiento (fracción S I O), 

ninguno de los puntos analizados se altera. Este mismo comportamiento es observado para el 

etanol agregado en forma directa o en los extractos que contienen sus metabolitos (Tablas V y 

VI) 

En los tratamientos de 4 horas en los cuales se induce el metabolismo in vitro , se nota que 

con butilate se provoca disminución de células M 1 Y aumento de M3, lo cual como anteriormente 

se menciona significa que este herbicida produce aceleración del ciclo, sin embargo otra vez, este 

hecho no se reneja en el IR. Con respecto al 1M en estas condiciones de tratamiento por 4 horas 

no hay una caída paulatina, ya que en 200 ppm se produce la muerte celular. Cuando además del 

butilate se adiciona la mezcla S JO, a partir de 75 ppm se observa el mismo comportamiento, pero 

se disminuye la toxicidad ya que la muerte celular ocurre en 300 ppm (Tabla VII). 

Con el molinate aplicado directo a los linfocitos por 4 horas en los ensayos de metabolismo in 

)'111'0 se advierte nuevamente la disminución de células MI y el aumento de M3 únicamente en 

100 y 200 ppm, en este caso dicho fenómeno tampoco se refleja en el IR En relación al 1M a 

partir de 50 ppm se aprecia que baja de manera similar en todas las concentraciones y en la 

mayor (300 ppm) sucede la muerte celular. Al agregar además del molinate la mezcla S10 a los 

cultivos de linfocitos no se perciben diferencias significativas en ninguno de los casos, por lo que 

al ser metabolizado el herbicida es menor su toxicidad (Tabla VIII). 

Al añadir a los cultivos solamente la mezcla S 1 O, no se observan alteraciones, mientras 

que con el etanol, con y sin la mezcla se encuentra aceleración en la progresión del ciclo, ya que 

hay disminución de células MI y M2 y aumento de M3, de nuevo este comportamiento no se ve 

reflejado en el IR. El 1M no se altera (Tablas VII y VIII). 

El retraso de la progresión del ciclo celular de los linfocitos humanos en cultivo 

provocado por el butilate y el molinate y sus metabolitos, indica que posiblemente las moléculas 

originales de los dos herbicidas y sus productos de la activación, interfirieron con la estimulación 

de la fitohemaglutinina, con la disponibilidad de los nutrientes y otros factores que afect~ron a las 

células humanas a proseguir su ciclo celular normal. Kuroda el al. (1992) encuentran disminución 

del índice mitótico (1M), en las células de la línea VT9 de criceto dorado in l'ilro dependientes 

de las diversas concentraciones entre 10 Y 100 ppm de molinate aplicadas. Este comportamiento 

coincide con el del butilate y molinate agregados directamente ( tratamiento por 48 h) Y el 

molinate activado in V;W) (Tablas V y VI). 
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La modificación de la proliferación celular de los linfocitos humanos inducida por un 

mitógeno ha sido propuesta como un biomarcador de daño de exposición a los agentes tóxicos 

(Snyder y Valle 1991, Rojas el al. 1992, Ostrosky 1994, Gonsebatt el al 1995). Muchos agentes 

químicos que son inmunosupresores en los seres humanos, también muestran acción 

carcinogénica (Tomatis et al. 1989). Sin embargo no existen evidencias que demuestren alguna 

correlación entre éstos dos procesos, pero se ha sugerido que sí un agente químico carcinogénico 

allcra los patrones normales de la proliferación o diferenciacjón celular debe ser considerado 

como un agente inmunotóxico (Luster el af. 1992). 

El estímulo de la proliferación de los linfocitos al ser tratados con el molinate, el etanol 

activado i/l ,'itro, el butilate y sus metabolitos quizás se deba a que aumentan la respuesta 

mitogénica a la fitohemaglutinina y/o activan a proteinas u otros factores que inducen el proceso 

de división celular. 

La respuesta de los linfocitos en cultivo a la exposición de los dos compuestos 

tiocarbámicos y a sus metabolitos, en los dos esquemas de activación metabólica in ,'ivo e in 

"itro, fue diferencial. siendo las células más sensibles al daño a tiempos más prologandos (48 h), 

que a los tratamientos conos (4 h), posiblemente las diferencias de los efectos sobre la 

proliferación celular y el índice mitótico se deba al tiempo de tratamiento y a la sensibilidad de 

las poblaciones celulares con DNA sustituído por la 5-BrdU, ya que en el método ill Vil'O se 

aplican tratamientos por 48 h, en células de 24 h cultivo cuyo ONA se duplica en presencia de la 

)·BrdU y no están sustituidas sus hebras, mientras que en el ensayo ;11 )'itro por 4 h es en células 

que fueron sembrados 48 horas antes, las cuales han pasado un ciclo en presencia del análogo y 

sus cromátidas están unifilarmente incorporadas 

Con la fracción S JO Y el etanol activado ilJ J'h'lJ no se observa efecto sobre la proliferación 

y el índice mitótico, datos que se corroboran a los obtenidos por Calderón-Segura (1993) y 

Gómez-Arroyo el 111. (1995), con el mismo sistema de activación vegetal 

Las alteraciones de la proliferación celular y el índice mitótico de los linfocitos en cultivo 

puede indicar la actividad ínmunotóxica de los plaguicidas. lo cual debe ser considerado como un 

riesgo inicial para la salud humana y animal. ya que de ésta clase de herbicidas son muy escasas 

las investigaciones sobre estos criterios de evaluación 
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El efecto citogenético obtenido en las células de los meristemos apicales de la raíz de 

Vicia [(Iba con ambos tiocarbamatos indicó que no sólo el DNA de las células humanas es el 

blanco de acción sino también el de la planta misma. El promedio de 30.32 ICHlmetafases en el 

testigo (raices de Viciafilba, sin tratamiento), coincide con los valores descritos por Kihlman y 

Andersson (1982, 1984), para cromosomas cuyo DNA ha pasado por dos ciclos de replicación en 

presencia de la 5-BrdU (TB-BB, Fig. 3) Y de otros estudios con el haba (Kihlman y Kronborg 

1975, Schcid 1976), al igual que en el sistema in Vil'O, se encontró un claro comportamiento de 

concentración-respuesta y se observó que de los dos herbicidas ensayados, el molinate tiene 

mayor efecto fitotóxico que el butilate (Tabla IX). A pesar de que hay pocas investigaciones 

sobre efectos genéticos inducidos por los herbicidas tiocarbámicos en vegetales, se ha descrito 

que el dialate y el trialate provocan aberraciones cromosómicas, células multinucleadas, 

micronúcleos, alteraciones en la morfología de los cromosomas e inhiben la mitosis en 

merislemos apicales de hojas de Irigo (Nalewaja 1964, Nalewaja e/l/f. 1968, Banling 1970, Hess 

1987, Vaughn y Lehnen 1991). Gómez-Arroyo e/ al. (1992), producen con el molinale 

aberraciones cromosómicas en metafase como rompimientos cromatídicos e isocromatídicos y 

anillos cromatídicos; en anafase, fragmentos y puentes sencillos, cromosomas con el centrómero 

inactivado, isocromosomas y alteraciones en el huso mitótico, en concentraciones mayores causa 

muerte celular. Estos resultados apoyan que el molinate y quizás el butilate se comportan como 

agentes alquilantes y p')r lo tanto con un comportamiento S-dependiente en la inducción de los 

ICH tanto en células vegetales como en las animales (Carringer el ,,1. 1978, Lamoreux y Frear 

1979, Leavil y Penner 1979, Caldwell 1984), ya que el ¡CH es considerado como un evento que 

requiere de la rase de sinlesis (S) (Painler 1982). 

Por otra parte, cuando se ensaya la actividad mutagénica de agentes químicos por el 

metabolismo animal o vegetal, in vilro O in vivo, en ambos sistemas el efecto depende no 

únicamente de la estructura y de la dosis de estos agentes sino que existen otros factores, tales 

como el estado del ciclo celular en el momento de la expo.sición, la tensión de oxígeno y bióxido 

de carbono, la luz, el pH, la temperatura y el contenido de proteínas de la fracción microsómica 

aislada de la planta y de la planta misma en el momento del tratamiento (Brusick J 986, Kurkdjian 

y Gruern 1989, Kanaya el al. 1992). Estos factores correlacionados con las propiedades 

físicoquímicas del compuesto pueden dar respuestas falsas positivas en células humanas en 
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cultivo, sin que necesariamente se deban a los metabolitos involucrados (Bmsick 1986, Streibig 

1988, Kanaya el al. 1992, Olofsdotter el ,,/ 1994, Sterling 1994). 

En los experimentos realizados tanto con los extractos de las raíces de Vicia faba como 

con la mezcla S 1 O con el butilate, el rnolinate y los testigos negativo y positivo aplicados a los 

cultivos de linfocitos humanos de 4 h Y 48 h de tratamiento, el pH osciló entre 70-72 (Tablas 

XII a XV). rango nonnal que no tiene influencia sobre el efecto mutagénico. La concentración de 

proteína utilizada fue constante en la mezcla S 10 (activación metabólica in vitro) y en los 

extractos de las raíces tratadas con los dos herbicidas y los testigos positivos, aplicados a los 

cultivos de linfocitos en los dos experimentos, excepto para las concentraciones mayores de 

molinate las cuales disminuyeron significativamente, en este caso se llevó a igual concentración 

con la fracción micrúsómica SlO. Este efecto secundario fue sirniliar al obtenido con el 

insecticida propoxur con el mismo esquema de tratamiento (Gómez-Arroyo el a/. 1995), el cual 

es inducido por la mayoría de los tiocarbámicos en diferentes órganos de diversas especies de 

planlas (Ashlon el al. 1977, Fuerts 1987, Mann el tI/. 1965, Moreland el ti/. 1969). 

Los resultados mostrados en las tablas (1 a IV y IX), indican que ambos herbicidas son 

eficientes inductores de IeH tanto in l'h'o como in l'itro en linfocitos humanos en cultivo, previa 

activación metabólica por Vicia faba y en el DNA de las células meristemáticas de la planta 

misma. Muchos agentes químicos han mostrado ser mutagénicos y/o carcinogénicos tanto en 

sistemas animales como en vegetales in l'itro e in vivo. Otros compuestos inducen daño in vivo 

pero ;" l'itro no o viceversa o son débilmente positivos Xing y Zhang (1990) demostraron efecto 

mutagénico más potente en meristemos apícales de Viciafabtl de 12 agentes inductores de ICH 

que en cultivo de linfocitos humanos Asimismo, Zhang el a/. (1991) comprobaron el mismo 

efecto con otros compuestos en meristemos de raíces de Vicia faba J HortleUJII ",ligare y Seca/e 

cerea/e. La respuesta mutagénica provocada por los dos herbicidas sobre el DNA de las células 

meristemáticas de Vicidfaba, siendo más potente el butilate que el molinate aunque este último 

más fitotóxico (Tablas IX) corrobora que esta planta es un sensor de agentes químicos 

mutagénicos y que la utilización de los IeH tanto en plantas como en animales es un método 

citogenético adecuado para detectar mutágenos y/o carcinogénos químicos (Kihlman 1975, Grant 

1994). 
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VII. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados de esta investigación se puede concluir lo siguiente 

• Los herbicidas tiocarbámicos butilate y molinate son mutágenos indirectos que se activan a 

través del metabolismo vegetal. 

• Los extractos de Vicia faba obtenidos de las raíces expuestas a butilate y molinate 

(tratamientos in vivo) contenían los metabolitos que fueron capaces de inducir IeH de manera 

significativa> con una clara respuesta de concentración-cfecto 

• Al coincubar in vi/ro, los dos herbicidas con la mezcl~ S10 de las raíces de Vicia/aba y los 

linfocitos humanos en cultivo, se llevó a cabo su biotransformación y al ser activados 

provocaron ICH, siendo una respuesta asintótica para el caso del molinate y de 

concentración-efecto la del butilate. 

• Los linfocitos en cultivo disminuyen sus índices de replicación y mitótico, cuando son tratados 

por 48 horas con los extractos de las raíces tratadas in vivo con butilate y molina!e, 

presentando respuesta concentración-efecto. En el caso del butilate se observa estimulo en la 

división de los linfocitos humanos y a concentraciones elevadas disminuye el índice mitótico. 

• El butilate sin y con activación metabólica por la mezcla SI 0, estimula el ciclo celular de los 

linfocitos en cultivo y no modifica su índice mitótico. Con el molinate tiene el mismo efecto 

sobre el ciclo, pero disminuye el índice mitótico y no cambia el índice de replicación. Sin 

embargo, activado in vitro no altera ninguno de los parámetros. 

• Los índices de replicación y mitótico de los linfocitos, estimulados por la fitohemaglutinina son 

más afectados por los dos herbicidas tiocarbámicos sin y con activación metabólica in vivo y 

con tratamientos más prolongados. 
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• El butílate con y sin activación metabólica por la raíz de Vicia faba in vil,o e in vitro, es más 

tóxico en Jos linfocitos humanos, que el molinate. 

• Los dos herbicidas tiocarbámicos a concentraciones elevadas inhiben la mitosis de las células 

meristemáticas de Vicia jaba y ocasionan la muerte celular de los linfocitos humanos en 

cultivo. Pero el molinate es más fitóxico para la raíz de Vicia faba que el butilate y éste último 

lo es para los linfocitos. 

• El butilate y el molinate son genotóxicos en las células meristemáticas de Vicir, faba al 

incrementar significativamente los ICH, de manera dependiente a la concentración 

• La raíz de Vicia faba es un biomonitor de daño genotóxlco de herbicidas tiocarbámicos y de 

promutágenos, mostrado por el aumento significativo de intercambios de cromátidas hermanas 

(ICH). en los cromosomas de la planta misma y en los linfocitos humanos en cultivo, aunado a 

este efecto se evidencia su acción citotóxica al provocar muerte celular a concentraciones 

elevadas. 

• Los herbicidas molinate y butilate son plaguicidas que en nuestro país son asperjados en los 

cultivos de maíz y arroz de manera irracional y en condiciones ¡napropiadas de protección y 

el hecho de que esta planta biotransforme a estos compuestos y ejerzan su acción sobre el 

DNA y alteren la proliferación de las células del sistema inmune, deben de considerarse ya que 

pueden representar un peligro potencial para la salud humana y animal, tanto la molécula 

original como sus metabolitos, ya que estos últimos podrían quedar almacenados e inactivos en 

la célula de cualquier órgano como en las hojas, en los tallos o en los frutos de los cultivos y 

en el momento de ser ingeridos por los seres humanos y los animales, posiblemente les 

induzcan este tipo de alteraciones u otros efectos fisiológicos y metabólicos. 
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TABLA 1. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS POR 
BUTlLATE SIN y CON LA ACTlVACION METABOLICA POR Viciafaba in 

Testigo 

. . 
\.'n"o 

Cultivo de linfocitos 
Tratamientos directos 
con bulilatc 
ppm (molaridad) 

6.25 (3X (O"5) 

12.10 (5.8XIO·j) 

50 (2 3 X 10-4) 

75 (3 5 XIO-I) 

100(46 XIO-'} 

200 tI} 2 XIO~) 

Testigo Negativo 
Culli\o de linfocitos + 
btmctos de raíces de 
Vicia faba sin tratamiento 
Testigo Positivo 
Culli\'o de linfocitos + 
Extractos de raíces de 
Vicia faba troladas eDil 

Etanol 3600 (lXIO-l) 
Culti\o de linfocitos + 
E:\lmClosdc ViCia/aba 
tmladas con butilalC 
ppm (molaridad) 

100 (HXIO-') 

200 (9 2 XIO-I) 

300 (lA XIO-J) 

400 (1.8 XIO·') 

51" (2.3 XIO·.1) 

750 (3..1 XJO-J) 

\I1011 (4.6 X 10-.1) 

1500 (6 tJ XW-3) 

2000 (9.2 X 10<1) 

apromcdio de dos experimentos 

bn=:'iO Illctafascs 

eNo se ooscnaroli células estimuladas 

5.30 + 0.15 

5.26 ± 0.14 

5 ... 8 ± 0.12 

5.14 ± 0.24 

622 ± 0.25 

6.56 ± 0.26 

),Iucnc nluJarc 

".84 + 0.33 

6.44 ± 0.23 

11.68* ± 0.50 

8.48* ± 0.58 

1-'.16* ± 0.46 

17.00* ± 0.84 

24.23* ± 1.20 
O" 
O·· 

O'· 

O·' 
O°, 

No se encolllraroll melarascs de ningun ciclo de dIvisión. pero si núcleos cSlimulados 

*Sc obhl\'lcron direrencias sigllificalivCls entre los tesligos y c<lda gmpo de tratamiento por anáhsis 

dc ,arian"~1 F= 129.92. el valor de P< 0.0001, cntonces se nphcó la pnlcba de cOlllpawción mídtiple 
de Nc\\ illan-Keuls. P < O 00 I 



T AULA 11. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS 
POR MOLlNATE SIN y CON LA ACTIVAClON METABOLlCA 

POR Vicia/aba iJl vivo 
a 

X' ± E.E 
TcslIgo 5.36 ± 0.14 
Culth'o de linfocitos 
Tratamientos directos 
Con molinale 
ppm (moJaridad) 

25 (I.JXIO-4) 6.6' ± 0.20 

50 (2.7XIO-4) 6.18 ± 0.22 

75 (4 X 10-4) 6.68 ± 0.21 

100 (5.3X 10-4) 5.40 ± 0.19 

200 (1 X W-3) 5.32 ± 0.14 

300 (1.6XW-3) Muerte celular' 

Etanol 3600 (lXlO-1
) 4.84 ± 0.33 

Testigo Negativo 
Cultivo de linfocitos + 
EXlraclosde Vidafaba 
Sin tratamiento 6.44 ± 022 
Tcstigo Positivo 
Culli\"o de linfocitos + 
E:\lractos de Viciafabu 
Tratadas coo Eranal 
3600 (IXIO") 11.00* ± 0.05 

Culli\'o de linfocitos + 
Extractos de Viciafaba 
Tratadas con molinate 
ppm (molaridad) 
100 (5.3 XIO-4) 8.02* ± 0.30 

200 (IXIO-4) 12.40* ± 0.18 

100 (1.6 XW-3) 17.78* ± 023 

400 (2 1 XW-3)d 4.46 ± 0.20 

500 (2.7 XW-3) 6.12 ± 0.13 

750 ("XIO~J) 5.48 ± 0.11 

1000 (5.3 XID·3) 6.34 ± 0.24 

1500 (8XIO·3) 6.00 ± 0.21 

2000 (lXID-2) 5.-15 ± 0.16 
a 
Promedio de dos c:\pcrimcntos 

h 
n=50 IUclarascs 

(No se observaron células cstimuladíls 

lIR¡,iccs nccrosadas 

*Sc oblm'icrOIl direrencias significativas enlre los testigos y cada gmpo de tratamiento por ¿1I1{llisIS 
de \',uianza F=28.80, el valor de P<Ü.OOO l. entonces se nplicó la pmcba de compnración múltiple de 
Ncwman·Kculs. P<:O.OOI. 
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TABLA 111. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS POR 
BUTILATE SIN y CON LA ACTlYACION METABOLlCA in varo, 

POR LA MEZCLA 510 DE VicjfJjáb(/' 

X' ± KE 
Testigo 5.06 ± OAI 
Culti\"o de linfocitos 
Tratamientos dircctos 
Con butllalC 
ppm (molaridad) 

25 (I.IXW4 ) 416 ± 0.29 

50 (2.3X 104 ) -U~ ± 0.38 

75 P_5X 10-4) 3.72 ± 0.28 

100 (4.6XI04 ) ·U6 ± 0.25 

200 (9.2XI04 ) Muert(' celularc 

Etanol3600 (1XlO-') 4.60 ± 0.28 
Testigo Negativo 
Cultivo de 'infoci(os + 
MC.lda S 10 de Vidu faba 528 + 0.39 
Testigo Positivo 
Cultivo de linfocitos + 
Mezcla S 10 de Vida faba 
+ Elanol3600 (IXIO .. 1) 8.78* ± 0.28 
Culti\'o de IinfociLos + 
Mezcla Sto de Vida/aba 
+ butilate 

ppm (molaridad) 
25 (1. IXI04 ) 5.05 ± 058 
50 (2 3XW-4 ) 6.70' ± 040 

75 (3.5 X J04) 6.88* ± 0.59 

100 (4.6X J04) 7.82* ± 0 .. 50 
2UO (9 2X JO-3) 8.20* ± 048 
300 (I4XIO-3) Muerte ctluJar< 

• 
Promedio de dos experimentos 

b 
n=50 1l\clafascs 

eNo se observaron mclafascs de ningún ciclo de división y células estimuladas 

*Sc Oblu\'icron diferencias significativas entre los tcstigos y cada grupo dc tratamicnto por arl<1lisls 
dc \arianz.1 F= 17.692, el valor dc P<.1J.OOO l. cntonccs se aplicó la prueba de comparación múll1plc dc 
Ncmuan-Kculs. P<O.OOI. 



TABLA IV. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS 
POR MOLINATE SIN y CON LA ACTlVACION METABOLICA 

;n .. ·jlro, POR LA MEZCLA S10 DE Viciufub',a 

X' ± E.E 
Tcslígo 4.96 + 0.59 
Culti\'o de Iinfocilos 
Tratamientos directos 
con malinale 
ppm (molaridad) 
25 (I.3XIO"') 5.10 ± 0.40 

50 (2.7XIO"') 4.12 ± 0.24 

75 (4XIO"') 4.78 ± 0.33 

100 (5.3X 10"') 5.26 ± 0.34 

200 (1 X W-') 5.42 ± OAI 

300 (1.6XIO·3) MUi'r1e ccluJdr' 

Elanol3600 (1 X 10.1) HO + 0.28 
Tcsligo Negati\"O 
Cultivo de linfocitos + 
Mezcla S 10 de Vicia fuba j 28 ± 0.39 
Testigo Posíli\'Q 
Cultivo de hnfocilos + 
Mezcla S 10 de Vidu Juba 
+ E1an013600 (IX 10·') 8.78* + 0.28 
Cultivo de linfocitos + 
Mezcla S 10 de Vida Juba 
+molinatc 

ppm (molaridad) 

25 (1 3XIO-4) 5.74 ± 0.36 

50 (2.7XIO"') 7.06* ± 037 

75 (4 X104) 8.30· ± 0.56 

100 (5.3XIO"') 7.36* ± 0.44 

200 (lXIO·') 6.14* ± 0.41 

300 (1.6X 10.3) 5.58 ± 0.34 

• 
b 
Promedio de dos experimentos 

n=50 me/arases 

eNo se obscr\'aron. mclafascs de ningún ciclo de diVIsión ~ células CSlullulCldas 

*Se oblu\ icron diferencias significativas entre los testigos}' c. ... da grupo de (ratamiento por análisis 
de varianz.a F= 13.107. el vaJorde P<tl. 0001. enlonccs se aplicó la pmeba de comparación lIlídllple de 
NewlIl,1n-Keuls. P<tl. 001 
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TABLA V. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA. SEGUNDA y TERCERA DIVISIONES 
E íNDICES DE REPLICACIÓN Y MITÓTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN 
CULTIVO TRATADOS CON BUTlLATE SIN y CON LA ACTIVACIÓN METABÓLICA 

DE Viciafaba in vjvo
3 

Tratamientos directos (48 h) 
MI M2 M3 %IRb %11\1< 

Testigo 
Bulllale 

38.0 30.0 32.0 1.9 4.7 

ppm (molaridad) 
6.25 (3XIO") 

12.50 (l.8XIO") 
50 (2 3XIO·..I) 
75 (3.5XIO") 

100 (4.6XIO") 
200 (9.2XIO") 
300 (1.4XIO·') 
400 (1.8XIO·') 
500 (2.3XIO·') 
Fracción SIO 

30.0 32.5 
32.0 3-1.0 
-t 1.0* 40.0* 
46.0* 38.0* 
79.5* 11.5* 

375 2.1 
34.0 2.0 
19.0* L8* 
16.0* 1. 7* 

9.0* 1.3* 
Muerll'ccluJar

d 

E.anoI3600 (IXIO") 33.0 36.0 31.0 2.0 

¡)Promedio de dos experimentos 

blndicc de Replicación 

clndlcc Milótico, n= 2000 células 

liNo se encontraron células eslimuladas 

3.4* 
3.0* 
2.4* 
1.3* 
0.3* 

3.2 

Activación in vivo (48 h) 
MI M2 M3 %IW %IM< 
35.5 30.0 34.5 2.0 -1.7 

425 34.5 23.0 1.8 3.1* 
24.0 32.5 .l3.5 2.2 2.8* 
180* 25.0* 570* 2.4 1.4* 
12.0* 31.0* 57.0* 2.5 1.2* 

Muerte "eluldr 
, 

35.0 35.0 30.0 2.0 46 
33.0 30.0 37.0 2.0 4.0 

""Se obtuvieron diferenciaS significativas entre el testigo)' cada grupo experimclll<ll con X2
, P< 0.05 



TABLA VI. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES 
E INDICES DE REPLICACIÓN Y MITÓTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN 
CULTIVO TRATADOS CON MOLINATE SIN y CON LA ACTIVACIÓN METABÓLICA 
DE Viciafaba in vivo" 

Tratamientos directos (48 h) Activación in vivo (48 h) 
Ml M2 M3 %IRb %IM" MI M2 M3 %IRb %IM" 

Testigo 
Molinatc 

38.0 30.0 32. 1.9 n 

Ppm (molaridad) 
25 (I.JXIO~) 
50 (2. 7X IO~) 
75 (4XIO~) 

100 (5.3XIO~) 
200 (IXIO~) 
300 (1.6XIO·') 
400 (2. IX 10")' 
Fracción SIO 

Elano13600(IXlO-1
) 

31.1 
30.5 
47.5* 
65.5· 
72.0· 

33.0 

KPromedio de dos experimentos 

b1ndicc de Replicación 

38.5 
32.5 
32.5* 
25.0· 
25.0* 

36.0 

clndicc mitótico. n'" 2000 células 

dNo se encontraron células estimuladas 

30.4 1.9 4.0 
37.0 2.0 2.8* 
20.0* 1.7* 2.0* 
9.5* IA* 1.0* 
3.0· 1.3* O.S* 

MUl.'rtcceluJar
d 

31.0 2.0 3.2 

35.5 

35.5 
51.1* 
68.0· 
36.0 
35.0 
33.0 

cR.liccs de Vicia/aba necrosadas (sistema de activación metabólica in vivo) 

30.0 345 2.0 4.7 

34.5 30.0 1.9 2.9* 
35.0* l-J O· 1.6* 2.6* 
25.0* 7.0* 1..,1.* 1.9* 
36.0 28.0 1.9 32* 
35.0 30.0 1.9 4.6 
30.0 37 O 2.0 4.0 

*Sc obtuvieron diferencias significativas entre cllcsligo y c.lda grupo experimental eOIl X~, P< 0.05 



T/\BLA VII. FRECUENCIAS DE CÉLULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES 
E íNDICES DE REPLICACIÓN Y MITÓTlCO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN 
CULTIVO TRATADOS CON BUTlLATESIN y CON LA ACTIVACIÓN METABÓLICA 

DE Vicia/aha in vi/ro • 

Tratamientos directos (4 h) 
MI 

Testigo 35.5 
Buülale 
Ppm (molaridad) 
25 (1.1 X 10") 28.0 
50 (2.3XI04

) 25.0* 
75 (3 5X104

) 14.0* 
100 (4.6XI04

) lOO· 
200 (9.2X 10") 
300 (IAXIO") 
Mezcla SIO 
EI:moI3600 (lXIO· I

) 21.0· 

• Promedio de dos experimcnlos 

b Indlce dc Rcplic..ción 

M2 
30.5 

27.5 
26.0* 
34.0· 
30.0· 

17.0* 

c Indice Milólíco. n"" 2000 células 

d No se cnconlraron células estimuladas 

M3 %IRb 

34.0 2.0 

4.J.5 2.2 
49.0* 2.0 
52.0· 2A 
60.0* 2.8 

Mucrtc celular d 

62.0* 2A 

Activación in l'itro (4 h) 
%JM< MI M2 M3 %JR 

3.2 35.0 305 34.5 2.0 

3.1 26.0 300 44.0 2.2 , ' -., 24.0 43.0 33.0 2.1 
3.2 20.0· 33.5* 465· 2.3 
3.1 10 5* 23.0* 665* 2.3 

11.5* 15.5* 73.0· 2.6 
;\luerteceluJ>lrd 

16.0 49.0 35.0 2.2 
3.1 15.5* 20.0* 6·L5* 2.5 

"'Se obluvlcron diferencias signiflcalivfls enlrc cllcs¡igo) c.1da gmpo e:\perimclllal con X2, P< 0.05 

%IMC 

3.2 

3.0 
3.1 
2.6 
3.0 
2.5 

4.0 
2.6 



TABLA VIII. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRl~IERA. SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES 
E íNDICES DE REPLICACIÓN Y MITÓTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS 
EN CULTIVO TRATADOS CON MOLINATE SIN y CON LA ACTIVACIÓN 

METABÓLICA DE Vicia/aba ilt vi/ro 
a 

Tratamientos directos (4 h! Activación in vi/ro {4 h~ 
MI M2 M3 %IR" %IMC MI M2 M3 %IRb %IMC 

Tcstigo 35.5 
Molinate 
ppm (molaridad) 

25 (L3XIO.-.l) 28.0 
50 (2.7XIO") 20.5 
75 (~XIO") 19.0 

100 (5.3XI0") 17.0* 
200 (1 X 10") 15.0· 
300 (1.6X 10") 
Mezcla SIO 
Elanol3600 (IXIO·1

) 21.0· 

IIPromcdlO de dos experimentos 

brndicc de Replicación 

clndicc Milólico, n= 2000 células 

30.5 

·B.5 
29.0 
33.0 
30.5* 
25.5* 

17.0· 

tiNo se encontraron células estimuladas 

3~ 5 

28.5 
50.5 
~80 

52.5* 
59.5* 

Muerte cl'iular6 

62 O· 

2.0 3.2 355 305 3-1-.5 

20 2.3 18.0 31.5 50.5 
23 1.8* 210 37.5 415 
23 1.9* 19.5 3·1.5 ..J.6.0 
2.4 2.1* 265 310 42.5 
2.5 1.9* 195 325 48.0 

19.0 28.5 52.5 
260 48.0 210 

2~ 3.1 155* 20.0* 6-1- 5* 

*Sc obtuvieron diferencias significativas entre c11CS\igo y cada grupo cxpcrimeuwl con X~. P< 0,05 

2.00 3.2 

2.3 4.1 
2.2 3.3 
2.3" 5.5 
22 39 
23 3.8 
2.3 3.0 
2.0 3.1 
2.0 2.6 



TABLA IX. INTERCAMBIO DE CROMATlDAS HERMANAS INDUCIDOS POR 
BUTILATE y MOLlNATE EN Viciaf(Jbt? ' 

X' + E.E 

Testigo 3032 ± 2.97 
BcliJalc 
ppm (molaridad) 

25(IIXIO"') nA?" ± 2.10 

50 (2 3X 10·') 5717* ± 3.44 

75 (J.5X 10~) 6211* ± 1.20 

100 (4.6XI0") 69.50· ± 223 

200 (92XIO"') 10676-" ± 3.08 

300 (IAXIO"') Muerte celular~ 

Molinale 
Ppm (molarid.1d) 

25 (I.3XIO") 5021* ± 296 

50 (2 7X 10"') 66.71* ± 3.50 

75 (.J.OXJQ-l) 72.23* ± 3.50 

100 (HXIQ"') Muerte celular< 

apromedlo de dos c:\'pcrimenlos 
h 

n== 50 I1lctafases 

eNo se observaron mclafascs de ningim ciclo de división 

*Sc OblU\lcrOn diferencias sigrufic.ltiV3S entre el testigo}' cada grupo de tratamiento por análisis 
de varianza F3u!d .. e"'67.3-l.. FJ,kiI~ .... <=I3.1I. el \'alor de P<ü 0001, entonces se aplicó la prueba de 
comparación nnihiplc de Ncwman-Kculs, P<o.OOI 



TABLA X: DETERMINACION DE PROTEINAS EN LOS EXTRACTOS DE 
LAS RAlCES DE Vicia faba TRATADAS CON DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE BUTILATE POR EL METODO 
DEBIORADa 

Testigo negativo 
Extractos de raíces de 
Viciafoba sin tratamiento 
E:\1ractos de raices de 
Vicia jaba tratadas con 
Efanol 3600 (lXJO"I) 

Extractos de raíces 
de Jlicia faba tratadas 
Con bUlilate 
ppm (molaridad) 

100 (4.6XlO-4) 

200 (9.2XI04) 

300 (1 AX 10.3) 

400 (/.8XIO·3) 

500 (2.3XIO·3) 

750 (3.4X/O·3) 

1000 (4.6XIO·3) 

1500 (6.9X¡o-3) 

2000 (9.2X¡o-3) 

3Promcdio de dos experimentos 

X·±E.E 
~g!~1 

"'.49 ± 0.1-1. 

.J.57 ± 0.16 

3.91 ±O.26 

3.95 ±O.O-l 

3.99 ±O.OO 

·1.43 ±O.07 

4.1&±O.17 

4.60 ± 0.10 

4.7l±0.1O 

4.45 ±O.OO 

4.19 ±O.06 



TABLA XI. DETERlI-IINACION DE PROTEIMS EN LOS EXTRACTOS DE LAS 
RAICES DE VIcia fobiJ TRATADAS CON DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE MOLlNATE POR EL METODO 
DE BlORAD' 

Testigo negativo 
Extractos de raíces de 
Vicia [aba sin tratamiento 
Extractos de raíces de 
Vicia faba tratadas con 
Etanol 3600 (lXID

O

') 

Extractos de Vicia/aba 
Tratadas con molinate 
Ppm (molaridad) 

lOO (5.3XIO"¡) 

200 (IXIO-4) 

300 (1.6X 10-3) 

~OO (2. 1 X W-3)b 

500 (2.7XW-3) 

750 (~XW-3) 

1000 (5.3XIO-3) 

1500 (8XIO·3) 

2000 (IX 10-3) 

3PromcdlO de dos c.\.perimcnIos 

bR..1íccs m:cros.1.das 

X' ± E.E 

("1<M) 

-IA9± 0.14 

-U7 ± 0.16 

.l.26± 026 
-1-.56 ± 0.18 

~.09 ± 0.83 

3.24*± 0.13 

2.80*± 0.24 
2.17*± 0.30 
1.90*± 0.16 

1.31*± 0 .. 18 
L03*± 0.43 

·Se obtuvieron diferencias significativas entre el tesligo)' de cada concentración por análisis de 
varian7 .... 1 (ANOVA) F= 14.55, el valor de P<O 0001 



TABLA XII. DETERMINACION DEL I,H A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS 
HUl'tlANOS CON LOS EXTRACTOS DE RAlCES DE Vicillfahtl 

TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE B.UTILATE" 

Testigo negativo 
Cultivo de linfocitos + 
5·BrdU 
Cultivo de linfocitos 
Tratamientos directos 
Con butilalc 
ppm (molaridad) 

625 (3XIO-5) 

12.50 (5.8XIO·5) 

50 (2.3X 104 ) 

75 (3.5XIO-4) 

100 (~.6XI04) 
200 (9.2XI04) 
Etanol 3600 (IXIO·1

) 

Tcstigo Negativo 
Cultivo de linfocitos + 
Extractos de raices de 
Vicia [aba sin tratamiento 
Testigo Positivo 
Culli\'o de linfocitos + 
Extractos de raices de 
Vida faba traladas con 
E!ano) 3600 (lXJO·1

) 

Cultivo de Jinfocitos + 
Extractos de raíces de 
Viciafuha traladas 
Con butilatc 

ppm (molaridad) 
100 (4.6XIO-4) 

200 (9.2XI04) 

JOO(lAXIO·3¡ 

~OO (1.8XIO-J) 

500 (2.3XW-J ) 
750 (JAXIO-3) 

1000 (4 6XIO-J) 

1500 (6 9XI0-.1) 

2000 (9.2X 10.3) 

llprOlllooio dos c:\pcrimcnlos 

~8 h DE CULTIVO 

7.1 

7.1 

7.1 

7.2 

71 

7.1 

7.0 

7.1 

7.2 

7.2 

7.2 

7.2 

7.3 

7.2 

72 

72 

7.2 

7.1 

7.2 

70 h DE CULTIVO 

7.2 

72 

7.2 

7.2 

7.2 

7.0 

7.0 

71 

7.2 

7.1 

71 

7.1 

7.0 

7.2 

7.2 

73 

72 

71 

7.2 

81 



TABLA XIII. DETERMINACION DEL pH A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS 
HUMANOS CON LOS EXTRACTOS DE RAleES DE Vicia fllhtl 

TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MOLlNATE' 

Tcsligo 
Cultivo de linfocitos + 
S'BrdU 
Culti\'o de linfocitos 

Tratamientos directos 
Con molinalc 
Ppm (molaridad) 
25 (L7XIO-I) 

50 (2.3XIO-I) 

75 (4XIO-I) 

100 (5.3XIO-l) 

200 (lXIO·J) 
300 ( 16XIO") 
Elanol3600 (IX10·1

) 

Testigo Negatl\o 
Cullho de linfocitos + 
E'\lraclos de las raíces de 
Vicia {aba sin tratamiento 
Testigo Posith-o 
Culti,"o de linfocitos + 
Extractos de raíces de 
Viciafaba tra!.1.das con 
Elanol3600 (IXIO·1

) 

Cuhivo de linfocitos + 
Extractos de raíces de 
Viciafáblllraladas 
Con lIlolinalc 
Ppm (lIlolaridad) 

100 (5.1XI0·') 

200 (1 X 10-1) 

300 (1.6X¡0") 

400 (2. IX W·1)b 

500 (2. 7X 10-:1) 

750 (~XIU·J) 

1000 (5.1XW"¡ 

1500 (!~XIO-J) 

20{)O (1 XIII'] ) 

aprolllcdlO de dos cxpcnlllcnlOs 

hR..c1iccs nctrOSadils 

48 h DE CULTIVO 70 h DE CULTIVO 

7.1 7.2 

72 7.1 

7.1 72 

7.2 7.1 

7.1 7.1 

7.3 72 
7.2 7.2 

7.1 7.1 

7.3 7.2 

72 7.0 

7.1 7.1 
7.2 7.1 

1.3 71 

7.2 72 

7.3 7.3 

71 71 

72 7.1 

7.3 72 

7.2 73 

ez 



TABLA XIV. DETERMINACION DEL "H A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS 
HUMANOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BUTlLATE 

y LA MEZCLA S10 DE LA RAIZ DE Vicia faba
3 

Teslígo negativo 
Cuhivo de linfocitos + 
5·BrdU 
Cultivo de linfocÍlos 
Tramientos directos 
Con bulilale 
ppm (molaridad) 
25 (I.IXI04) 

50 (2.3XI04 ) 

75 (3.5XI04 ) 
100 (4.6XI04) 

200 (9.2XI04 ) 
Elanol 3600 (lXIO") 
Testigo Negativo 
Cultivo de linfocitos + 
Mezcla S I O de Vicia [aba 
Tcsligo Positivo 
Cultivo de linfocitos + 
Mezcla S I O de Vida faba 
+ Etanol 3600 (lXIO- 1

) 

CulLivo de linfocilos + 
Mcz.cla S I O de Vicia ¡ábu 
+ bultlalc 

ppm (molaridad) 
25 (I.IXI04 ) 

50 (2 3X104) 

75 (3.5XIO-I) 

100 (4.6XI04 ) 
300 (1.4X 10-3) 

apromcdio de dos c:\perimcnlos 

48 h DE CULTIVO 70 h DE CULTIVO 

7.1 7.1 

7.1 7.1 
7.1 7.1 
7.1 7.1 

7.2 7.2 
7.1 7.1 

7.1 7.1 

7.2 7.2 

72 7.2 

7.2 7.1 
7.0 7.0 
7.2 7.2 

7.2 72 
7.3 7.3 



TABLA XV. DETER1\IINACION DEL IlH A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS 
HUMA/lOS CON LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

MOLlNATE y LA MEZCLA SIO DE LA RAIZ DE Vicia faba
a 

Testigo 
Cuhi,·o de linfocilos+ 
5·BrdU 
Cultl\'O de linfocitos 
Tratamientos directOS 
Con lIlolinalc 
ppm (molaridad) 
25 (1.3XIO-4) 

50 (l.7XW-4) 

75 (~XIO-4) 

100 (5.3XIO"') 
200 (IX 10.3) 
300 (1.6XIO·') 

Efanol3600 (lXw-J
) 

Testigo Ncgali\'o 
Culti\'o de linfocitos + 
Mezcla S 10 de Vida Job" 
Tcstigo POSItivo 
Culli\'o de linfocitos + 
MClcla SIO + 
Elanol 3600 (IXIO·J

) 

CuhÍ\o de linfocitos + 
MC7(:la S 10 de Vicia juba 
+ lIIohnate 
ppm (molaridlld) 

25 (1 3XIO~) 
50 (2.7XIO~) 

7S (.JXW-1) 

100 (5 3XIO-1) 
300 (1.6XIO·') 

apromcdio de dos experimentos 

~8 h DE CULTIVO 70 h DE CULTIVO 

7.1 

7.1 

7.2 

7.1 

73 

72 
7.3 

7.1 

73 

7.2 

71 

7.2 

7.1 

7.3 

7.3 

7.2 

7.2 

7.1 

7.1 

7.2 

73 
7.3 

7.1 

71 

7.0 

7.2 

7.1 

71 

7.2 

73 
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Fig. 1. Esquema simpliticado de la biosíntesis de los ácidos grasos en plantas superiores, ilustrando los sitios de 
acción de Jos tiocarbámicos y otras clases de herbicidas (Harwood 1989, Gronwald 1991) 
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fig. 2_ Via metabólica general de los herbicidas tiocarbámicos en plantas superiores (Hatzios y Penner J 982). 
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Fig.3 Mecanismo de la tormación de intercambios de cromátidas hermanas incluyendo a la 
replicación cromosómica y a la incorporación de la 5-bromodesoxiuridina(5-BrdU), 

durante dos ciclos de división celular. 
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Fóg. 4. Estructura quimica del herbicida lÍocarbámico butilate (Shimabukuro el al. 1982). 



Fig. 5 Estructura química del herbicida tlocarbámico molinate (Debaun el al. 1978a) 
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Fig. 6. Vía metabólica del herbicida tiocarbámico butilate en plantas y en animales superiores 
(Shimabukuro el ti/. 1982) 
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Fig. H Via metabólica del molinate en mamíferos, los porcentajes son los valores promedio de los rnetabolitos 
marcados con l4C, determinados en orina de ratas, después de administrar oralmente 72 mglkg de molinate 
en intervalos de 0-4 horas. (Debaun et al. 1978a, b). 
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