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RESUMEN

Diferentes compuestos carbamicos han sido introducidos para
reemplazar a los pesticidas clorados. Aungue éstos soh considerados
biodegradables, algunos de ellos son muy téxicos y sus residucs han sido
encontrados en Al ambiente.

Se ha demostrado que muchos agentes quimicos o eon
mutagénicos por i mismos sino que requieren de los metabolismos animal o
vegetal para provocar daflo en el ADN, es decir, un promutageno o
mutdgeno indirecto puede ger convertido en mutégeno por activacion
metabdlica.

Por ello es importante conocer la influencia que sobre los plaguicidas
carbamicos pirimor-50 y lannate-90 tienen ambos metabolismos, usando
'J ‘gl intercambios de crométidas hermanas (ICH) como crizerio de dafio
genético tanto en células meristematicas de las raices de Vicia faba, como
en los linfocitos humanos en cultivo, con tratamientos directos y



exposiciones donde se agregaron las fracciones ticrosdmicas animal y
vegetal.

Los resultados mostraron gue ambos insecticidas fueron capaces
de inducir ICH en los cromosomas de las células meristeméticas de la Raiz
de Vicia faba. Pirimor 50 resulté mas efectivo ya que produjo incrementos
significativos desdé 10 ppm encontrandose una relacién concentracion
efecto hasta 25 ppm: en 50, 75 y 100 ppm las frecuencias de ICH
diminuyeron pero fueron estadisticamente significativas cuando se
compararon con el testigo. Con lannate-90 se obtuvo un aumento
significativo desde 500 ppm y las frecuencias se elevaron conforme a la
cotrcentracion.

Con tratamientos directos de dos horas a linfocitos humanos en
cultivo, ninguno tos dos compuestos provocd ICH, mientras que cuando la
exposicion fue de 48 horas hubo incrementos significativos con pirimor-b0
a partir de 1000 ppm y con lannate-80 desde 250 ppm, notandose que a
medida que subi6 |la concentracion aumentaron los ICH hasta 2000 ppm
con el primero y 750 ppm con el lltimo. Desde 500 ppm el pirimor-50
indujo retraso en la cinética de proliferacion celular (CPC) evidenciado por la
disminucién del indice de replicacion y a 2500 ppm no se encontraron
metafases de sequnda divisién. Lannate-20 no causd retraso en la CPC
aunque a 1000 ppm provoco la muerte celular.

Por otra parte, para reconocer el efecto de los metabolismos animal
y vegetal sobre |a capacidad genotoxica de estos plaguicidas se emplearon
las fracciones microsémicas S9 de higado de rata y $10 de |as raices de
Vicia faba respectivamente y e evidencio que unicamente el lannate-90 fue
activado por la fraccién 5-9 desde 1000 ppm presenténdose una relacion
concentracibn-respuesta hasta la concentracion mayor probada (2500

ppm).

Coh base en estos resultados fue posible establecer que estos
insecticidas presentaron diferentes tipos de accidon y soh metabolizados de
manera distinta, ya que en forma directa, et pirimor-50 fue mas efectivo en
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Vicia faba y lannate-90 en linfocitos humanos para la induccion de ICH. La
fraccién metabblica animal solo fue capaz de activar al lannate-90
mientras que esta no tuvo efecto sobre la actividad del pirimor-bO Por
otra parte, de acuerdo con log resultados obtenidos en forma directa en
Vicia faba con pirimor-20, se cspcrarla que la fraccl bn 510 vegetal activaré
la capacidad mutagénica de este pesticida, lo cual no se presentd tal vez
por falta de tiempo para que la fraccidén microsdémica metabolizara el
insecticida.



1. INTRODUCCION
1.1 &1 probicma

El siglo XX ha permitido a la mayoria de los paises industrializados
adquirir su desarrollo actual. Sin embargo, ese avance industrial y
econdmico, ha sido ignorante de la problematica ambiental.

El aumento de la peblacion, la transformacién de la agricultura, el
crecimiento de la industria, el incremento en la demanda de recursos y el
cada vez mayor aislamiento con la naturaleza, son problemas que estan
ocurriendo en nuestro pals, los cuales tienen tremendas repercusiones
ambientales, haciendo que la contaminacion sea cada vez mas frecuente.

En términos generales la gente vive mejor, hay un aumento del
confort y del bienestar humano, pero hay un precio que pagar, el deterioro
ambiental, lo que paradéjicamente ha aumentado los riesgos para la salud
de los seres vivos. Esto (itimo se debe especialmente a la inclusion en el
ambisnte de agentes fisicos y quimicos que son mutagénicos.



Independientemente del desarrollo y de la aplicacion de otras
estrategias para el combate de las plagas, el control quimico es el que mas
se utiliza debido a lo rapido de su accion, por ello ee considera a los
plaguicidas como uno de los factores principales del rendimiento agricola y
de la calidad de |a cosecha.

Anuvalmente las malas hierbas, los insectos, las bacterias, los
hongos, los virus, las aves, los roedores y algunas otras plagas consumen o
destruyen casi el 48 % de |la produccién mundial de alimentos (esto incluye
pérdidas pre- y post-cosecha). La tasa de destruccion més alta se
encuentra en los trépicos y subtropicos, donde casi tres cultivos crecen en
el mismo campo cada afo. La destruccion por las plagas es alta ain en
paises desarrollados, a pesar de campafias de control eofisticadas con un
costo de muchos miles de millones de ddlares al afio. En los Estados Unidos
de Norteamérica, por ejemplo, las pérdidas precosecha ee estima que
representan casi el 37 % y en la post-cosecha alcanzan ¢l 9 % de lo que
queda. Suméndolas, casi dos guintas partes de la produccion anual se
plerden por causa de diferentes plagas. Estadisticas similares son

reportadas para otros paises (Chiras 1991),
1.2 Los plaguicidas

De acuerde con la FAQ y la OMS, un plaguicida se define como:
“cualauier sustancia o mezcla de sustancias, de origen natural o sintético,
destinadas a prevenir o controlar toda especie de plantas o animales
indeseables” (Garcla 1994).

1.2.1 Una revisidn historica

Desde tiempos muy remotos los agricultores se dedicaron a
ilvestigar los métodos por medio de los cuales pudieran incrementar sus
cosechas, controlando en el campo los insectos, las malas hierbas y las
enfermedades, factores que influian en eus pérdidas. Asi que fueron



elaborardo mejores recursos técnicos asi como agentes quimicos
(Waliszewski 1920).

El origen de los insecticidas tiene sus raices en la antigiedad
(Garcla 1994). En Chiha casi 3000 aflos atras, los agricultores
controlaban la langosta quemando los campos infestados. En el antiguo
Medio Oriente, la apertura de zanjas se usb para atrapar a langostas
inmaduras (Chiras 1221). En la Grecia y Roma clasicas, Homero menciona el
valor fumigante de la combustién de azufre y Plinio el Viejo aboga por ¢l uso
como insecticida del arsénico y menciona el empleo del aceite de oliva para
el tratamiento de semillas de leguminosas, 70 afos después de Cristo
(Hassall 1920)

Las primeras citas sobre aplicacién de plaguicidas como
instrumentos para el controt de plagas datan del afio 900 a. C. y hacen
referencia a la utilizacién del azufre en tratamientos contra ingectos. Los
chinos emplearon cantidades moderadas de compuestos arsenicales como
insecticidas airededor del siglo dieciséis y no mucho tiempo después la
hicotina (Chiras 1991, Garcia 1994).

En el siglo XVII, aparece en el mercado el primer insecticida natural,
la nicotina, obtenida de \as hojas del tabaco y en 18690 ia rotenona y el
piretro, extraidos de la planta derris y de las cabezuelas del crisantemo,
respectivamente (Garcla 1994).

La mitad del siglo diecitueve marca el comienzo de los primeros
estudios cientificos sisteméaticos para el empleo de agentes quimicos para
la proteccion de las cosechas. Diversos trabajos sobre compuestos de
arsénico llevan a la introduccion en 1867 del verde Paris, un arsenito de
cobre impuro. Este fue usado en los Estados Unidos de Norteamérica para
prevenir la diseminacion del escarabajo colorado y para 1900 su empleo
estaba tan extendido que esto llevé a la introduccion de lo que seria
probablemente la primera legistacion de pesticidas en el mundo. El caldo
Bordolés estuvo en venta en 18685 para controlar el moho blando de fa vid y
para el final del siglo, el azufre de lima fue utilizado tanto en Europa como



en California como un fungicida contra enfermedades de arboles frutales
(Hassall 1990).

En 1896 un francés cultivador de uvas, aplicéd caldo Bordolés a sus
vides, notando que las hojas de “charlock” amarillo que crecia cerca se
ennegrecieron. Esta oportuna observacion demostrd la posibilidad del
control guimico de las malas hierbas y poco después se descubrio que el
sulfato de hierro, cuando se asperjaba sobre cultivos de cereal plagado de
malas hierbas, mataba a estas lltimas sin dafar al cultivo. Otro punto
importante antes de la Pritmera Guerra Mundial fue Ia Introduccién en 1913
en Alemania del primer compuesto organomerclrico para proteger semillas.
Previo a esto, los compuestos orgatomerciricos hablan sido usados
médicamente para combatir la sifilis.

El uso generalizado de los plaguicidas sintéticos comienza después
de la |l Guerra Mundial. Los ingredientes de muchos plaguicidas de hoy en
dia fueron, en realidad, creadoe como armas de anerra (Regenstein 1962)

1.2.2 Desarrollo de los plaguicidas quimicos

En aflos recientes los pesticidas quimicos (biocidas) han llegado a
convertiree en la piedra angular del manejo de las plagas. Los primeros de
elios, conocidos como la primera generacidn de plaguicidas, fueron
preparaciones simples hechas de cenizas, azufre, compuestos de areénico,
moliendas de tabaco y cianuro de hidrégeno. Los compuestos de plomo, zinc
y mercurio también se usaron. Hoy en dia pocos continlian empleandose, ya
que son téxicos y relativamente inefectivos. Ademis muchos de éstos
persisten en el suelo por més de 5O afios (Chiras 1991).

Justo antes de la I Guerra Mundial la deficiencia de los llamados
insecticidas naturales, principalmente de la nicotina y de la piretrina, obliga
a varios palses a sintetizar compuestos para reemplazarlos. La
substitucién fue el origen de los insecticidas organoclorados.



El compuesto clorado hexaclorociclohexano, cuyo nombre comercial
es lindano o gammexan, fue el primer sintetizado en 1825, Sin embargo sus
propiedades insecticidas fueron reconocidas hasta 1235.

Como punto de partida de una nueva era de los plaguicidas de
sintesis orgénica se encuentra el DDT (diclorodifenil-tricloroetano),
sintetizado por Zeidler hace mas de un siglo. En 1939, ¢l quitnico Suizo Paul
Miiller descubre sus propiedades insecticidas. Este fue el primero de una
larga linea de plaguicidas de la segunda generacion. Durante los 25 afios
después de su desarrollo, el DDT fue visto por muchos como el salvador de
la humanidad, ya que répidamente eliminaba los insectos o incrementaba la
productividad de los cultivos. Siendo relativamente barata su fabricacion,
se expande a todos los rincones del mundo (Chiras 1991, Garcla 1994).

Con este descubrimiento se inaugura una nueva etapa en el campo
del control de plagas en general y de las de incidencia en salud publica en
particular, caracterizada por la sintesis y comercializacion de una amplia
gama de compuestos de diferente naturaleza fisico-quimica (Tabla 1) y
capacidad de accion frente a los distintos tipos de parésitos, como los
organofosforados y los carbamatos (Garcla 1994).

En la década entre los S0 y €0 aparece la segunda generacion de
insecticidas organofosforados, que fueron mas selectivos y relativamente
Menos toxicos para los animales superiores que 06 primeros compuestos
de este tipo. Pronto se complementaron con piretroides sintéticos
introducidos por trabajadores en Inglaterra y Japon. A diferencia de los
compuestos naturales, son estables en la luz y, mas recientemente, han
sido vendidos para su uso en el suelo (ICI Agrochemicals 1986).

1.3 El papel de los pesticidas en la agricultura

La situacién mundial en cuante a alimentos ha sido transformada
en los litimos 40 afios. A pesar de las grandes dificuitades, el éxito en
algunas areas, ha permitido el exceso en la produccion de algunos cultivos,
especialmente granos. No existe ahora alguna razén cientffica, en cualquier



parte del mundo, para carecer de alimentos. En la préctica, por supuesto,
esto no es tan simple, ya que otro tipo de problemas son frecuentemente
superpuestos (Hassall 1920).

Desafortunadamente, el éxito de la agricultura intensiva ha tenido
su precio. No estan muy lejos los dias euféricos cuando los expertos en
plaguicidas estuvieron cerca de creer que habla ya muy poco por hacer para
ellos. En el lado negativo de la ecuacion, existe un nimero de
complicaciones, algunas potencialmente peligrosas. Plaguicidas de
diferentes tipos han llevado al desarrollo de resistencia en los organismos
blanco, algunas veces a un punto en donde el producto ha tenido que ser
retirado o reformulado. Los insecticidas algunas veces son tan peligrosos
para los depredadores y los competidores naturales de los insectos
fitéfagos, como lo son contra las especies plaga. Existen también
consecuericias ecoldgicas, algunas veces corocidas y otras temidas, de la
liveracion de los pesticidas al ambiente y los peligros potenciales para

residuos {(Hassall 1990).

Desde 1980 el mismo éxito de los métodos de agricultura moderna
en muchos paises industrializados ha introducido una nueva perspectiva en
¢l papel de los plaguicidas en la proteccidn de las cosechas. Hoy er dia,
aumentar la produccién no es la dnica meta, en lugar de esto, el énfasis ha
comenzado a moverse hacia el uso de plaguicidas que sean necesarios en
cantidades mucho menores que aquellas utilizadas hasta ahora, el empleo
de pesticidas més selectivos y que sean biodegradables y asi
ecolégicamente menos perjudiciales (Hassall 1990).

L4 El peligro
1.4.1 Consideraciones toxicolégicas
Los agentes quimicos pueden provocar efectos téxicos agudos o

crénicos. El primero, es mas faclimente comprensible para l hombre comin
y normalmente ocurre poco después del contacto con una dosie nica del
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veneno. L.a magnitud de dafo depende de la toxicidad innata de compuesto
y de su método de aplicacion. Asl, una pequefla cantidad de dxido de
areénico como una dosis elevada de cloruro de sodio pueden producir
sintomas txicos en la mayoria de las especies animales y una gota de
4cido sulfirico es menos peligrosa sobre la piel que lo que es para el ojo. La
toxicidad aguda muy frecuentemente resulta de ia interrupcion de un
sistema bioguimico o fisiolégico evidente y, en consecuencia, las respuestas
son con frecuencia identificables faciimente.

Unh efecto crénico, por otro lado, ocurre cuando un organismo esta
expuesto a pequefas dosis, no letales y repetidas, de una sustancia
potencialmente peligrosa. Respuestas crénicas bien conocidag a diferentes
compuestos incluyen silicosis, céncer pulmonar, daflo cerebral y necrosié del
higado y riflones (Hassall 1990).

1.4.2 Rieegos para la salud y el ambiente

Como se ha mencionado anteriormente, los plaguicidas son biocidas,
es decir, son toxicos para log seres vivos. Auh cuando la mayoria presenta
propiedades selectivas en su modo de accidn, otras especies, inclusive el
hombre, que tienen patrones biolégicos y bioguimicos analogos a los de las
especies que 6¢ pretende combatir, pueden verse afectadas de forma
secundaria al ser susceptibles a la accién toxica de estos compuestos.

Ademés de los peligros ambientales hay que considerar log riesgos
para la salud humana, a corto plazo, en forma de intoxicaciones agudas,
cuando se ha absorbido suficiente cantidad del agente toxico en uh corto
tiempo y a mediano o largo plazo, al desencadenar patologlas de caracter
crénico si ee asimilan pequefias cantidades de éste en un perlodo largo de
tiempo.

El plaguicida ideal es aquei que posee uha gran toxicidad cotitra las
plagas a las cuales es dirigido y una minima capacidad de accion contra los
otros organismos incluyendo al hombre y no altere et ambierite, si bien esta
situacién es idilica y muy alejada de la realidad. En definitiva, & no ee
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utilizan adecuadamente pueden generarse mas dafios que los que se
intentan prevenir con su utilizacion.

Con los aflos, miles de nuevos compuestos han sido sintetizados y
probados. Actualmente 1500 substancias diferentes son usadas en casi
33000 formulaciones comerciales de herbicidas, insecticidas, fungicldas,
acaricidas y rodenticidas, con el proposito de reducir las plagas a niveles
tolerables Algunos plaguicidas como el DDT, son biocidas de amplio
espectro, que atacan gran variedad de organismos, otros son pesticidas
coh uh espectro reducido, dirigidos en contra de pocas plagaa.

Aproximadametite 2.5 millones de toneladas métricas de plaguicidas
son empleados anualmente en todo el mundo, el 34 % en Norteamérica y
casi el 45 % en Europa y en otros pafses desarrollados. El 21 % restante es
usado principalmente en paises en desarrolio. De acuerdo con Metcalf et al.
(1966), los agricultores emplean més de dos veces la cantidad de
vlaguicidas aue ee necesaria, Sumandose a la innecesaria contaminacion
ambiental esta un grupo de amas de casa que aplican casi una quinta parte
de todos los plaguicidas sobre jardines y arboles en cantidades superiores
a las que lo hacen los agricultores. Debido a que éstos son liberados al
ambiente en grandes concentraciones y tienen el potencial de alterar el
equilibrio de los ecosistemas y de amerazar la salud humana, su empleo ha
creado una amplia y acalorada controversia.

1.5 Clasificacion de los insecticidas

Los plaguicidas pueden clasificarse en ocho grandes grupos,
destacando especialmente por su amplia difusidn: los organoclorados, los
organofosforados, los carpamatos y los piretroides. Se considera por
tanto, de interés abordar |las familias de mayor uso actual, mencionando
los problemas que han ido apareciendo a lo largo de su empleo y que, en
ocasiories condicionan su utilizacién.



1.6 Formulacién de pesticidas

Existe una amplia variedad de formulaciones para los plagmcldas
aplicados en la agricultura. Cada una contiene el ingrediente activo ademas
de varios "ingredientes inertes". Estos ditimos son usados para mejorar la
actividad del plaguicida, influyendo en caracteristicas como mangjo,
persistencia sobre el follaje, eeguridad, facilidad de aplncamon y capacidad
para mezclaree con el agua. Algunas de las formulaciones mas comunes se
presentan en et anexo |.

1.7 Los insecticidas, moluscicidas y nematicidas carbamicos

La historia de los insecticidas carbamicos puede ser rsferlda a la
leguminosa Physostigma venenosum, planta usada en el Ceste de Africa, a
mediados del siglo 19, en ritos de brujeria para "el juicio de Dios". Al
acusado se le hacia beber una suspension de semillas maceradas en agua.
La sobrevivencia del acusado puede ser atribuida mas a su habilidad para
vomitar que a su grado de culpabilidad, sl Ho la vomitaba, la fisostigmina
entraba en su cuerpo inhibiendo la acetil colinesterasa (ACE), asl que moria
por un exceso de su propia acetilcolina (Hassall 1920).

Esta planta fue llevada a Escocia y algunos laboratorios eurcpeos
tuvieron éxito extrayendo de ésta dos alcaloides potentes: la eserina y la
fisostigmina, que son aln usados en medicina. Las férmulas de estos dos
alcaloides fueron establecidas en la primera parte de este siglo y sus
propiedades toxicas minuciosamente investigadas.

La fisostigmina es uno de ios muchos carbamatos importantes
desde el punto de vista médico, lo que incitd a los quimicos a sintetizar
nuevas moléculas, todas caracterizadas por la presencia del acido
carbamico. El descubrimiento de la actividad anticolinesterasa de estas
drogas eugiere toxicidad para insectos, sin embargo, no presentaban
ninguna propiedad insecticida, aunque in vitro son poderosos inthibidores de
la colinesterasa de insectos (Hassall 1920). Su baja toxicidad in vivo es



una consecuencia de su alto grado de ionizacién a pH 7 y debido a la
presehicia de un grupo amine cuaternario en sus moléculas que impide la

. ’ . ’ . .
penetracion de la cuticula dei insecto y asi alcanzar el sistema nervioso del
mismo.

Fue entonces hecesario sintetizar moléculas liposolubles sobre el
modelo de la fieostigmina. Los insecticidas carbamicos se originan de
intentos por retener la parte N-meticarpamato de la moléoula,
supuestamente téxica, pero unida a un grupo mas lipofiico. Esto, se
argumentd, permitiria a la molécula penetrar a su sitio de accion y, en
ca50% apropiados, daria el nivel conveniente de estabilidad qufmica,
permitiéndole aln a ia molécula retener una afinidad adecuada por la
enzima. Frobablemernte algunos miles de carbamatos han sido evaluados
para determinar su potencia insecticida, pero menos de 20 estan
actualmente en el mercado en cantidades comercialmente significativas
(Hassall 1990). Algunos de estos se enlistan en la Tabla |l junto con su

solubilidad en agua y ctras propiedzdee.

En 1940 aparece el dimetén, el primer carbamato con propiedades
insecticidas contra la mosca doméstica, £n 1953, un nuevo carbamato fue
sintetizado y parec!’a ser uno de los insecticidas mas prometedores: éste
fue llamado sevin y después carbarilo. Asi para cada grupo de Insecticidas,
pasa un largo periodo de tiempo, entre el descubrimiento de su
procedimiento de sittesis, el hallazgo de su actividad insecticida, 'a
investigacién de sus propiedades tdxicas y su liberacion en el mercado.

Dentro de este grupo también se encuentran el dimetildn, e
pirimicarb, el carbofuran, el propoxur, el carbosulfan, e benfuracarb, el
oxamilo, el aldicarb, el bendiocarb y el metomilo. Los carbamatos, gon
ampliamente utilizados como insecticidas, herbicidas y fungicidas. Como
grupo, son también menos persistentes que los hidrocarburos clorados,
permaneciendo de unos cuantos dias a dos semanas después de la
aplicacibn, aunque existen excepciones. Pero al igual que los organoclorados
y organcfosforados éstos son venenos del sistema nervicso dque son
capaces de causar alteraciones, defectos en el nacimiento y daffo genético
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(Hassall 1920).
1.8 Propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas carbamicos
1.8.1 ldentidad

El esqueleto de los carbamatos es el Acido carbamico del dibxido de
carborio (Fig. 1). Este no existe en forma libre ya que s altamente inestable
y ee descompone ripidamente en didxido de carborno y et amoniaco. Se
estabiliza por la adicion de un grupo alquiio (Barberé 1976, Moutechen-
Dahmen et al. 1984). El reemplazamiento de uno de los protones asociados
con el nitrégeno por un grupo metilo, resulta en la formacion de acidos
monoacetil carbadmicos (Ecobichon y Joy 1982). Su formula general y
especialmente la de los empleados en este trabajo se presenta en las
figuras 2 y 2.

Estos compuestos pueden ser obtenidos como sblidos cristalinos
puros, lo que facilita las investigaciones guimicas y biologicas, son
ligeramente solubles en agua, pero pueden ser diluicos en gran variedad de
disolventes orgénicos. L.a mayoria de ellos son sensibles a la luz, al calor y a
la oxidacién, por ello no representan mucho riesgo para el ambiente
(Moutschen-Dahmen et al. 1984). La quimica, bicquimica y toxicologia de los
carbamatos han sido revisadas desde hace mas de dos décadas.

1.86.2 F‘ropisdadce

En general, los ésteres simples o derivados N-sustituidos del acido
carbamico son compuestos inestables. Especialmente bajo condiciones
alcalinas, la descomposicion tiene lugar y son formados, alcohol, fenol,
amonia, amina progenitora y didxido de carbono (Environmental Health
Criteria 1966).

las sales y ésteres del écido carbamico sustituido eon méas

estables que el 4cido carbémico, lo cual es la base de la sintesis de muchos
derivados que son pesticidas biolégicamente activos {Environmental Health
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Criteria 1286).

Los ésteres carbamicos son sblidos cristalines de baja presién de
vapor con variable, solubilidad en agua pero usualmente baja. Son
mnoderadamente solubles en disolventes tales como benceno, tolueno, xileno,
cloroformo, diclorometano y 1,2diclorcetano. En general, son pobremente
solubles en disolventes orgénicos no polares tales como hidrocarburos, pero
muy solubles en disolventes organicos polares tales como metanol, etanol,
acetona, dimetilformamida, etc.

Los derivados carbamicos con propiedades herbicidas (como el
pirolan y e! dimetilan) son mucho més estables a la hidrélisis alcalina que
los derivados metilcarbamicos (carbarilo y propoxur), que tienen una accién
insecticida. For ejemplo, la vida media del carbarilo es de 10 min a pH 10
comparada con 10 dias a pH 7. Sin embargo, pirclan y dimetilan no se
hidrolizan en el rango de pH de 4 a 10 (Aly y EI-Dip 1972).

1.9 Diversidad estructural de los insecticidas carbamicos

Los carbamatos con propiedades insecticidas (y relacionadas),
poseen la estructura general mostrada en la figura 2.

Existen tres subgrupos principales:

1. Comprende los ésteres aril N-metilcarbamatos de fenoles, que son
compuestos con un grupo hidroxilo unido directamente a un anilio fenilo o
raftilo. En la Tabla il tres miembros del subgrupo son enlistados y la
férmula del carbarilo, como ejemplo tipo es dada en la figura 4.

Las férmulas de tres miembros importantes de esta familia de
carbamatos (aril-metilcarbamatos) son presentadas en la figura 5. Todos
ellos poseen uno o mas anillos carboxilicos aromaticos y todos son

monometilcarbamatos.

2. Comprende ésteres N-metil y N-dimetil carbamatos de fenoles
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heterociclicos y el carbofuran (Fig. &) es un ejemplo.

Los dos miembros mejor conocidos de este subgrupo {monometil y
dimetilcarbamatos heterociclicos) son el carbofuran y el picimicarb (Fig. €).
La similitud entre las estructuras de estos insecticidas ya ha sido notada
y una eequnda caracteristica de interés es que e! pirimicarb es uno de los
pocos gjemplos de insecticidas N-dimetilcarbamato.

3. Contiene derivados oxima de aldehidos (p.e. aldicarb, Fig. 4} y los
estrechamente relacionados tiohidroximidatos. En las oximas, el grupo OH
ha sido carbamilado.

Los tres miembros mas importantes de este grupo (N-
metilcarbamatos derivados de oximas) son aldicarb, metomilo y oxamilo.
Todos ellos son muy téxicos para los animales superiores (Tabla 1i). Sus
estructuras son presentadas en la figura 7.

Los compuestos del subgrupo 3 ilustran mas claramente la forma
en la cual los carbamatos fueron disefados especificamente para semejar a
la acetilcolina y aidn retener suficiente lipofilicidad para penetrar hasta su
sitio de accidn en insectos. Esta similitud estructural con la acetilcolina
puede explicar la toxicidad muy elevada del aldicarb tanto para mamiferos
como para insectos (Hassall 1990). Mientras que la estructura de los
compuestos en los subgrupos 1y 2 no es semejante a la acetilcolina. En la
practica, las estructuras en anillos confieren a las moléculas un batance de
propiedades compatibles con la accidén insecticida. Estas incluyen: (1)
suficiente penetracién de la cuticula, (2) transporte en la hemolinfa sin que
sean degradados con rapidez, (3) un buen acoplamiento con la
colinesterasa que permite la formacion de un complejo enzima-carbamato
con bajas concentraciones del carbamato y (4) la carbamilacion de la
enzima en una velocidad adecuada (Hassall 1990).

110 Usos practicos de los carbamatos

Son utilizados en la industria y en otras aplicaciones comerciales
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asi como en el hogar y para el control de vectores en salud plblica
(Environmental Health Criteria 19868). Considerando su accién se dividen en:
insecticidas, nematicidas, moluscicidas, fungicidas y herbicidas.

Los insecticidas carbamicos son frecuentemente empleados para
controlar insectos que 1o responden rapidamente a los compuestos
organofosforados, pero ya que la mayoria de ellos son mas caros que éstos
ultimos, se les considera genecralmente como insecticidas para “trabajos
dificiles", para ser utilizados en situaciones especiales o cuando otros
pesticidas fallan. Sin embargo, su produccion esta en constante aumento y
esto podria disminuir la diferencia de precios (Hassall 1990).

Existen dos circunstancias en las que el empleo de carbamatos
puede ser apropiado. La primera, es para controlar insectos fuertes o
recalcitrantes. La sequnda es para controlar acaros y otras plagas gue
han desarrollado resistencia a los insecticidas organofosforados, a este
resnecto, se ha descrito que a pesar de su similar forma de accién, la
resistencia cruzada a compuestos de estos dos grupos no ocurre
necesariamente (Hassall 1920).

Algunos usos comunes en la agricultura para los carbamatos son
presentados en la tabia Il

111 Modo de accién de los derivados carbamicos

Existe mucha similitud entre el modo de accion de los compuestos
organofosforados y los carbédmicos en todas las clases de animales. La
toxicidad es debida a la inhibicion de la ACE en el sistema nervioso central,
lo que produce paréllisis. A diferencia de los primeros, los carbamatos ho
requieren de conversién metavdlica para manifestar efectos toxicos.
Ademas la supresion puede ser reversible y la actividad enzimatica algunas
veces regenerada. la cinética de bloqueo ha sido cuidadosamente
estudiada e involucra la carbamilacién de la enzima (unién covalente de los
grupos eiectrofilicos carbamoil) en sitios estéricos de las enzimas. Los
carbamatos transfieren un grupo acido a este sitio formando un complejo
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enzimatico acetilado (Moutechen-Dahmen et al1284).

Sin embargo, hay dque resaltar que mientras los compuestos
organcfosforados parecen actuar fosforilando ia enzima, se ha vielo
experimentalmente que los carbamatos, compiten con la acetilcolina por el
sitio activo.

Como ya se mencioha anteriormente, la carpamilacién de la enzima
es inestable y la regeneracion de la ACE es relativamente rapida comparada
con la de una enzima fosforilada. Asl, los plaguicidas carbamicos son menos
peligrosos que los organofosforados. La proporcidn entre las dosie
requeridas para producir la muerte y provocar sintomas menores de
intoxicacién, es substancialmente mas grande para los primeros que para
estos Uitimos (Environmental Health Criteria 1980).

112 Fuentes, transporte y distribucion ambiertal

La sintesis y comercializacién de los plaguicidas carbamicos ha
estado en progreso deede los 1950s.

Debido a que los diferentes carbamatos tienen propledaces
distintas, es claro que cada uno debe ser evaluado por sus propios méritos
y ho se puede hacer una extrapolacidn de los resultados de uno a otro. Un
carbamato puede ser rapidamente degradado mientras que otro puede ser
fuertemente adsorbido en el suelo. Algunos lixivian facilmente y logran
alcanzar las aguas subterraneas. En los procesos, el tipo de suelo y su
solubilidad en agua son de gran importancia. Ademéas, debe ser reconocido
que esto no sblo concierte al compuesto original gino tamypién a sus
productos de degradacion o metabolitos (Environmentat Health Criteria
1966).

113 Niveles ambientales y exposicion

De los datos disponibles, parece que la bicacumulacién en las
distintas especies y diferetites cadenas alimenticias tiene lugar solo en
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pequelas cantidades. Ciertos carbamatos pueden alcanzar las aguas
subterraneas y como consecuencia llegar a fuentes de agua potable. Los
pocos estudios disponibles indican que a exposicion de la poblacién general
es baja. Sin embargo éstos deben ser confirmados (Environmental Health
Criteria 1986.)

114 Efectos sobre organismos en el ambiente
1141 Microorganismos

Los microorganismos del suelo son capaces de hidrolizar los
carbamatos. Parece ague éstos pueden facilmente adaptarse para
metabolizar los diversos tipos de carbamatos (Aly y El-Dib 1972), Sin
embargo, los carbamatos y sus metabolitos pueden afectar la microflora y
causar cambios que posiblemente tengan impacto importante en el
mantenimiento de la productividad del suelo (Filip 1974).

1.14.2 Organismos acuaticos

En general los carbamatos no éon muy estables bajo condiciones
acuaticas. La solubilidad en agua difiere considerablemente para los
distintos carbamatos, uha revisidn al respecto se ha realizado (ver anexo |
en Environmental Health Criteria 1986). Ademas de la fotodegradacion los
microorganismos soh capaces de degradarlos. Mediante estos procesos los
carbamatos son transformados (oxidacién, hidrélisis) a otros compuestos.
Algunos serén menos téxicos, mientras que otros lo serdn mas gue los
compuestos originales.

Para la mayoria de ellos, parece poco probable, su persistencia en el
ambiente, pero hay excepciones, tales como el dimetilan y el carbendazim
(Environmental Health Criteria 1986).

Existen muchos datos sobre su toxicidad aguda en distintos peces

de agua dulce y marina, asi como en olros orgahismos (ver tablas 4y © en
Environmental Health Criteria 1286). Cuando éstos son deliberadamente
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adicionados a los sistemas acuaticos, es necesario tomar precauciones ya
aue, con concentraciones altas, diferentes especies estan en riesqo
(Ervironmental Health Criteria 1960).

114.3 Otros organismos

Algunos carbamatos son altamente toxicos para invertebrados y
peces. En ciertos casos, el uso de éstos puede causar una reduccion
significativa en organiemos no-blanco. Son téxicos para gueanos y otros
organismos que viven en el suelo. Aunque puede ocurrir una gran disminucién
en el ndmero de gusanos de tierra cuando ee aplican carbamatos al suelo,
la poblacion rapidamente se recupera, debido a la velocidad de degradacion
de estos compuestos (Environmental Health Criteria 1966).

En general la toxicidad para los animales silvestres es vaja, pero
existen excepciones. Esto significa que, con el propbsito de juzgar el
impacto de los carbamatos sobre los organismos en el ambierite, ee debe
referir a la informacién de cada carbamato en forma individual. Como una
regla, loe pAjaros no son muy sensibles mientras que las abejas lo son
extremadamente (Environmental Health Criteria 1986).

Debido a la importancia agricola y ecolbgica de las abejas, han sido
llevados a cabo extensos estudios comparativos sobre toxicidad con un
gran ndmero de compuestos con el proposito de igentificar aquellos con un

marger més amplio de seguridad (Atkine st al 1973).

145 Efectos sobre animales experimentales y en sistemas de prueba
in vitro

1191 Expoeicién dnica
1.12.1.1 Oral

Se han llevado a cabo estudios de toxicidad con carbamatos por un
periodo de 20-40 afos. Es claro que la produccién de estos compuestos ha
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mejorado durante este tiempo y, consecuentemente, los principios activos
puros han llegado a estar disponibles. El uso de compuestos impuros en los
primeros  estudios de toxicidad puede explicar los resultados
contradictorios entre éstos y los mas reciente (Environmental Health
Criteria 1986).

La toxicidad aguda de los diferentes carbamatos varia desde muy
toxicos hasta potencialmente no-toxicos. Las dosis letal ©0 (LD, , para las
ratas van de menos de 1 mg/kg a mas de 5000 mglkg de peso corporal.
Para ciertos metilcarbamatos, LD,,, es 20 veces & méas la dosis efecto HO
(ED..,) correspondiente. Esto permite en general, obtener una indicacion
temprana de enverenamiento antes de que una dosis letal sea absorbida
(Environmental Health Criteria 1966)

Existe una relacidn de dosis-efecto entre la concentracién, la
severidad de los sintomas y el grado de inhibicién de la colinesterasa. Hay
Lambién una correlacién entre la duracién de los sintomas y la persistencia
in vivo del compuesto (Environmental Heaith Criteria 1986).

Debide a que la mayoria de los carbamatos tienen baja volatilidad,
las investigaciones de inhalacion son realizadas utilizando polvos o nubes.
En estos trabajos, la toxicidad depende del tamatio de las particulas o de
las gotas y es dificil de evaluar (Environmental Health Criteria 1986).

1.185.1.2 Dérmica

La toxicidad dérmica aguda de los carbamatos es por lo general de
baja a moderada; una excepcién es el aldicarb, que es muy toxico. Para la
mayoria de ellos los valores estan por arriba de D00 mglkg de peso
corporal. Debe hacerse notar que existen datos solo para una cantidad
limitada de compuestos.

tos carbamatos producen irritacion de ligera a moderada en piel y
ojas, dependiendo del venicuio usado, de la duracidn del contacto y de
cuando se aplica a |a piel intacta o a la lesionada.

N
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1.12.2 Exposiciones a corto y largo plazo

De estos estudios es evidente que, aparte de ia actividad
anticolinesterasa, s pueden encontrar los siguientes cambios: una
infiuencia sobre el sistema hematopoyético, sobre la funcion (o en dosis
elevadas, degeneracién) del higado y de los rifiones y la degeneracion de los
testiculos, Estas anormalidades en los distintos sistemas de drganos
dependen de |a raza del animal y de |a estructura quimica del compuesto.
Se ha observado una clara influencia sobre el sistema nervioso, tanto
funcional como histolégica, particularmente en animales que ho sot de
laboratorio, tales como los cerdos (Environmental Health Criteria 1986).

115.2.1 Oral

Pruebas a corto plazo en ratas o perros expuestos a dosis orales
repetidas de insecticidas o fungicidas carbamicos tales como carbarilo,
propoxur, formetanate, carbofuran y benomilo), revelan inhibicién de
colinesterasa plasmética (sérica), eritrocitica y cerebral (lvanova
Cheminshanska y Antov 1976, Krechniak y Foss 1962).

1.16 Entrada a la cadena alimenticia

Los carbamatos son metabolizados o degradados en el suelo, o por
microorganismos, plantas y animales. La cuestion del impacto ambiental y
la importancia de los metabolitos con respecto a la persistencia y a la
bioacumulacion en ciertas especies asi como en la cadena alimenticia, ne se
conoce todavia. Por el momento, parece que la mayoria, si no es que todos,
los metabolitos de los carbamatos conocidos gon biodegradados
répidatvente y son, en términos generales, menos téxicos para el ambiente
que las moléculas originales (Still y Herret 1975).

117 Metabolismo de los plaguicidas carbamicos

Dada la impor*l:ancia due ha ide adquirisndo esta clase de
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substancias, no sblo es relevante conocer sus efectos, sino también
investigar su metabolismo. Las determinaciones de los residuos son
importantes (nicamente si incluyen posibles productos secundarios toxicos
en adicién al compuesto original. Ya que se trata cada vez mas de evitar los
compuestng persistentes en |a proteccion de plantas y se tiene que
asegurar que no se formen metabolitos estables (Schlagbauer y
Schlagbauer 1972).

117.1 Metabolismo y modo de accién

La mayoria de los carbamatos son inhibidores activos de la ACE y
Mo requieren de la activacion metabdlica. Los productos de su metabolismo
son generalmente menos toxicos aue los compuestos originales, aunque
existen algunas excepciones. La transformacion de los carbamatos es
bésicamente la mismo en mamiferos, insectos y plantas, asi como los
efectos téxicos son similares en insectos y en mamiferos. No se acumulan
et ¢l cuerpe de los mamiferoe ya aue aon rapidamente excretados,
principalmente por via urinaria (Environmental Health Criteria 1966).

11711 Descomposicién de los carbamatos en la inhibicién de la ACE

Se asume que el efecto de los insecticidas carbamicos esté pasado
en la carbamilacion de la ACE.

Los carbamatos son insecticidas efectivos en virtud de seu
capacidad para inhibir la ACE en el sistema nervioso. ACE cataliza la
hidrélisie del neurotransemisor acetilcolina (ACo) a colina y acido acético. Lo
que resulta en un decremento de la concentracién de ACo y el cese de |a
contraccion muscular.,

La ACo es el mediador sinaptico de los impulsos nerviosos en el
sistema nervioso de mamiferos e insectos:

a) Como un neurotransmisor en el cerebro de mamiferos y en el
gistema nervioso central de insectos;

b) Como un neurotransmisor pre-ganglionar en el sistema hervioso
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autdnomo de mamiferos;

c) En las terminales nerviosas post-ganglionares del sigtema
hervioso autdnomo;

d) En las uniones neuromusculares del miisculo esquelético.

Cuando 'a ACE es inhibida por un éster carbamico, ésta no puede
seguir hidrolizando la ACo. Asl la concentracién de ACo permanece elevada
dando origen a una estimulacién continua del muisculo lo cual, en
determinado tiempo, lleva a la fatiga y tetania (Environmental Health
Criteria 19606).

Los carbamatos al igual que los organofosforados, pueden inhibir las
esterasas que tienen serina en sus centros cataliticos activos: éstas son
lamadas serin N-esterasas o beta-esterasas (Environmental Health
Criteria 1966).

Asi, la inhibicién de la ACE por ésteres carbamicos, causa efectos
téxicos en animales y seres humanos que resultan en una variedad de
sintomas de envenenamiento y eventualmente culminan en fallas
respiratorias y en la muerte.

El mecanismo de inhibicién de la ACE por ésteres carbamicos (la
carbamilacién) se describe en la figura &.

El sitio de carbamilacién de la enzima corresponde a la parte
hidroxilo del aminoécido serina. La velocidad de regeneracién de la enzima
carbamilada a ACE es relativamente rapida comparada con aquella de una
enzima que ha sido inhibida (fosforilada) por un pesticida organofosforado
(Reiner 1971). Asl, como se menciona anteriormetite, las exposiciones
humanas a pesticidas carbamicos son menos peligrosas que a
organofosforados, ya que la proporcion entre las dosis requeridas para
producir mortalidad y para causar sihtomas minimos de envenenarniento
s, en general, substancialmente mas grande para compuestos carbamicos
que para organofosforados (Vandekar et al. 1971).
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Para comprender el mecanismo de toxicidad, es necesario examinar
los eventos que tienen lugar en la unidn neuromuscular. Cuando un misculo
esté inervado, como se presenta en la figura 9, un impulso nervioso que baja
por la neurona alcanza el extretmo del nervio donde la ACo, que esta
almacenada en vesiculas en las terminales nerviosas es liberada entre las
uniones. Dentro de 2-3 ms, la ACo repercute sobre el receptor del lado del
mdscule (Environmental Health Criteria 1986).

1.47.2 Metabolismo

Las rutas metabdlicas de los carbamatos son basicamente las
mismas en plantas, insectos y mamiferos.

Los carbamatos con excepciones pueden penetrar facilmente |z piel,
lae mucosas, los tractos respiratorio y gastrointestinal. Generalmente, los
metabolitos son meros toxicos que los compuestos originales. Sin embargo,

eh clertos casos, son tan téxicos o mas aue sus progenitores.
1.17.2.1 Absorcion

Estudios in vivo han demostrado que los carbamatos son casi
totalmente absorbidos durante el transito normal a través del tracto
gastrointestinal,

Estudios de absorcién dérmica en ratas han mostrado que para el
benomilo marcado radioactivamente, ésta es lenta. Despuée de su
incorporacién rapidamente tiene lugar el metabolistmo y la eliminacion por la
orina. Después de 1 h, cantidades pequefias de los principales metabolitos
del penomilo, el B-hidroxi-2-benzimidazol carbamato (5-HBC) y el metil 2-
benzimidazol carbamato (MBC), pueden ser detectadas en la orina,
confirmando su répido metabolismo. Después de 24 h de ia aplicacién no ee
reglstra radioactividad en ninguna muestra de tejido (FAO/WHO 1989),
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117.2.2 Distribucién

Ahdaya et al. (1981) al investigar la absorcién y distribucién de los
carbamatos, encuentran que en ratones, todos son diseminados
répidamente a los diferentes tejidos y 6rganos. Los valores medios de
penetracién van desde & a 17 min por carbamato.

117.5 Transformacioties metabdlicas. Mecanismos de
bictransformacion

Al ser comparadas las diversas rutas de degradacién para los
carbamatos se rota que ocurren reacciones similares con las distintas
formulaciones.

Los pesticidas carbdmicos son biotransformados metabdlicamente
por una variedad de reacciones quimicas a moléculas méas polares y con
mayor solubilidad en agua. La etapa inicial, usualmente de naturaleza
oxidante, introduce un grupo funcional hidroxilo que sirve como sitio para
una reaccidn secundaria de conjugacidén que produce compuestos que
pueden ser excretadosé via ia orina o las heces. En algunos casos, los
metabolitos oxigenados, tales como el OS-hidroxipropoxur o el o
hidroxicarbarilo, son téxicos y poseen actividad anticolinesterasa (Fig. 10)
(Black et al 1973). Esto indudablemente contribuye al incremento de la
toxicidad del compuesto original.

1.17.3.1 Oxidacion

La ruta principal del metabolismo de los ésteres carbamicos es
oxidante y estéd generalmente asoclada coh las oxigenasas de funcion
mditiple (MFO), que se localizan en diferentes tejidos. En la figura 11 se
presentan ejemplos de los sitios de un ataque por oxidacion en un metil

carbamato hipotético.

No se sabe si las hidroxilasas son cstcrsoespccfﬁcas. El ataque

27



sobre una molécula carbamica por hidroxilasas puede ocurrir en tres
lugares: 1) en el grupo N-metilo 0 en los dos grupos N-metilo, 2) en el anilto
y/o 3) en las cadenas laterales.

Dependiendo de los grupos funcionales pueden ocurrir una variedad
de reacciones en la molécuia (Fukuto 1972), como se presenta en la figura
12, las reacciones tipicas de oxidacién incluyen: (a) hidroxilacién de aniilos
aromaticos (b) O-desalguilacién, (c) N-metil hidroxilacién, (4) N-
desalquilacion, (e) hidroxilacion y subsecuentemente oxidacién de cadenas
laterales alifaticas y (f) oxidacion de tioésteres a sulféxidos y sulfonas.

Debido a la diversidad de grupos presentes en los insecticidas
carbamicos, el metaboliemo de estos compuestos es frecuentemente
complejo. El carbarilo, por ejemplo, es un compuesto relativamente simple
que 5 metabolizado en al menos 15 compuestos diferentes en mamiferos a
través de una variedad de reacciones oxidantes e hidrollticas (Leeting y

Casida 1966).

117.2.2 Hidrélisis

Ocurre con casi todos los carbamatos investigados, aunque se
piensa que sl contribucién al metabolismo total cambia ampliamente.

Los carbamatos son hidrolizados tanto csponténeamcnte como por

esterasas (Aldridge y Reiner 1972), teniendo como productos finales, una
amina, didxido de carboro y un alcohol o fenot:

RiHN-C(O)OR; + H20 ———— R{NH; + CO; + Rz0H

L.os mecanismos de hidrélisis son distittos para los N-metll y para
los N-dimetilcarbamatos.

En general, las tasas de hidrdlisis de las esterasas son més rapidas



en mamiferos que en plantas e insectos, aunque hay excepciones. Las
diferencias en las velocidades de hidrélisis enzimaticas dependen de la
estructura de los carbamatos y de la esterasa en particular.

La hidrélisis es catalizada por un grupo de enzimas conocidas como
A-esterasas o arilesterasas. Ha sido establecido que la hidrdlisis
enzimatica ocurre tanto in vivo como in vitro, pero hasta ahora, ho se ha
establecido en que proporcién la hidrélisis in vivo, contribuye a la
desintoxicacién del compuesto (Environmental Health Criteria 1966).

117.2.3 Conjugacion

Este término describe reacciones de desintoxicacion de xenobidticos
con substancias propias del organismo. No e sabe, en el caso de los
carbamatos, si el dafo es causado por el coneumo exagerado de
substancias corporales como sucede en la desintoxicacién de los
bromobencenos por la disminucién de cisteina. Generalmente solo estén
involucradas cantidades pequefas de estas moléculas; algunas veces
existe la sustancia en abundancia o no es afectada en su funcionamiento
(pe. la insercion dentro de la lignina o de la grasa corporal). Se pueden
clasificar las reacciones de conjugacién en cuatro grupos: 1) formacion de
glucosa, 2} acoplamierito con aminoécidos, 3) reacciones con compuestos
de azufre y 4) acilacién.

Para que los xenobitticos sean capaces de formar conjugados deben
presentar ciertos grupos tales como -COOH, -NH,, - SH y -OH o adquiridos
durante el proceso de su metabolismo. Estos grupos ocurren muy
raramente en los carbamatos; sit embargo, los compuestos
monosustituidos, pueden ser enolizados

H

1

R1 -O-C(O)-N —_— R1-O—C(OH)=N-R2
|
Rz
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También se forman N-conjugados sin una transformacion previa. Los
carbamatos N-disubstituidos tienden a ser hidrolizados o hidroxilados de
antemano.

La desintoxicacion por la formacion de conjugados esta basada en el
caracter fuertemente polar de las moléculas creadas. Estas no pueden
penetrar |z cubierta liplidica de las células nerviosas. Esto fue demostrado
por Metcalf et al. (1966) con compuestos hidroxilo. Asi, 4-hidroxi y b-hidro-
carbarilo son, in vitro, fuertes inhibidores de la CoE, pero no en organismos
vivos, lo que parece probar que la sustancia no alcanza las colinesterasas
nerviosas.

Mientras que en las plantas no ocurre la secrecion de substancias
l'quidas, la seleccién de los compuestos por los tibulos renales en los
animales juega un papel importante. Se ha demostrado en pollos que los
eiectrolitus fuertes y cepecialmente Zcidos, tienen mayor capacidad para
penetrar las paredes de los tlbulos que los mas débiles. Los acidos
glucorinicos, arilsulfiricos, arifosféricos y mercaptlricos, por mencionar
sblo unos cuantos ejemplos de productos del metabolismo de carbamatos,
son en cualquier caso electrolitos mas fuertes que los carbamatos.

Los conjugados son diferentes en varios orgatismos. En resumern la
conjugacion de los compuestos hidroxilados producida por sistemas
enzimaticos que metabolizan xenobidticos es una reaccion importarte que
lleva a ia formacién de compuestos solubles en agua tales como los O- y N-
glucorénidos, los sulfatos y el 4cido mercaptirico en mamiferos, que pueden
ser eliminados via ia orina o las heces. Los glucésidos y los fosfatos son los
productos de conjugacidn mas comunes en plantas.

11& Metabolismo en plantas
La primera etapa en la degradacion metabdlica de los carbamatos

en el suelo es la hidrélisis. Los productos de esta hidrdlisis pueden seguir
siends degradados en los sistemas suelo/planta.

(]
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las plantas pueden metabolizar carbamatos, én éstas, la
arilhidroxilacién y la conjugacién, o el rompimiento hidrolitico son las
principales rutas de desintoxicacion. Los resultados de ciertos trabajos
sugieren que los carbamatos son distribuidos exclusivamente via el sistema
apopléstico en las plantas.

Los estudios sobre el metabolismo y las rutas de los pesticidas
carbamicos en plantas son de gran importancia para evaluar los riesgos
que para los seres humanos implica el consumo de frutas y vegetales que
contienen residuos de los pesticidas aplicados y de sus metabolitos.

Generalmente, el metabolismo en las plantas sigue otra ruta de
desintoxicacién. Estos son enziméticamente degradados y conjugados ya
sea con aminoacidos (p.e. cisteina) o con glucésidos o fosfatos, que son
almacenados como metabolitos terminales (Still y Rusness 1977, Aldridge y
Magos 1976).

Las propiedades toxicolégicas de los cohjugados vegetales en
mamfferos u otros animales ho son generalmente cotocidas. Los
insecticidas metilcarbamicos son vulnerables al rompimiento hidrolitico, que
resulta en productos de desintoxicacion. La desintoxicacion de los ésteres
carbdmicos en plantas por hidrdlisis ocurre en menor proporcion que la
desintoxicacién por metabolismo oxidante. Sin embargo, el rompimiento
hidrolitico de ia parte éster, es un mecanismo ae desintoxicacion
significativamente importante (Environmental Health Criteria 1986).

119 Efectos para el hombre

Existen diferentes condiciones por las cuaies ios insecticidas
pueden representar un riesgo. Primero hay un peligro ocupacional para dos
grupos de trabajadores, aquellos de las plantas productoras y los
ocupados en las areas agricolas y secundariamente, la posibilidad de
accidentes, incluyendo suicidios, que llevan a intoxicaciones agudas.
Finalmente, para la poblacién en general hay una exposicién meror a través
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A a6 cadenas tréficas.

Los riesgos para la salud del hombre ocurren de una exposicion
ocupacioval resultando en una intoxicacién caracterizada por los sittomas
colinérgicos causados por la inhibicion de la enzima ACE. Varios casos de
intoxicacién han sido descritos. La mayoria de ¢llos fueron personas que
aplicaban insecticidas dentro de casas en los trépicos para controlar
vectores de la malaria o sobre cultivos. Las principales rutas de exposicién
fueron por inhalacion y a través de la piel.

De estudios controlados en humanos, es claro que los sintomas de
la intoxicacién eon observados pocos minutos después de la exposicion y
pueden durar unas cuantas horas. Después de esto, la recuperacion se
inicia y dertro de lapsos cortos, los sintomas desaparecen y la actividad
ACE en eritrocitos y plasma retorna a la normalidad, ya que los
carbamatos son rapidamente metabolizados y los productos excretados.
Su aparicién eri la oritia puede ser usada para el monitareo biolégico. Aparte
de los sintomas indicadores de la intoxicacion de ia ACE, otros signos y
sintomas inducidos por ciertos carbamatos han sido descritos, tales como
irritacion de la piel y de los ojos, hiperpigmentacion e influencia en la funmon
de los testiculos (ligero incremento de anormalidades espermaticas). Estos
fueron encontrados en pocos estudios y deben ser confirmados antes de
adjudicarse su induccién a los carbamatos.

las intoxicaciones severas con carbamatos provocan sintomas
similares a aquellos mencionados para los compuestos organofosforados
(anexo 2). Estos incluyen constriccién de las pupilas de los ojos, fatiga
muscular o espasmos musculares, falla respiratoria, baja presion sanguinea
y- paro cardiaco. las cotvulsiones pueden ser ténicas produciendo
extremidades rigidas o clénicas, lo que produce movimientos rapidos
incontrolados (Hassal! 1220).

Con una dosis subletal, los humanos sufren doleres de cabeza,
vomito y diarrea. Una intoxicacion leve con carbamatos, al igual que con
insecticidas fosforados, puede afectar los patrones de comportamiento,
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reduciendo la concentracién mental y disminuyerdo la capacidad de
aprendizaje (Hassal 1990).

La evidencia de que existen efectos toxicos cronicos provocadog por
los carbamatos ha sido revisada por Ecobichon (1962). En esencia, 6¢ na
notado gue son necesarios dosie bastante grandes para producir efectos
tales como la alteracién en el ciclo estral o el deterioro de la fertilidad.
Usando Funtius, un pez hindi de agua dulce, Pant y Singh (1983}
encuentran gue 0.3 ppm de carbarilo en el agua causa el abatimiento de
alucbgeno en el cerebro e higado, pero los niveles de colesterol en el ditimo
se incrementan.

119.1 Estudios epidemioldgicos

No se hallaron investigaciones en personas ocupacionalmente
expuestas {0 al menos inicialmente) a pesticidas carbamicos. Tales
estudios son necesarios para que los efectos a largo plazo de esta clase de
plaguicidas sobre los seres humanos puedan ser evaluados adecuadamente
(Ervironmental Health Criteria 1266).

1.19.2 Sighos y sintomas de intoxicacion aguda por carbamatos
El cuadro clihico de la intoxicacién por carpamatos, resulta de la
acumulacion de ACo en las terminales nerviosas. Las seflales y sintomas

pueden ser categorizados dentro de loo Biguientes tres grupos:

1 Manifestaciones muscarinicas

A. ¢ Aumento de la secrecién bronquial, sudoracion excesiva,
salivacion y lacrimacién
B. ¢ Contraccién de las pupilas, broncoconstriccién, calambres

abdominales (vémito y diarrea)
C. Bradicardia
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2 Manifestaciones nicotinicas

A. Fasciculacién de los misculos finos (en casos severos, los
misculos respiratorios y del diafragma también son involucrados
B. Taguicardia

3 Manifestaciones en el sistema nervioso central

A. Dolor de cabeza, dishea, ansiedad, confusion mental y coma
B. Depresion del centro respiratorio

Todos estos signos y sintomas pueden ocurrir en diferentes
combinaciones en su orden y secuencla, dependiendo del compuesto, la
dosis y ruta de exposicidn. La duracion de los sintomas es usualmente mas
corta que la observada en intoxicaciones con crgancfosforados. Las
intoxicaciones ligerao pueden incluir sfectos musacarinicos y nicotinicos
nicamente. Casos severos también presentan participacion del sistema
nervioso central, el cuadro clinico es la falla respiratoria que algunas veces
provoca edemas pulmonares debido a la combinacion de los sintomas
menciorados anteriormente (Environmental Health Criteria 1286).

1.20 Propiedades mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas de
los insecticidas carbamicos

Se ha descrito que los plaguicidas tienen actividades mutagénicas,
carcinogénicas y teratogénicas lo que justifica un intenso estudio genético
(Yin-Tak 1983, Moutschen-Dahmen et al. 1964, Badr e lbrahim 1967).

Desde 1931 se ha reportado que ciertos plaguicidas causan
alteraciones cromosémicas, asl como otras anormalidades citoldgicas
tales como: fallas en la divisién de la pared celular, accidn antimitotica,
hinchamiento del nicleo, cromosomas difusos, cromosomas agrupados,
cromosomas pegajosos, contraccién cromosémica, desespiralizacion de
cromosomas, aberraciones subcromatidicas, cromatidicas y cromosdmicas,
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rearceglos cromosémicos, citomixis, accién C-mitdtica, endopoiiploidias,
células bi- o multi-nucleadas y microniicieos (Grant 1973).

Existe poca evidencia, i es que hay alguna, que sugiera gue los
compuestos metil carbamicos sean mutagénicos. Resultados negativos ¢
hah encotitrado con carbarilo, metomilo, propoxur, carbofuran y pirim[carb,
usahdo una variedad de microorganismos como indicadores, incluyendo
cepas de Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae y Bacillus subtilis (Environmental Health Criteria 1986).

Los carbamatos mas conocidos han sido evaluados para determinar
su actividad mutagénica en diferentes sistemas de prueba. Algunos inducen
efectos, otros son hegativos. En general, los metil carbamatos son
hegativos en pruebas con mamf{feros, mientras que compuestos tales como
carbendazim, benomilo y los derivados del 2 tiofanato presentan efectos
positivos con niveles de dosis muy altos, en ciertos sistemas. E! radical
benzimidazol puede actuar como un andlogo de base para el ADN y como un
veneno para la formacién del huso acromatico. Todos estos son agentes
antimitbticos y pueden causar la inhibicidén de la divisién celular, retraso
mitdtico y una baja incidencia de daflo cromosémico. Algunas veces los
resultados son contradictorios o no pueden ser reproducidos, pero
resultados positivos para mutaciones puntuales y aberraciones
cromosémicas estén bien documentados. Los derivados del benzimidazol
pueden ser considerados como cotmpuestos ligeramente mutagénicos
(Environmertal Health Criteria 1986).

Por otra parte, el carbamato de etilo (uretano), 66 un bien conocido
carcinbgeno y parece que su estructura quimica es éptima para tales
efectos. Cualquier cambio en la molécula parece disminuir su potencia
mutagémca, particularmente cuando el grupo etilo es reemplazado por
cadenas laterales largas. Los grupos alquilo sobre el nitrégeno también
reducen su actividad (Environmental Health Criteria 1966).

No han sido encontradas indicaciones claras de efectos
carcinogénicos en los estudios a largo plazo con diferentes carbamatos.
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M embargo no puede excluirse la posibilidad de que estos compuestos
pedan tener propiedades carcinogénicas o promotores,

Los pesticidas carbamicos pueden ser convertidos a compuestos N-
hitroso. Esto se demucstra con animales en diversos estudios de
nitresacion in vivo en los cuales fueron administrados niveles elevados de
carbamatos en combinacién con dosis altas de nitritos. Estos compuestos
N-nitroso han sido considerados como mutagénicos o carcinogénicos. Sit
embargo, ia cantidad de compuestos nitroso que pueden ser esperados
cemo resultados de la ingesta en la dieta de residuos de pesticidas
carbamicos es despreciable en comparacion con los precursores nitroso que
ocurren naturalmente en la comida y el agua (Environmental Health Criteria
1986).

. Sin entrar en detalle, se sabe que una gran cantidad de derivados
N-nitroso de metilcarbdmicos son potentes mutagenos. Los derivados
hitrogo del aldicarb, propoxur, carvofuran, Trimetocarb y metomilo, causan
rompimientos de una sola hebra en células normales de piel de humaros.
Los datos sugieren que el ADN celular humano in vivo fue alterado
irreversiblemente, resultando en numerosos enlaces alcali-sensibles (Blevins
et al 1977b).

Se han llevado a cabo diversos estudios sobre dafios reproductores
y teratogénicos con diferentes carbamatos en varias especies animales
(Environmental Health Criteria 1986). Distintos tipos de anormalidades
fleron encontrados, p.e. incrementos en mortalidad, desérdenes en el
sistema endocrino y efectos sobre la hipbfisis y su funcidn gonadotropica,
principaimente a dosis elevadas. Generalmente, los efectos fetales incluyen
incrementos en la mortalidad, decrementos en la ganancia de peso aurante
las primeras semanas después del nacimiento e induccion de muerte
temprana del embrién. Todas estas alteraciones pueden ser resumidas
como efectos embriotéxices. Ciertos carbamatos también inducen daflos
teratogénicos, principalmente a dosis elevadas aplicadas por entubacion.
Cuando los mismos niveles de dosis son administrados con la dieta, no se
observan camblos.
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1.21 El propbsito

Estos compuestos han sido ampliamente usados debido, como ya
se menciond, a su baja toxicidad para los mamiferos y a su degradacion
relativamente répida en el suelo (Dulout et al. 1982).

Algunos carbamatos han sido detectados en cantidades residuales
en verduras y frutas durante o poco después de la cosecha. La mayoria de
estos plaguicidas se espera que se degraden eh los siguientes dias o
semanas y probablemente sblo las fracciones soluvles en agua de los
residuos en alimentos estén biodieponibles (Yin-Tak 1983)..

El hecho de que los carbamicos se hayan desarrollado méas
recientemente, hace que las investigaciones acerca de su accién,
selectividad, metabolismo y relaciones entre estos factores, aln no
alcancen la importancia gue se observa para los insecticidas fosforados. Es
asl importante precisar la existencia de efectos deletéreos, no atribuibles a
alteraciones en el sistema colinérgico.

En general, existen muy pocos estudios sobre el grupo de los
carbémicos con excepcién del carbarilo. Durante los Ultimos afos las
propiedades mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas de algunos
plaguicidas carbamicos han sido descritas. La mayoria de los resultados
han sido contradictorios, pero al mismo tiempo importantes, ya que indican
claramente que el uso excesivo de este tipo de compuestos puede modificar
la estructura genética de una manera impredecible (Moutechen-Dahmen et
al. 1964).

Los ingredientes activos de los insecticidas carbamicos aprobados
en México son: aldicarb, carbarilo, carpofuran, metomilo, oxamilo, pirimicarb,
propoxur y tiodicarb.

1.22 Lannate-20

El lannate-20 es un insecticida carbamico a base de metomilo (Fig.
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12) al 0%, ha sido usado para el control de plagas de tabaco, algoddn y
gran variedad de frutas y vegetales (Hemavathy y Krishnamurthy 19567a,b,
Du Pont 1999a, ver anexo 2 en Valencia-Quintana 1992). También se utiliza
en el tratamiento de suelos.

El metomilo es un insecticida sistémico y de contacto aue es
aplicado frecuentemente sobre el follaje. For via oral es meros toxico que el
aldicarb y su DLBEO dérmica es inesperadamente alta (500 ma/kg para
conejos). Sin embargo para substancias con una toxicidad oral tan alta
como 1a del metomilo, es esencial establecer un cuidado constante.

El producto se utiliza para controlar un amplio espectro de insectos
que atacan al follaje y a los frutos de las plantas cultivadas: tiene un
magnifico poder ovicida en ciertos lepiddpteros y actia también contra una
amplia variedad de nematodos y Acaros. Este se puede utilizar en las
etapas cercanas a la cosecha sin interferir con los depredadores y los
parasitos naturales de la plaga.

Sus propiedades fisicas y quimicas se presentan en el anexo .

1.22.1 Modo de accién

El lannale-90 es téxico por contacto y por via estomacal, ademéas
tiene un marcado poder sistémico. El efecto de contacto de este producto
e6 sumamente rapido, posee muy buena penetracion en los tejidos
vegetales, por lo que proporciona a éstos una magnifica proteccion contra
el ataque de insectos; su capacidad sistémica ee hace evidente al
comprobarse que se Mueve dentro de los tejidos de las hojas en forma
transversal (del haz hacia el envés y viceversa) y distalmente (del punto de
penetracion a los extremos de la hoja); aplicado al suelo presenta accién
sistémica y ee mueve de la raiz al follaje; sin embargo este método de
control es poco recomendable por la gran cantidad de producto que €%
necesario utilizar (Du Pont 1999a).

Agentes humectantes como los esparcidores adherentes y los
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surfactantes, ayudan a que tenga mejor distribucion y mayor recubrimiento
en ia superficie de la planta, permitiendo la penetracién del insecticida
tanto en los tejidos de la planta como en la superficie cerosa de muchas
larvas de lepiddpteros en sus estados tardios.

Actlia por contacto directo sobre el insecto o por la ingestion de
partes tratadas de las plantas. Ademas tiene poder ovicida sobre aigunos
lepidbpteros. Ha demostrado ser un arma excelente del agricultor mexicano
en la batalla contra el gusano cogollero, la celama y la mosca Midge (Du
Pont 1999a,b).

Es considerado “altamente riesgoso”. Fertenece a la clase
toxicolbgica Categoria b {producto muy téxico), en la guia de clasificacion
presentada por la OMS (WHO 1884-1985).

En México, el lannate se presenta en las formas granulada al 90%
de ingrediente activo y liquida al 24%.

1.22.2 Toxicidad (anexo 4)

Los efectos téxicos a largo plazo del metomilo han sido estudiados
en diferentes sistemas de prueba. Aparte de los efectos sobre la actividad
ACE, han sido descritos dafos en el higado, riflones, tiroides y testiculos y
tampién sobre las actividades de otras enzimas tales como la ATFasa, Gi-
6-asa, LOH, GFPT, Alk-Pasa, etc. {lvanova-Chemishankska y Antov 1976,
FAO/WHO 1285),

1.22.2.1 Dérmica

E! metomilo aplicado a la piel intacta de congjos a una tasa repetida
de 200 mglkg por dia causa ligeras seflales de intoxicacién tales como
escurrimiento nasal, jadeo y diarrea transitoria. Todos los animales
sobreviven a las 15 aplicaciones. Sin embargo cuando se administra sovre la
piel lesionada, eon evidenciadas seflales sistémicas mucho mas serias,
tales como, escurrimienios hasales, salivacién, calambres, falta de
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coordinacién e hipertonia abdominal, algunos animales murieron (Kaplan y
Sherman 1977).

1.22.2.2 Reproductora

Al llevarse a cabo un estudio de reproduccion, en donde sce
administran dosis de 0, 50 y 100 mgikg de meiomiiv cii la aicta durante 5
meses, ho existe evidencia de cambios en los indices de reproduccién,
lactancia o ganancia de peso, que sugieran que el metomilo los afecte, en
las camadas de tres generaciones.

1.22.2.%3 Embriotoxicidad y teratogenicidad

Cuando son alimentados conejos con niveles de O, D0 y 100 mq de
metomilofkg ertre los dias & y 16 de gestacion, no oe observar
anormalidades esaueléticas o viscerales en los fetos (Kaplan y Sherman
1977).

1.22.2 Metabolismo

Los estudios a nivel mundial han demostrado que el metomilo,
ingrediente activo del lannate-90, se degrada en compuestos que se
encuentran cominmente en la naturaleza, por lo que sus residucs no
afectan al ambiente (Du Pont 1299a)

Una vez que ha sido aplicado al follaje, su degradacién ocurre
después de 48 horas, el metomilo se descompone en amoniaco, gas
carbdnico y agqua; con respecto al que penetra a la planta, este etmpieza a
Metabolizarse de las 48 a las 72 horas; en este caso, parte del producto se
convierte en gas carbbnico y acetonitrilos, por otra parte, es asimilado por
la planta en forma de lipidos {palmitatos, estearatos, etc.), de ésteres de
los 4cidos tartérico, glichlico y otros acidos orgahicos naturales. No se
acumula en la carne, la grasa o |a leche, por lo que se puede usar pocos dias
antes de la cosecha (anexo B). Cuando el lannate se asperja en ¢l sueln,
sufre una pérdida del 50 al 75% del metomilo en un lapso de 30 dias, a los
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90 solo quedan vestigios (Du Pont 1999a).

Junto con el aldicarb que tiene una aplicacién muy versatil, el
metomilo también es contado entre las oximas. Ei metomilo difiere del
aldicarb sdlo por la ausencia de un grupo metilo sobre el dtomo de carbon
terciario. El metabolistro de ambos puede ser muy similar.

En todos los organismos la ruta principal de degradacion lleva
primero al sulféxido por la via de la oxidacién del dtomo de azufre y
posteriormente a la sulfona y con la hidrélisis a la oxima-sulfona tiene lugar.
La oxidacién al sulféxido procede muy rapidamente. La maxima cantidad del
sulféxido en |a leche de vaca se alcanza después de tres horas (Dorough et
al. 1970) en larvas de insectos esto fue obtenido luego de dos horas (Bull et
al. 1967) en plantas de algodén después de tres dias (Coppedge et al
1967).

El sulfbxido es inestable. Se ha encontrado en la orina de la rata
s6lo en los primeros dias después de la aplicacion oral (Knaak et al. 1960)
La vida media de éste en las plantas de algodon es de 4 dias (Metcalf et al.
1966)

El metabolismo del metomilo parece ser cuantitativamente diferente
al del aldicarb en que hi el sulfoxido ni la sulfona se acumulan en los
animales ni en las plantas hasta ahora investigados. En lugar de eso, al
formarse son rapidamente degradados para dar origen a compuestos
voltiles y solubles en agua: los primeros incluyen didxido de carbono
(exhalado por los animales) y metilcianuro, mientras que la mayoria de los
compuestos solubles en agua no han sido identificados.

Harvey y Pease (1972), encuentran que, bajo condiciones de campo
en Delawere, Florida y Carolina del Norte, el metomilo se degrada casi
completamente en un mes, la mayor parte de éste se pierde del suelo por
volatilizacién, presumiblemente como dibxido de carboro. Fequefias
cantidades extraldas del suelo consisten de metomilo, S-metil N-
hidroxitioacetamidato y algunos compuestos polares.
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El metabolismo del aldicarb en plantas es el mismo que en
mamfferos. En algoddn, la parte tioéter es rapidamente oxidada al sulféxido
y este Ultimo es lentamente transformado a sulfona. El suiféxido es mas
estable y puede estar presente en las plantas de algodén adn dos meses
después del tratamiento. Debido a su persistencia en plantas y a su
elevada actividad anticolinesterasa comparada con ei aidicai misme, &
sulfoxido y la sulfona pueden ser tomados en cuenta cuando son
consideradas las tolerancias residuales.

En un estudio de Harvey y Raiser (1973) ee menciona que el
metomilo rapidamente se degrada a dioxido de carbono y acetonitrilo, que
se volatiliza de los tejidos vegetales, la vida media del metomilo es del orden
de 3 & & dias. El resto del compuesto es reincorporado dentro de los
comporentes naturales de la planta.

1.23 Firimor-50

Acerca de este insecticida, existe relativamente menos informacion,
comparada con la del metomilo. Su ingrediente activo es el pirimicarb
(Fig\4), que se encuentra al 50 % y actualmente es fabricado por Zeneca.

Este es recomendado para diferentes cultivos como son alfalfa,
gran variedad de frutales, cereales, ornamentales, vegetales y tabaco,
contra distintas plagas. Las dosis dependen del tipo de cultivo y la plaga a
la cual va ha ser dirigido (anexo 6).

Algunas de sus propiedades flsicas y quimicas asi como otras
caracteristicas se encuentran en el anexe 7.

1.23.1 Modo de accidn

El pirimicarb trabaja por contacto y presenta accion sistémica. Es
especifico para afidos y se usa en programas integrados de control.
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Es un aficida selectivo, de accion fumigante y de contacto, controla
réplda y eficientemente las plagas de afidos, tiene poco efscto sobre otras
formas de vida y en particular no mata muchos parésitos y depredadores
naturales, los cuales proveen algdn grado de control bioidgico natural de
plagas de insectos. Ademas de esto, no afecta la vida silvestre (ICI
Agrochemicals 1962).

Cuando se asperja sobre el follaje hay un movimiento translaminar
rapido, pero la accibh sistémica es sdlo alcanzada por la absorcién a través
de |las raices de la planta después de su aplicacién en el suelo.

1.23.2 Toxicidad

El pirimicarb es pobremente absorbido a través de la piel, por lo que
su toxicidad dérmica es baja. Tiene moderada toxicidad oral y baja toxicidad
para mamiferos.

1.23.2.1 Dérmica

Aplicaciones cuténeas diarias de 500 mg de pirimicarb por kg de
peso corporal a la piel de conejos durante 24 horas por 14 dias no producen
sefial de intoxicacion (FAOIWHO 1977).

124 Actividad genotdxica del metomilo y del pirimicarb

En el caso de los insecticidas metomilo y pirimicarb existe poca
informacién acerca de su posible gerotoxicidad. Los escasos o nulos
reportes sobre los efectos genéticos de dichos compuestos revelan la
necesidad de realizar mayor investigacion en estos aspectos. Aunque estos
pesticidas son desdoblados rapidamente y sus residuos son de bajo nivel
de riesgo, la exposicidn a largo plazo por parte del hombre a estos agentes
en los sitios de produccion y de uso, demanda un cuidadoso monitoreo
(Hemavathy y Krishnamurthy 1987a,b).
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1.24.1 Lannate o metomilo

Con relacion a la accién mutagénica del metomilo se ha descrito que
en Saimonella con la prueba de Ames da resultados negativos (Blevins et al.
1977a, Quinto et al. 19861). Blevins et al. (1977a), encuentran que sdlo su
derivado nitroso (N-Nitrosc metomilo) incremenia ia irecucicia de
revertantes.

La genotoxicidad del lannate 20, ha sido evaluada en las células
germinales de ratones, mediante el ensayo de morfologia del esperma y
preparaciones cromosdémicas en meiosis. Se obtienen resultados positivos
con tres concentraciones subletales de 20, 40 y 60 malkg, indicando su
mutagenicidad (Hemavathy y Krishnamurthy 1987a).

No se observan rupturas de una sola hebra del ADN de células
humanas deepués del tratamiento con metomilo (10° M), pero su derivado
hitroso en la misma concentracién produce humerosos rompimientos
(Blevine et al. 1977v), El metomilo que sin activacién metabdlica ro
aumenta la frecuencia de ICH, si lo hace significativamente en presencia de
la mezcla 59 en linfocitos humanos in vitro (Debuyst y Larebeke 1983).

El lannate 20 incrementa sighificativamente la frecuencia de letales
recesivos  en Drosophila melanogaster, sin  embargo, no produce
translocaciones (Hemavathy y Krishnamurthy 1987b).

Cuando ratas hembra son alimentadas con niveles de dieta de 400
ppim de metomilo, durante 22 meses, provoca un decremento en los niveles
de hemoglobina.

1.24.2 Pirimor o pirimicarb
Son escasos los reportes acerca del potencial genotéxico de este

plaguicida, por lo que es necesario realizar investigaciones acerca de su
actividad genética.

S
A



Estudios a largo plazo y de dos aflos en ratas, perros y ratones
dandoles pirimicarb no muestran potencial carcinogénico. Los niveles de
dosis probados son 175 mglkg en la dieta de ratas y de 1.6 mglkg de pego
corporal en perros (FAO/WHO 19277). Con base en una variedad de
protocolos de prueba, este plaguicida no presenta riesgo carcinogénico.

1.25 Los sistemas de prueba

En vista de que es dificil realizar experimentacion directa sobre el
hombre, se han implementado una serie de sistemas de evaluacién de dafio
genético que forman parte de una bateria de prue/bas que permiten
detectar el riesgo que representan para el ser humano. Eetos abarcan gran
variedad de organismos tanto animales como vegetales, para ser usados
como indicadores del dafio genético inducido por mutagenos fisicos y
qufmioos, con el fin de obtener un patiorama general.

Muchos sistethas de prueba han sido empleados para determinar el
dafo inducide al ADN por agentes mutagénicos (Ashby et al. 1985). No
obstante, el nivel de organizacién y los sistemas metabdlicos de los
modelos utilizados difieren de los det hombre y esto ha constituido una
fuente de error en la toma de decisiones, ya que se ha comprobado que una
sustancia que puede provocar daflo mutagénico en un sistema bacteriano,
no necesariamente lo produce en células humanas (Ashby 1988). Fero
cuando un agente dado induce alteraciones en diferentes organismos,
incluyendo mamiferos, debe considerarse la posibilidad de un riesgo
potencial.

los bicensayos de pesticidas a largo plazo con animales son
considerados como los procedimientos mas satisfactorios para valorar la
genotoxicidad (de Kergommeaux et al. 1983), sin embargo estos son caros,
por ¢ello se han implementado otros ensayos en vegetales y en cultivos
celulares, que aportan buena informacién a corto plazo y son mas
econdmicos.
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1.25.1 Plantas superiores

Los ensayos con plantas superiores para la deteccién de mutagenos
s¢ han desarrollado por muchos afios y son ahora sistemas bien
establecidos para la evaluacion y monitoreo de compuestos ambientales
mediante la induccion de aberraciones cromosémicas y mutaciones génicas
{Nilan y Vig 197@, Nilan 1978, Shelpy 1980, Constaniin 1882, Coiistantin y
Owens 1982, Grant 1993, 19924). Desde los 70s éstos han sido
recomendados para su uso en el rastreo o monitoreo, en 1873 por la
Academia Real de Ciencias Sueca, en 1975 por el 17° Comité de la Sociedad
de Mutagénesis Ambiental y més recientemente por la Organizacién
Mundiai de ia Salud (WHO 1985). Los ensayos de genotoxicidad con plantas
constituyen sistemas de prueba sensibles que ya han provisto de datos
cuaniitativos de mutagénesis Utiles. Diferentes plantas tienen las
caracteristicas para ser usadas en pruebas de mutagenicidad. Estas han
jugado papeles importantes en la deteccién de nueves mutéagenos y en el
desarroiio de técnicas gue han side mas tarde aplicadas en otras pruebas
para el conocimiento avanzado de la mutagénesis.

Dependiendo de la etapa de desarrollo de la planta, un mutdaenc
amblental puede causar mutaciones que lleven a la transformacion de
células somaticas, que induzcan mutaciores aue afecten las células
genitales o ejerzan efectos mutagénicos. Para los ensayos de genotoxicidad
en plantas superiores, diversos marcadores de daflo pueden ser usados en
la evaluacién y monitoreo de alteraciones que van desde mutaciones
puntuales hasta aberraciones crotmosémicas e intercambios de cromatidas
hermanas en células individuales y en drganos tales como raices, hojas,
polen y endospertro.

12511 Sistemas de prueba para genotoxicidad con plantas
superiores

Algunas de las especies vegetales mas frecuentemente utilizadas
incluyen Allium cepa, Arabidopsis thaliana, Crepis capilaris, Glycine max,
Hordeum vuigare, Lycopersicun esculentum, Nicotiana tabacum, Fisum



sativum, Tradescantia, Vicia faba y Zea mays. Fara evaiuar el daflo
cromosdmico, la planta usada més frecuentemente es Vicia faba, que tiene
grandes cromoeomas, adecuados para el estudio de las aberraciones
cromosdmicas en células soméaticas: (1) durante las divisiones mitdticas
(Ma 1982, deKergommeaux et al. 1983, Kihiman y Andersson 1964) y (2)
como micronlicleos en células en interfase (Degrassi y Rizzeni 1282, De
Marco et al. 1990). De acuerdo con Read (1959) Vicia faba fue usada en
experimentos con radiacion desde 1913.

12012 Rango de compuestos ambientales detectados commo
mutégerios con sistemas vegetales superiores.

Los ensayos de genotoxicidad con plantas han sido usados para
evaluar un amplio rango de compuestos tales como agentes
antimutagénicos (Gichner et al 1985), plaguicidas (Grant 1982),
disolventes (Gémez-Arroyo et al. 1966), lodos residuales (Hopke et al.
1962), agua potable (Ma et al. 1985), agua residual (Ruiz et al 1992),
efluentes (Grant et al. 1322, Villalobos-Pietrini et al. 1924), contaminantes
gel suelo (Gill y Sandnu 1992), contaminantes en la vecindad de una
refinerfa de petrdleo y de un complejo petroguimico (Lower et al. 1983a) y en
la vecindad de una fundidora de plomo (Lower et al, 1983b), asl como los
humos de una fabrica (Ma et al. 1983).

La deteccidn de los contaminantes del aire y del agua cae en dos
categorias generales: (1) téchicas en laboratorio o fuera del lugar y (2)
métodos in situ o en el lugar. La naturaleza del problema determinara si
debe hacerse el monitoreo en el laboratorio o in situ. Si los compuestos en
cuestion eon sedimentos entonces log estudios en el laboratorio pueden ser
los Unicos métodos de andlisis. Actualmente, no ée cohoce un sistema
animal que pueda ser usado eficientemente para el monitoreo in situ del
aire que aporte datos cuantitativos confiables. Los ensayos genéticos con
plantas son los (nicos sistemas actualmente en uso como mohitores in
situ de mutégenos ambientales (Fiskesjo 1285, Cebulska-Wasilewska 1988,
1992, Ma 1990, Grant et al. 1992, Ruiz et al. 1992, Villalobos-Pietrini et al.
1994).
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1.20.2 Vicia faba

Como material citogenético, Vicia faba tiene la ventaja de presentar
seis parce de cromosomas relativammente grandes que son excelentes para
|z evaluacién de las aberraciones cromosémicas. El material esté disponible
durante todo el afio, su crecimiento y manejo son faciiew, s rclativamcnte
barato y ademés ro se requiere de equipo sofisticado, ni de condiciones
estériles (Kihlman 1979), lo cual lo hace adecuado para su uso en todo el
mundo. Ademas, tienen gran nimero de células en divisién, las células de las
puntas de las raices son directamente expuestas al compuesto en cuestion
¥ pueden ser analizados los efectos de concentraciones conocidas (Kihlman
1971,1975, Gémez-Arroyo et al. 1988).

lLas cualidades de esta planta son percibidas mucho tiempo antes,
por radiobiblogos quienes investigaban los mecanismos de formacion de las
aberraciones cromousdiicas por radiaciones ionizantes (Read 1959). El
haba, Vicia faba, ha sido ampliamente utilizada desde los 505 para el
estudio de las aberraciones cromosdmicas inducidas por agentes quimicos
(Kiniman 1266, Ma 1982) y durante los Ultimos 20 afios tambiéh para |a
induccién de intercambios de cromatidas hermanas (Kihiman y Kronborg
1976, Kihlman y Andersson 1984). Recientemente, el material ha sido
utilizado para medir la efectividad del ensayo de las aberraciones
cromosomicas en Vicia faba en la evaluacidn de la calidad del agua en
condiciones in situ (Grant et al. 1992).

1.25.3 Cultivo de linfocitos humanos

Los organismos mas utilizados en pruebas de mutagericidad de
corta duracion son células bacterianas, levaduras o cultivos de diferentes
tejidos. Sin embargo, la respuesta de diferentes especies a los mutagenos
ce variable (Beaune ef. al 1885), Se ha descrito que existen variaciores
respecto a la mutagenicidad en el ambito celular dependiendo, por ejemplo,
de la capacidad de reparacion del ADN, del estado metabdlico. En tanto no
s€ conozZca el mecanismo exacto de accion del agente quimico que se desea
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probar, resulta ventajoso usar céiulas humanas para este fin.

El cultivo de células humanas y en especial de linfocitos periféricos,
tiene ventajas que lo hace adecuado para este tipo de estudios, debido 2
que se puede obtener facilmente una poblacion celular numerosa (Evans y
O'Riordan 1979) y por medio de mitdgenos como la fitohemaglutinina (FHA),
inducirlos a dividirse in vitro (Crossen y Morgan 1977), fograndose una
cartidad considerable de linfocitos en metafase {Jasinka et al. 1377).

Se han desarrollado metodologias estandarizadas para el cultivo de
sangre periférica completa de humanos, que permiten determinar la
sensivilidad de los linfocitos a alteraciones citogenéticas. Estos dan
resultados reproducibles con indices mitdticos elevados y frecuencias
basales de eventos de dafio estables (Kligerman et al. 1964).

Los linfocitos circulantes estan normalmente en G, y para estimular
su divisidn in vitro ee han empleado extractos vegetales que tienen
propiedades mitogénicas y de aglutinar células; esto se debe a la presencia
de cierlas proteinas ilamadas lectinas como la concavalina A (Con A) y la
fitohemaglutinina (PHA) (Crossen y Morgan 1977). Otras sustancias
derivadas de bacterias como el filtrado de estreptococos y estafilecocos,
as! como también la tuberculing, tienen la cualidad de inducir la division
celular (Ling y Kay 1975); la més comiin es la PHA, una glicoproteina
extraida de Fhaseolus vulgaris. Se considera que la PHA induce la division
celular en linfocitos T de humanos y de otras especies de mamiferos (Roit
et al. 1969).

El empleo de la PHA tiene la vertaja de que al ser un mitdgeno no
especifico, puede activar clones miltiples de iinfocitos.

1.29.4 Los intercambios de cromatidas hermanas
Un criterio adecuado para determinar el efecto provocado por los

cottaminantes ambientales lo constituye el intercambio de cromatidas
hermanas (ICH) debido a que es un método versatil y aplicable para
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estudios tanto en células animales como vegetales, asl como en
exposiciones in vivo e in vitro a los compuestos en investigacion (Krishna et
al. 1986, Gémez-Arroyo et al. 1988, Gbémez-Arroyo y Villalobos-Fietrini
199b).

El andlisis de ICH es uno de los procedimientos citolégicos méas
rapidos y sensibles para determinar el dafio ai ADN inducide por dictintos
agentes. Las dosis de compuesto que incrementan la frecuencia de ICH son
gereraimente mucho mas bajas que aquellas requeridas para aumentar las
alerraciones cromosomicas (Tice y Hollaender 12864). Ademés por muchos
afios este sistema hna sido aceptado para monitorear mutagencs y
carcindgenos ambientales (Zhang et al 1991). Actualmente existen
evidencias de que para muchos compuestos, el andlisis de ICH proporciona
el Indice mas sensible para detectar el daflo genético, debido a que se ha
ercontrado correlacién entre la frecuencia de éstos y la concentracién del
tmutageno (Takehisa et al. 1982).

Las células de mamifero han sido més usadas que las vegetales en
dichos ensayos (Schvartzman 1987), por lo que puede hacerse una
cotparacion de la prueba de ICH en plantas con respecto a animales con
relacion a su capacidad para elucidar mutégenos, asi cotrio para proveer un
método Mas parato y sencilo para la deteccibn de la capacidad
mutagénica de las substancias.

1.25.4.1 Bases genéticas de los ICH

La existencia de los ICH fue primero sospechada por McClintock
(1938), basada en el comportamiento de los anillos cromosémicos en el
malz. Los ICH se sabe ahora que ocurren como un evento normal en la
division celular en tejidos de mamiferos (Tice et al. 1976, Tucker et al.
1986). Los ICH han jugado un papel importante como indicadores sensibles
de genotoxicidad deede que latt (1974) observa un incremento en la
frecuencia sequida del tratamiento con mitomicina C.

Los ICH que representan el intercambio de los productos de la
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replicacién del ADN en loci homdlogos. El proceso de intercambio
presumiblemente involucra rompimiento y reunién del ADN (Latt et al. 1981).
Aunque los ICH son facilmente observados experimentalmente, se
desconocen todavia los mecanismos exactos de su formacién. Parece que
los ICH son producidos en o cerca de las horquillas de rcplicacién.

Cualquiera que oea el mecanismo exacto involucrado en su
formacion, el hecho es que los ICH han sido ampliamente utilizados como
indicadores de actividad genotdxica. La elucidacion del o de los mecanismos
de formacion serd uha fase importante hacia la comprension del significado
bioldgico de exposiciones adversas.

1.25.4.11 Algunos modelos para la formacion de los ICH

La hipbtesis descrita por Painter (1280) considera que existe
reduccion er la velocidad de desplazamiento de |la horquilla de replicacion del
ADN, lo cual genera 4 extremos libres (dos nacientes y dos progenitores de
un racimo de replicones completamente duplicados y opuestoe a los
extremos libres progenitores), del replicén adyacente que se encuentra
parcialmente duplicado. Esto conduce a la conexiéhn entre los grupos de
replicones en los cuales un segmento duplicado se encuentra al lado de un
segmento no duplicado (Fig. 15) (como es normal durante e perlodo S en
las uniones de la eucromatina y la heterocromatina), lo que sugiere que los
rompimientos de la molécuta de ADN de doble banda en estas conexiones,
son formados y reunidos de manera espontanea y el sellado quizas es
catalizado por la topoisomerasa ll, que ha sido localizada en diferentes
eucariontes. Ocasionalmente en lugar de que ocurra una reunion normal, el
rompimiento e¢ sella por unién de las hebras hijas de una molécula replicada
a la molécula ro replicada. Una vez que esto ocurre, ¢l ICH es iniciado
cuando, las hebras hijas nacientes de un grupo se combinan con las hebras
progenitoras de un grupo parcialmente replicado y sblo cuando estos
terminan de duplicarse 6e genera totaimente el ICH. Este intercambio
requiere de un sblo evento, el rompimiento es de doble hebra, el cual es
consistente con los datos que muestran que el ICH es producido en funcion
lineal a la dosis de un agente.
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1.25.4.2 La metodologia con bromodesoxiuridina (Brdl) para la
deteccion de ICH

La deteccién de los ICH en cromosomas que ho ee¢ encuentran en
fortna de anillo, requiere algin medio de marcaje diferencial de las
croMatidas hermanas. Esto fue iniciaimente aicancauo coin ol ucc de
timidina tritiada (Taylor et al 1957), aunque estudios més recientes
utilizan nucledsidos halogenados.

El nucledsido halogenado Brdl ha desplazado totalmente a la
[*Hltimidina, para lograr la tincién diferencial de las cromatidas hermanas
(Fig. 18). Cuando se incorpora al ADN o a la cromatina, la BrdU puede
apagar la fluorescencia de los colorantes unidos al ADN, tales como el
Hogechet 33258 (Latt, 1973, 1976), el naranja de acridina {Ferry y Wolff
1974, Latt 1976), entre otros. Los métodos de fluorescencia para la
deteccion de ICH rio provecn de preparaciones permanentes y el decaimiento
répido de las laminillas hace dificil el anélisis al microscopio. Los métodos
con Giemsa (Perry y Wolff 1974), han reemplazado las técnicas con
fluorescencia para el analisis de rutina de los ICH.

1.25.4.3 Los [CH como indicadores de carcindgenos mutagénicos

Los ICH han demostrado ser indicadores sensibles de los efectos
provocados por mutégenos y carcinbgenos quiticos.

Uno de los primeros estudios se llevd a cabo en cromosomas de
linfocitos humanos con el agente alquilante bifuncional mitomicina C que
forma enlaces cruzados en el ADN (Latt 1974). Una gran frecuencia de ICH
es observada en concentraciones muy bajas incapaces de causar el
incremento de la frecuencia de aberraciones cromosémicas. Sugiriendo que
la sensibilidad de la prueba es tal que tiene gran utilidad como sistema de
prueba para evidenciar los efectos de mutagenos sobre los cromosomas.
Debido a la facilidad en su registro y a los efectos dramaticos, pronto
fueron llevados a cabo trabajos con otros sistemas celulares y otros
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compueeatos.
1.25.4.4 Andlisis it vitro de ICH

En teorfa, el andlisis de ICH puede realizarse en cualquier linea
celular de eucariontes o cepas celulares que repliquen normalmente, o
capaces de ser inducidas a replicar en cultivo, Tales llneas celulares
abarcan el espectro filogenético desde Drosophila hasta células humanas.
El (nico requerimiento absoluto es que la célula incorpore uh nucledtido
anélogo, més cominmente la BrdU, por al menos un ciclo de replicacion y
entonces complete un segundo ciclo, ya sea en presencia o en ausencia del
analogo.

Las lineas celulares mas frecuentemente utilizadas incluyen los
fibroblastos CHO, V79 y DON de criceto chino; células humanas tales como
Hela: o derivados de ta piel o de pulmén fetal y cultivos de linfocitos, asi
como de otras especies como ratas, ratones y conejos de laboratorio.

La mayor desventaja de las lineas celulares para estudiar la
formacién de los ICH es su limitada capacidad de activacion metabdlica
endbgena. Estas necesitan el uso de fuentes exdgenas de mezclas
microsémicas 59 derivados de higado.

Debido a que las muestras de sangre periférica humana son faciles
de obtener y a la relevancia del tipo celular, este es uh sistema que puede
ser usado tanto para estudios in vitro cotro para mohitoreo in vivo de la
exposicién humana a agentes quimicos.

1.25.4.% Analisis in vivo de ICH

Una variedad de especies eucaribticas, desde plantas hasta
insectos, peces y mamiferos han sido usados eh experimentos para evaluar

la capacidad de los agentes fisicos y quimicos para inducir ICH in vivo,

Cualquier poblacién celular que bajo condiciones normales o por
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virtud del estimulo del crecimiento celular provea suficientes células en
metafase para anélisis citogenéticos puede ser empleada en la evaluacion
del ICH in viveo.

En cualguier tipo celular dado o tejido, el nimero exacto de ICH
inducido por un tratamiento quimico con un agente que dafla al ADN
depende de: (1) ia cinética de distribucion y metaboiisrmo del cuitipussto, (2)
la naturaleza de la(s) lesion(es) pertinente(s), (3) la eficiencia de los
sistemas de reparacién apropiados para remover la o las lesiones, (4) la
relacién temporal entre la formacién de! primer dafio al ADN y el inicio de la
sintesis programada de ADN en presencia de un marcador adecuado como
la BrdU, (9) el grado de modificacidén de la sensibilidad del ADN al
compuesto examinado, causado por la incorporacion del marcador. (6) la
extensién de la letalidad celular asociado con el tratamiento. La compleja
interaccién de estos factores determina el tiempo de la maxima respuesta
de ICH (Tucker et al. 1993).

* Aunque alguros investigadores han encontrado que los tiempos de
tratamiento mas efectivos son frecuentemente dependientes del
compuesto (Takehisa y Conner 1985, Tice et al. 1987), la conclusion general
es que para la mayoria de los agentes, el tratamiento Gnico al momento de
administrar la Brdl ofrece las maximas oportunidades para detectar la
respuesta significativa de ICH,

1.29.4.0 Su empleo

El andlisis de ICH ha sido usado satisfactoriamente para
monitorear la exposicion humana a agentes potenciaimente genotdxicos.
Méas frecuentemente, los estudios de monitoreo son ilevados a cabo con
linfocitos T estimulados con fitohemaglutinina (PHA).

A pesar de la incertidumbre de sus mecanismos moleculares, el
andlisic de la formacién de ICH en sistemas citoldgicos ha provisto de
informacién eobre la estructura cromosomica y ha sido utilizada
empiricamente para detectar los efectos de mutagenos y para diferenciar
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entre enfermedades de fragilidad cromosémica.

La fuerza de los diferentes sistemas se basa en su sensibilidad para
detectar la exposicion a los agentes quimicos, a la relativa facilidad para
realizar la prueba en una amplia variedad de lineas celulares y tejidos y a la
capacidad inherente para producir datos faciimente cuantificables. Por
otra parte, la (nica desventaja de los ICH es el desconocimiento de su
significado biolégico, el cual no serd comprendido hasta que sus
mecanismos de formacion sean elucidados. Sin embargo, los sistemas de
ICH in vivo e in vitro contintan siendo usados para evaluar genotoxicidad y
probablemente continuaran siendo empleados con este propbsito para el
futuro previsible (Tucker et al. 1993).

1.25.4.7 El auge de los ICH

En la ciencia la adquisicidn de un nuevo conocimiento en un campo en
particular no es un proceso continuo y progresivo. For el contrario,
usualmente ocurre como uha serie de brotes causados por el desarrollo
repentino de nuevas técnicas especificas y frecuentemente simples. Esto
s precisamente el caso con los analisis de ICH. Mientras que la cantidad
total de publicaciones sobre ICH desde su descubrimiento en 1956 hasta
1973 fueron por mucho meros de 100, al menos 2872 articulos fueron
publicados en este campo en particular entre 1974 y 1966 (Schvartzman
1967).

¢Cuédl fue la causa de este auge de los ICH?Z. Como se menciona
arteriortnente, la respuesta a esta pregunta es relativamente simple: en
1973-74 fue desarrollada una téchica que permite la tincion diferencial de
las crométidas hermanas de cromosomas en metafase con gran exactitud
(Latt 1973, Perry y Wolff 1874). Este método involucra la incorporacion de
la BrdU dentro del ADN y la subsecuente tincién diferencial de ias
croméatidas o regiones cromosdmicas gque contienen distintas cantidades
de este andlogo de |a timina. La diferenciacion de las crométidas hermanas,
que es esencial para vislumbrar los ICH es primeramente alcanzada usando
[‘Hltimidina, para marcar ¢l ADN y autorradiografias para detectar las
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cromatidas marcadas (Taylor et al. 1957). Sin embargo, la resolucién
alcanzada con la autorradiografla es muy pobre y los ICH son
particularmente dificiles de registrar. FPor el contrario, el método con Brdl,
es relativamente simple y la resolucion es significativamente mejor (Wolff y
Ferry 1874). Pero hay aln otra razén mae para explicar el éxito de los ICH:
son el método citoldgico més sensible para detectar agentes
potercialmente mutagénicos y clastogénicos (Perry y kvans 1970). Esta
observacion lieva en la actualidad a |a utilizacion de esta prueba en muchas
evaluaciones realizadas en el campo de |a toxicologla citogenética.

Con ciertas modificaciones estas técnicas pueden también ser
usadas para cromosomas de plantas, insectos y aves.

1.25.4.8 La citogenética vegetal y el auge de los ICH

Aunque los ICH fueron primero descubiertos por McClintock en 1958

tas superiores, la cantidad

y visualizados por Taylor et al., en 1257 en plan
de publicaciones sobre ICH en plantas sélo representa el 3% del nimero
total de articulos publicados en este campo. A pesar de esto, los
citogenetistas vegetales han contribuido significativamente al incremento
del conocimiento acerca de los ICH. Como se ha planteado previamente, los
experimentos han llevado a 3 descubrimientos basicos hechos en este
campo antes del desarrollo del método con BrdU, a decir: (1) la primera
proposicion de Barbara McClintock de los que ella llama “entrecruzamientos
de crométidas hermanas" (McClintock 19238) (2) la demostracion citolégica
de que las subunidades de las cromatidas se segregan semi-
conservadoramente (Taylor et al. 1957) y (3) la observacion de que los ICH
son formados por rompimientos y reuniones de las cuatro cadenas de
polinucledtidos involucradas (Taylor 1958). Todos ellos fueron alcanzados
trabajando con Zea mays, Vicia faba y Bellevalia romana, respectivamente.

El pritvier reporte cientifico sobre ICH en plantas superiores basado
en el uso del método con BrdU ocurre en 1975 (Kihiman y Kronhborg 1979). A
través de los afos, se observa que Allium cepa y Vicia faba son por mucho
los materiales preferidos, representando el 0% de todas las publicaciones



con sistemas vegetales.
1255 La cinética de proliferacién celular y el indice de replicacion

Se llama ciclo celuiar a los diferentes estados subsecuentes de una
célula eucaridtica en division, e involucra dos aspectos fundamentales: la
interfase y la mitosis. Esta Gltima produce dos células hijas idénticas a
partir de una célula precursora. La interfase comprende: G, Sy G,.. En a
fase G, la célula se prepara para la sintesis del ADN. Las enzimas y
proteinas que se requieren para iniciar y efectuar la replicacién del ADN, se
sintetizan al final de G. y al inicio de 5. La fase S es el periodo de sintesis
del ADN, durante el cual se genera una segunda copia del genoma. En la
fase G,, la célula se prepara para |a divisién, sintetizando moléculas que se
requieren para la mitosis. El tiempo que transcurre entre uha mitosis y
otra se denomina interfase. Existe ademas otra fase denominada G , la
cual se considera como un estado de "reposo" de las células que no se
encuentran en proliferacion. En esta etapa, el metabolismo principal de |a
célula estd disminuido, incluyendo muchos de los procesos usualmente
activos, como la transcripcién y la sintesis de proteinas (Dractta 1920,
Grafla y Reddy 1995).

En paralelo con otras técnicas, para el andlisis de ICH y de
aberraciones cromosémicas, el rango de estimulo por mitdgenos en la
cinética de proliferacion celular (CPC) se utiliza principalmente para evaluar
la genotoxicidad a concentraciones citotéxicas de agentes quimicos. La
CPC puede ser afectada por varios factores fisiologicos como son la edad
del donador (Wen y Liew 1283, Malaragno y Smith 1920), el estado de salud
(Dutrillaux y Fose 1976, Mutchinick et al. 1979, Kierszenbaum et al. 1990,
Sztein et al. 1990} y las condiciones del cultivo (Obe et al. 1975, Mutchinick
et al. 1980, Wolff et al. 1984, Speit et al. 1966, Gonsebatt y Mutchinick,
1990).

El ADN de todas las células, alin de las que no estan en crecimiento,

s¢ encuentra sujeto a dafo fisico o quimico. Los cambios incorrectos en las
bases del ADN de las células que no estan en crecimiento podrian generar
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la produccion de proteinas defectuosas o una cantidad inaceptable de ellos.
Una mutacién puede hacer que una célula de apariencia normal, no reciba
correctametite los mensajes externos y altere sus procesos de divisidn. Si
bien es cierto, que la célula tiene sistemas que detectan y llegan a reparar
mutaciones, algunos dafos pasan inadvertidos. La acumulacion de
alteraciones genéticas puede transformar a la célula en tumorogénica, que
a diferencia de una célula nhormal ya ho responde a las sefiaieo inhibidoras
que controlan su crecimiento, cambia su morfologia y adquiere la propiedac
de replicarse sin medida. Finalmente, las células cancerosas invaden los

tejidos sanos en cualquier zona corporal, ee trata entonces de metastasio
(Nasmyth 1290, Kirschner 1992, Murray 1992).

Se han descrito evidencias acerca de alteraciones sobre CPC por
pesticidas en su mayoria organofosforados como metil paration, malation,

metilazinfos y en menor grado los carbamicos, tanto in vitro como in vivo
{Sobti et al. 1982).

125.6 La activacion metabdlica

A pesar de aue se cuenta con diferentes sistemas de evaluacion
para detectar agentes genotdxicos, muchos compuestos hno  son
mutagénicos por si mistos sino que dan origen a mutagenos durante su
metabolismo en el cuerpo y de la misma forma substancias que son
mutagénicas en algunos organismos pueden ser inactivadas.

Numerosos plaguicidas son biotransformados por el sistema
enzimético animal o vegetal a productos que soh altamente mutagénicos
en varios sistemas de prueba (Flewa et al. 1988).

Con ¢l propdsito de hacer de estos sistemas una herramienta mas
(til se ha incorporado en ellos una fase de activacién metabdlica que
mghetiza la biotransformacién que puede ocurrir en los animales y los
vegetales cuando los compuestos son asimilados (Rasquinha et al. 1288).
Esta activacién de promutégenos es un evento critico en la mutagénesis
ambiental y los experimentos frecuentemente incluyen uha fraccion



metabdlicamente activa para explicar este hecho.

Se ha desarrollado un método para simular la activacién metabdlica
realizada por mamiferoe (Ames et al 1975) y més recientemente s¢ ha
hecho lo mismo para vegetales (Plewa y Gerntile 1982), con el propdsito de
evaluar la actividad mutagénica de numerosos plaguicidas promutagéricos.

La mayoria de los xenobibticos no son solubles en agua, por 1o que
las enzimas celulares los cotvierten en compuestos hidrofilicos que pueden
ser facilmente eliminados del cuerpo. Esto genieralmente ocurre como se
describe anteriormente por las reacciones de Fase | o de funcionatizacién y
de fase Il o de derivacion o conjugacién. Las primeras, eventualmente
conducen a la formacidh de metabolitos reactivos que logran urirse
covalentemente a macromoléculas de varios tejidos causando mutaciones
génicas y muerte celuiar. No obstante en caso inverso también puede
presentaree, que un compuesto biolbgicamente activo sea transformado en
una sustancia menos toxica que el original.

1.2%.6.1 La fraccion 69

El higado es el sitio principal en donde ocurre el metabolismo de
xenobidticos, aungue existen otros tejidos como el intestiro, el pulmén, el
rifion y la piel que también son importantes. Er un tejido en particular, las
enzimas pueden concentrarse en células especificas (p.e. los hepatocitos en
el higado, las células epiteliales tipo Il en el pulmon). En éstas, las enzimas
estén asociadas a distintos organelos subcelulares o compartimientos
intracelulares. Las enzimas pertenecientes a los citocromos F-490 se
localizan en el reticulo endoplasmico, mientras que las de conjugacion
(metabolismo  de fase I, como glutation  transferasas y
sulfurotransferasas son predominantemente citosolicas. Se considera que
la oxidacion dependiente del citocromo P-450 es normaimente uha ruta de
activacion y la de conjugacién una ruta de desintoxicacion (Snell y Mullock
1987) '

El sistema metabolizador usado en la mayoria de los estudios in
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vitro con linfocitos es la fraccion metabélica 59. Esta mezcla formada por
enzimas microsbmicas se obtiene de homogeneizados de higado de rata y
es (til para la activacion de tales promutagenos ya que semeja el
metabolisto realizado in vivo (Ames et al. 1975).

Las pruebas de activacién metabdlica con la fraccién 9 se llevan a
cabo incorporando esta mezcla, junto cor ol coitipucstc a ensayar, en al
medio de cuitivo con linfocitos, analizando la frecuencia de ICH inducidos,
para establecer la capacidad mutagénica de los metabolitos.

Los ensayos con células de mamifero in vitro aigunas veces revelan
clastogenicidad sélo después de la activacion por la fraccion microsomica
59 de higado de rata, aundue algunas veces estas mismas fracciones
réapidamente inactivan a otros insecticidas. Fuede ponerse en evidencia que
en tales pruebas in vitro, las células estén directamente en contacto con ¢l
insecticida, los cuales a su vez son disueltos en disolventes fuertemente
citptoxicos cormo ¢l DMSO. Agl, este modeln no mimetiza adecuadamente
lag,condiciones in vivo.

En este tipo de pruebas, generalmente se emplea como testigo
positivo a la ciclofosfamida. Esta es un mutagero indirecto que ejerce su
accién sobre el ADN deepués de que ha sido metabolizado. La expoaicién de
linfocitos humanos a este compuesto en presencia de la fraccién
ticrosomica ©9, incrementa la produccién de ICH con respecto a su
aplicacion directa (White y Hesketh 1980, Hartmann et al. 1993).

1.25.6.2 La fraccién S10

Por otra parte, también han sido usados exiractos vegetales en
luyar de la fraccidn 59 de higado de rata para la activacién de los agentes
quimicos no mutagénicos con la prueba de ICH (Darroundi y Natarajan
1987). Se ha encontrado que extractos de raices de Vicia faba tratadas
cons etanol, inducen ICH en células ovéricas de criceto Chine (CHO)
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(Takehisa y Kanaya 1983) y en cultivo de linfocitos humanos (Gémez-
Arroyo et al. 1995, Calderén-Segura et al. 1929).

Es particularmente importante el papel que el metabolismo vegetal
pucde tener en la mutagénesic ambientai, porque muchas cosechas
agricolas son tratadas con pesticidas previamente a ser corsumidas por el
hombre. Ademés se ha indicado que para algunos pesticidas los productos
metabdlicos difieren entre plantas y animales (Menn 1878).

Los ensayos de activacion vegetal se pueden realizar administrando
a una planta viva intacta la sustancia que se prueba, semejando las
condiciones encontradas en los campos agricolas (Flewa y Gentile 1982).
Después de esto, e extracto debe ser répidamente aplicado a algdn
sistema de prueba para determinar su efecto mutagénico, como el cultivo
de linfocitos humanos, evaluando asi las propiedades genotoxicas de los
metabolitos (Flewa st al 1964).

En estudios de metabolismo vegetal ee ha demostrado que ciertos
compuestos como las triazinas, la hidrazida malica y la fenil urea, entre
otros, pueden ser activados por los sistemas enzimaticos de las plantas a
compuestos mutagénicos especificos (Plewa et al. 1988).

1.27 Objetivo

Los agentes agroquimicos son extensamente empleados para el
control de plagas y justificadamente existe el interés sobre el riesgo que
implica la ingestion de estos compuestos por el hombre y es esencial tener
un conocimiento adecuado de su mutagenicidad. Una de las principales
consideraciones debe ser el peligro que representa no solo el compuesto
original, sino también cualquier derivado de su metabolismo.

Estd bien documentado que tanto en sistemas animales (Ames et

al. 1975), como en vegetaies (Flewa y Gentile 1262), la bictransformacion
puede convertir a promutégenos en mutégenos.
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El hecho de que las plantas realicen transformaciones enzimaticas,
hice necesario profundizar los estudios a este respecto, ya que los
plaguicidas son tomados por el hombre no sblo directamente al ser
aplicados sobre los vegetales sino también a través de sus metabolitos, los
cuales son almacenados en diversas estructuras y tal vez puedan resultar
mas peligrosos.

En vista de que humerosos pesticidas pueden ser activados ya sea
por las plantas o por los animales y actuar como mutégenos en sistemas
animales, incluyendo al hombre y considerando como antecedente gue en
huestro pals, los ineecticidas carbamicos son ampliamente usados en la
agricultura, lo cual representa una fuerte amenaza para la salud de la
poblacion y teniendo como referencia que son escasos los estudios
citogenéticos sopre el lannate-90 y el pirimor-50, en este trabajo se evalla
su potencial mutagénico; tanto en forma directa como indirecta previa
activacién metabdlica vegetal, asl como en presencia de las fracciones
mathbdlicas 510 (vegetal) y 59 (animal) sobre el ADN de las células
méristematicas de Vicia faba y en linfocitos humanos en cultivo que han
demostrado ser sumamente sensibles al efecto de plaguicidas (Gomez-
Arroyo et al. 1986, 1992a,b, 1995, 1997, Gémez-Arroyo y Yillalobos-Fietrini
1995, Calderén Segura 1999) ademas de ser metabdlicamente activa, ya
aue posee |a fraccion enzimatica S10 (Takehisa et al. 1982, 1988, Takehisa
y Kanaya 1983, Takehisa 1986, Kanaya et al. 1992, Gémez-Arroyo et al.
1998, Calderén-Segura et al 1999), utilizando como prueba de dafio
citogenético los intercambios de cromatidas hermanas (ICH). Asimiemo, se
determina su influencia sobre la cinética de proliferacién celular y el indice
de replicacion en los cultivos de linfocitos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tratamientos directos

Con el propésito de verificar el posible efecto directo del lannate-90
(Du Pont) y del piritor-90 (Zeneca) en un sistema vegetal y en un sistema
animal, se analizé la frecuencia de ICH en los cromosomas de Vicia faba en
el primer cago y de linfocitos humanos en cultivo para el segundo.

211 En Vicia faba

2.1.1.1 Germinacién de las semillas

Las semillas de Vicia faba (var. minor) son lavadas en agua corriente
durante 2 h. Posteriormente se embeben en agua de la llave durante 24

horas, después se pohen a germinar entre dos capas de algoddn
humedecido.
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Cuando aparece la radicula, ee remueve la testa y al medir la raiz
principal de 2 a 3 cm, previamente a los tratamientos, se eliminé la cofia.

2112 Tratamiento

Las plantulas cuyas raices principales han alcanzado las medidas
mercionadas son colocadas en una solucton de anzivgus guc contiens 100
uM de o-bromodesoxiuridina (BrdU), 0.1 uM de S-fluorodesoxiuridina (FdU) y
5 uM de uridina (U) por un ciclo de replicacion (20 h). Después de esto son
enjuagadas y se formaron lotes de 10 plantulas para ser tratadas con los
pesticidas por 2 h a diferentes concentraciones.

? Las concentraciones empleadas para el caso del larnate-90 son, O,
500, 750, 1000. 1500, 2000 y 2500 ppm de ingrediente activo (i.a.). El
pitimor-b0 resulta eer mas toxico para Vicia faba por lo que las
cavicentraciones evaluadas para determinar sus efectos genéticos son O,
5,10, b, 20, 2o, D0, 75 y 100 ppm de ia Ambos disueltos en agua
destilada.

Transcurrido el tiempo de tratamiento {as raices se lavaron con
agua de la llave y con agua destilada y posteriormente ee introdujeron en
una solucién fresca de anlogos, con las mismas concentraciones, para un
segundo ciclo de replicacién (20 h). Los ensayos son llevados a cabo en ia
oscuridad a 19 °C. Los testigos son expuestos a agua destilada y
sometidos al mismo procedimiento. Se llevaron a cabo dos experimentos
para cada concentracion,

2113 Tincién y montaje

Después de! tratamiento los meristemos son cortados (2 mm de
las puntas) y sometidos a colchicina (0.05%) por 3 h, después son tefiidos
usando la técnica de tincidn diferencial de Feulgen descrita por Tempelaar
et al. (1962) y modificada como sigue: los cortes son filados en acido
acético glacial por 1 h en la oscuriaad, después se colocan en etanol-dcido
acético (311) por 2 dias a -20 "C, posteriormente se ponen en etanol ai 70%
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por 15 min e hidrolizan en HCI BN por 80 min a 28 ‘C en bafio Maria.
Entonces se lavan 3 veces con agua bidestilada, para quitar el exceso de
4cido y se tiflen con el reactivo de Schiff (tihcién de Feulgen) por 1o min en
la oscuridad. Los cortes son entonces tratados con pectinasa al 2%
disuelta en amortiguador de citratos 0.01 M (pH 4.7) por 120 min a 28 C
y después se colocan en Acido acético al 4o % durante 10 min, para
cransferirlos en (ltima instancia a etanol frio al 70 % por 30 min. (Gomez-
Arroyo v Villalobos-Pietrini 1995). El aplastamiento del tejido para obtener
una mornocapa se realiza usando Acido acético al 49%, las laminillas se
hacen permanentes por la técnica del hielo seco de Conger y Fairchild
(1953), se deshidratan por medio de dos cambios de butanal absoluto y se
montan e balsamo de Canada (Gémez-Arroyo y Yillalobos-Fietrini 1995).

2.1.1.4 Andlisis microscopico

El registro de los ICH se hace en 25 células en metafase para cada
experimento y su réplica. Debido a que los cromosomas se dispersan (Fia.
17), los registros son hechos en 250 cromosomas eubacrocéntricos y en DO
crotosomas metacéntricos. Los ICH terminales (Fig. 1&) se registraron
como un evento y los intersticiales (Fig. 12) como dos eventos. Las
laminillas siempre son observadas con clave, para evitar prejuicios.

2.1.15 Pruebas estadisticas

Se realza un andlisis de varianza (ANOYA) para contrastar los
grupos, si se obtienen valores de F significativos (F < 0.001), entonces se
aplica la prueba de comparaciones miltiples de Newman Keuls entre cada
concentracion y los testigos (F < 0.001).

2.1.2 En linfocitos humanos
Se prepararon soluciones patrén de lannate-90 (Du Pont) y pirimor-
b0 (Zeneca), que fueron disueitas en agua destilada y DMSO,

respectivamente e inmediatamente aplicadas a los cultivos de linfocitos, La
concentracion final de DMSO en los tuvos de cultivo no fue mayor de 0.0 %
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{utv).
21.2.1 Cultive

En tubos de cultivo estériles se colocaron 3 mt de medio RMPI 1640
(Siama) complementado con PHA (25 mli/IO0 ml de medio) (Givco). Con
una jeringa heparinizada ee extraen G mi de saiigre periférica por puncion
vosa de un donador sano y se adicionan & gotas de sangre, para
posteriormente incubarse a 37 °C.

21.2.2 Tratamiento

Después de 24 h de iniciado el cultivo se agregan 100 il de BrdU
0.4 mgiml) y los insecticidas a diferentes concentraciones.
Y

Para el lannate-90 se probaron O, 50, 100, 250, 500, 720, 1000
ppm de i.a. y en el caso del pirimor-00 las concentraciones evaluadas fueron
0, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 y 2500 ppm de i.a.

Después de cumplir 70 horas desde ¢! inicio del cultivo (46 horas en
presencia de los plaguicidas), entonces se agregaron 100 ul de colchicina
(0.02%), permaneciendo 2 horas més a 27 “C, para completar el tiempo de
incubacién y a continuacién se realiza la cosecha.

2.1.2.3 Cosecha

Se centrifugan los cultivos a 2000 rpm durante 10 min, se desecha
el sobrenadante e inmediatamente se resuspende el boton suavemente en
una solucién hipoténica de KCI (0.075 M) a 37 °C durante 20 min.

Transcurrido este tiempo se centrifugan a 2000 rpm durante otros
10 min, retirando el sobrenadante y resuspendiendo el boton rapidamente
en fijador metanol-cido acético (3), manteniéndose en refrigeracion por
20 min.
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Nuevamente se centrifugan en las mismas condiciones, se retira el
sobrenadante y se lava el botdn con fijador, repitiéndose este paso hasta
que estén totalmente limpios.

Al final el botén se resuspende en 050 ml de fijador. A partir de
esta suspensién se efectian ias preparaciones por goteo, realizando por lo
menos 2 laminillas por frascoe de cultivo, dejandose secar al aire.

21.2.4 Tincién

Las laminillas fueron tefidas de acuerdo con la técnica de
fluorescencia mas Giemsa (Perry y Wolff 1874). Se colocan en el colorante
fluorocromado Hoescht 33258 (0.001 pg/ml) en cajas de Koplin, durante
40 min en la oscuridad, después se lavan con agua corriente y se dejan
secar al aire en posicion vertical.

Posteriormente se irradian con luz negra (20 watte) a 2 cm de
distancia durante una hora, cuidando de mantenerlas himedas durante
este tiempo con una solucién de citrato de sodio salino, al termino de este
tiempo, se enjuagan y se dejan secar.

Se titlen con Giemsa (solucién acuosa 110) durante © min, se
enjuagan y dejan secar, en las mismas condiciones.

2.1.2.5 Analisis de ICH

Con el fin de evitar prejuicios en el observador para el registro de los
ICH, se reetiquetan todas las preparaciones con clave, de tal manera que
éste no tiene conocimiento de cual tratamiento analiza hasta que finaliza el
registro.

Eh cada concentracidn de los experimentos con ambos insecticidas
se analizan B0 metafases de segunda division (25 por cada réplica), para |a
identificacién y el conteo de los ICH, registrandose los intercambios
intersticiales como dos everitos y log terminales como uro (Fig. 20)
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2.1.2.6 Indice de Replicacion (IR)

Para el andlisis de la cinética de proliferacion celular {CFC) se
determina el IR, registrandose 100 metafases consecutivas, se anctan las
cantidades de metafases de primera, segunda y tercera divisiones y se
emplea la formula propuesta Krishna et al. (1985):

IR = [1(Mq) + 2(M2)+ 3{M3)]/ 100

Donde M., M, y Ms, representan los porcentajes de metafases de 19,
22 y 32 divisiones celulares. Se consideran en M, aquellas células cuyo ADN
se replica sblo una vez después de la adicidn de ta BrdU y todos los
cromosomas tiflen oscuro, en M,, a las células cuyo ADN se duplica dos
veces en presencia de este andlogo de base y cuyas cromatidas estan uniy
bifilarmente substituidas por ésta y muestran tincion diferencial: y en M,
aquelias que tiflen alguiios cromosomas con ambas croméatidas bifilarmente
incorporadas y otros con uha unifilar y otra bifilarmente sustituida,
observandose la mayoria de tos cromosomas teflidos claros y pocos con
tincién diferencial ya que estuvieron tres ciclos en contacto con este
compuesto (Figs. 21, 22 y 23).

2.1.2.7 Andlisis estadistico

A los resultados obtenidos, en el caso de los ICH, se les apiica un
analisis de varianza (ANOVA) para contrastar los grupos, si se obtienen
valores de F significativos (P < 0.001), entonces se realiza la prueba de
comparaciones muiltiples de Newman Keuls entre cada concentraciér y los
testigos, Para el caso de los IR, se emplea la prueba de x° por tablas de
contingercia 2 X 3. Como se mencionha, se realizan 2 experimentos para
cada concentracion, los promedios de los cuales se comparan entre i, en
grupos de dos y al no ser estadisticamente diferentes, se fusionan ambos.
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2.2 Tratamientos con activacion metabdlica vegetal
2.2.1 Activacién metabdlica vegetal in vivo

2.2.11 I’rcparacién de los extractos de las raices de Vicia faba,
tratadas con lannate-90 y pirimor-50

Las semillas de Vicia faba (var. minor) son lavadas en agua corriente
durante 2 h. Posteriormente se empeben en agua de la llave durante 24
horas, después se ponen a germinar entre dos capas de algoddn
humedecido.

Al aparecer la radicula, se remueve la testa y cuando las raices
principales alcanzan entre 4 y & cm, (siete dias). Previamente a los
tratamientos, se elimina la cofia.

Cuando las raices tieneh tales longitudes se forman lotes de 0
plantulas y se exponen a los insecticidas a diferentes concentraciones
durante 4 horas en la oscuridad a temperatura ambiente,

Para este caso las concentraciones fueron O, 500, 100C, 1900,
2000 y 29500 ppm, en solucién acuosa para ambos compuestos.

Con el propéeito de verificar |la capacidad metabdlica de Vicia faba,
se emplea etanol (1 X 10" M) como testigo positivo, el cual ha demostrado
ser promutageno activado por el metabolismo vegetal, tanto in vivo como in
vitro Takehisa et al 1982, Calderén-Segura 1999, Gémez-Arroyo et al.
1999).

El testigo negativo se trata sblo con agua destilada, éste al igual
que el testigo positivo, se mantiene bajo las mismas condiciones

experimentales.

Transcurrido este lapso, s¢ lavan las plantulas con agua de la llave
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tres veces y dos ocasiones con agua destilada y se cortan 2 cm de la
punta de la rafz principal y se pesan para obtener el peso fresco.

Posteriormente se maceran con amortiguador de fosfatos de sodio

01 M, pH 74, a temperatura entre 0-4 “C, se homogeneizan en un

macerador de tejidos vegetales de 1 a 2 min. La relacion de volumen de la
I

solucién amortiguadora (ml) con el peso fresco de s coites de la rafz (a)
es de 11 (Takehisa et al. 1962).

El homogeneizado se ultracentrifuga durante 10 min a 10000 X g y a
4 "C. El sobrenadante, en el cual se encuentran los metabolitos de las
traMsformaciones del lannate-90, del pirimor-50 y del etanol, asi como la
fraccién enzimética S10 (testigo negativo) se esterilizan por filtracion
milipore (0.45 um) e inmediatamente se usan para los tratamientos de l0s
linfocitos en cultivo.

2.21.2 Tratamieritos

A cultivos de linfocitos preparados como se describe en el apartado
2.1.2.1, se les afladen, a las 24 horas de iniciados, 100 yl de los extractos de
ias ralces tratadas con las diferentes concentraciones de insecticidas,
etanol o agua destilada.

Ademas del testigo negativo con extracto se agrega un testigo mas
algual ho ee le incorpord ninglin extracto.

Al igual gue en los tratamientos directos, al miemo tiempo de la
adicion de los extractos se incorpora la BrdU.

Como en el de los tratamientos directos la exposicién es por 46 h,
delpués de las cuales se prosigue con la cosecha, tincion y analisis de ICH,
IR § pruebas estadisticas como se describen en la seccion 2.1.2.

|
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2.2.2 Activacién metabblica vegetal in vitro

2.2.2.1 Cbtencién de la fraccién microsdémica S10 de raices de Vicia
faba

Semillas de Vicia faba (var. minor) se preparan para su germinacion
como se describe en la seccidn 2111,

A 40-50 raices con longitudes entre 4 y & cm, se les cortan 2 cm
de la punta para obtener un peso aproximado de 2 g, éstas se maceran con
amortiguador de fosfatos de sodio (0.1 M) pH 7.4, mas manitol 1 mM
(Baker) y EDTA 1 mM (Sigma), a temperatura entre O y 4 “C. Al igual que
con los extractos para la activacion in vivo, se homogeneizan en un
macerador de tejidos vegetales durante 2 min. La relacién de volumen de |z
solucién amortiguadora (ml) a peso fresco de los cortes de |a rafz {g) fue de
11 (Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa ot al 1988).

El homogeneizado se ultracentrifuga por 19 min 2 10000 X g a 4 'C.
El sobrenadante (fracciéh microsémica S10) (Takehisa y Kanaya 1283,
Takehisa et al. 1988), se esteriliza por filtracién miliporo (0.45 um) e
inmediatamente ee usa para la activacion in vitro de los plaguicidas
carbamicos evaluados.

2.2.2.2 Preparacion de la mezcla $10

La mezcla S10 se elabora con la fraccién microsémica S10 de Vicia
faba en una proporcién 1:9 (volumen/volumen) en una solucién con: 8XI0 * M
MgCl (Baker), 3.3X10™ M KCI (Baker), 5X10* M Glucosa-6 fosfato (Sigma),
4X10° M NADP (Sigma) y NAD (Sigma) y 10" M de Na,HPO,-NaH,PO,
(Baker) (pHi 7.4).

2.2.2.35 Tratamientos

Se preparan cultivos de linfocitos humanos como se describe
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anteriormente (Seccién 2.1.2.1).

A las 24 h de iniciados, se les agrega la BrdU y 24 horas mas tarde
(48 desde su inicio), se les da el tratamiento con los insecticidas a
diferentes conceniraciones junte con 500 Ul de la mezcla 10, durante 2 h.

Fara este caso las concentraciones a evaluair scn: O, 000, 1000,
1500, 2000 y 2500 ppm.

El testigo positivo fue nuevamente el etanol (10~ M). Los testigos
hegativos son: (1) un cultive de sangre periférica mas BrdU: (2) un cultivo de
sangre periférica mas BrdU y 500 i de la mezcla S10 y (3) un cultivo de
sangre periférica mae Brdl mas S10.

Después de las dos horas de tratamiento, a 37 C, todos los
cultivos se centrifugan a 2000 rpm durante 10 min para eliminar el
sobrenadante (en el cual ee encuentran los productos de las
transformaciones del lannate-90, del pirimor-50 y del etanol, asi como la
fraccién enzimatica 510). Se lavan dos veces con suero fisiolégico de NaCl
(0.9%) estéril y después se les da nuevamente medio de cultivo RFMI 1640
(Sigma) complementado con PHA, mas 100 yl de BrdU, como se describe en

la seccion 2.1.2.1.

Al cumplir las 72 horas de cultivo se procede a la cosecha, tincidn,
etc. como se describe en esa misma seccion

2.3 Tratamientos con activacion metabdlica animal

2.2.1 Activacién metabdlica animal in vitro

2.3.1.1 Obtencion de la fraccién microsémica 59 de higado de rata
La fraccién microsémica animal se adquirié liofilizada (Mollox), lista

para ser resuspendida en una solucién de MgCl 8X10° M (Baker) y
empleada en estudios de activacién metabdlica animal in vitro.

~l
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2.3.1.2 Preparacién de la mezcla 59

Como se menciona anteriormente en el caso de la activacion animal
in vitro se emplea la fraccién 59 de higado de rata en su forma comercial
liofilizada (MolTox), preparada de acuerdo con Ames et al. (1979) y Frantz y
Mailing (1975). El liofilizado es reconstituido con una solucion de MgCl 0. 15
M estéril.

La mezcia 59 se prepara con la fraccion microsémica 59, en una
proporcién 1.9 (volumen/volumen) en una solucién con: &XI0" M MgCl
(Baker), 3.3X10% M KCI (Baker), 5X10* M Glucosa-6 fosfato (Sigma), 4X10
* M NADP (Sigma) y NAD (Sigma) y 10" M de Na,HPO,-NaH, PO, (Baker)
(pH 7.4). Como es el caso para la S 10 de Vicia faba.

2.21.5 Tratamientos

Se realizan los cultivos de linfocitos humanos como se describe
anteriormente (Seccién 2.1.2.1). A las 24 h se les agrega la BrdU y 24 horas
mas tarde (48 desde su inicio), se les da el tratamiento con los
insecticidas a diferentes concentraciones junto con H0OO pl de la mezcla
59, durante 2 h, et la oscuridad.

Para este caso, al igual que para la activacion vegetal in vitro, las
concentraciones que se evallan son: 0, 500, 1000, 1000, 2000 y 2500

ppm.

A diferencia de la activacion vegetal, el testigo positivo es la
ciclofosfamida, un promutageno que ha demostrado ser activado por el
metabolismo animal. Los testigos negativos fueron los misimos que para el
caso anterior, con el cambio de la £9 por la S10: (1) un cultivo de sangre
periférica mas BrdU; (2) un cultivo de sangre periférica mas BrdU y ©00
de la mezcla 59: y (3) un cultivo de sangre periférica mas BrdU mas 59. Se
agregaron 50 pl (4 X 10™ M) de CF, sin y con la mezcla S8.
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Despuée de las dos horas de tratamiento, a 37 °C, todos los
cultivos se centrifugan a 2000 rpm durante 10 min para eliminar el
sobrenadante (en el cual se encuentran los productos de las
trdnsformaciones de lannate-90, del pirimor-50 y del etanol, asl como la
fraccion enzimatica S10). Se lavaron dos veces con suero fisioldgico de NaCi
(M%) estéril y después de estas dos lavadas se les adiciona nuevamente
medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma) compiemeritade con PHA, mas 100 ul
de BrdU, como se describe en la seccion 21.2.1, para ser reincubados por 24
horas més.

A las 70 n de iniciado el cultivo se les agregan 100 pl de colchicina
(0.02%) y al cumplir las 72 h, se procede a |a cosecha, tincion, etc. como se
describe en esa misma seccion (21.2.1).

2.4 Testigo con disolvente

En el casc del pirir‘r‘:or—fio para log tratamientos con linfocitos, éste
fue disuclto en DMSO, por lo que un testigo con este disolvente, en donde
correspondc, e somete a los mismos procesamientos descritos

anteriormente, ya sea directo o con activacién metabdlica vegetal o animal.

25 Determinacion del contenido de protefna en las fracciones
microsédmicas

2.5.1 Fraccién microsémica vegetal

El contenido de protefna se determina de acuerdo con el método de
Bradford (1976), actualmente cohocido como "Bio-Rad protein assay",
realizando una curva patrén con alblimina sérica de bovino.

2.5.2 Fraccidon microsémica animal

Esta fraccion fue comprada y ias especificaciones al respecto son
proporcionadas por ¢l proveedor (Moltox).
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3. RESULTADOS

Para todos los tratamientos (directos o con activacién metabdlica
vegetal o animai), los valores obtenidos en cada experimento y su réplica
con los dos insecticidas no reflgjaron diferencias significativas al
compararse entre &l, por tal razén se promediaron agrupando (os datos y
65108 50N presentados en las tablas IV-XVIl y Figs. 24-45),

3.1 Tratamientos directos

211 En Vicia faba

Al exponer directamente las raices de Vicia faba al lannate-20 y al
pirimor-00, se observa que estos son capaces de incrementar las

frecuencias de ICH, aungue de una forma diferente para cada caso (Tablas
V-V y Figs. 24-25).
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%111 Efectos del lannate-20

Cuando la prueba estadistica correspondiente fue aplicada, ésta
confirma que los tratamientos con lannate-90 en 1as células
meristemiticas de \a ralz de Vicia faba, incrementan significativamente 1a
frecuencia de ICH en una relacién concentracién efecto (Tabia IV y Fig. 24).
En todas las concentraciones el aumento eo signidicative y 2n 1as mas
aitas (2000 y 2500 ppm), los valores fueron mas de dos veces las
frecuencias del testigo.

3.1.1.2 Efectos del pirimor-50

Er la tabla V y figura 25, se presentan las frecuencias inducidas por
el pirimor-50 en las células meristematicas de la rafz de Vicia faba.

En la mayoria de los casos y con el propbsito de hacer el analisis
comparativo entre lus dos insecticidas evaluados se emplearon las mismas
concentraciones en las diferentes pruebas llevadas a cabo en este estudio,
sih embargo, en este caso, al aplicar las miemas concentraciones que con
lannate-90 (Tabla IV y Fig. 24), o se reunieron las metafases necesarias
para el anélisis de ICH, aunque se observaron células en interfase normales,
ho e encontraron cromosomas en metafase. Entonces s¢ bajaron las
concentraciones para el pirimor-50 a 0, 5,10, 15, 20, 25, 20, 75 y 100 ppm
(Tabla V y Fig. 25). Inicialmente se disron tratamientos con 0,295,050, 75y
100 ppm, en donde se encontraron incrementos estadsticamente
significativos (prueba de Newman Keuls) en las frecuencias de ICH, cuyos
valores disminuyen con respecto al aumento de la concentracion del
insecticida. Al probarse concentraciones mas bajas (entre 5y 25 ppm), se
detecta nuevamente una respuesta positiva en todos los puntos con una
relacion concentracion-efecto.

A 25, BO y 75 ppm las frecuencias de [CH inducidas, duplican la
frecuencia encontrada en el testigo, aunque cotmo se mericiona antes, en
este rango no hay una relacién concentracion-efecto.

~d
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3.1.2 En linfocitos humanos (tratamientos directos de 46 h)
212 Lannate-20

Para el lannate-90 se probaron O, £0, 100, 2950, 500, 750 y 1000
ppr de ia. En esta Ultima concentracién, aunque se observaron células
interfasicas, no se encontraron metafases para poder analizar la induccion
de ICH (Tabla Vi y Fig. 26)

A partir de 250 ppm y hasta 750 ppm, la concentracioén probada
mas alta en donde se encontraron metafases de segunda divisién que
permiten el registro de ios ICH inducidos, los incrementos en las frecuencias
de éstos son estadisticamente significativos (P < 0.001).

La tavla VIl y figura 27, muestran los efectos que el lannate-90
tiene sobre la CPC a las concentraciones probadas, observandose que con
excepcion de |la concentracién mée alta de 1000 ppm, en donde no hubo
metafases las diferencias encontradas neo fueron estadisticamente
significativas (P < 0.09) al aplicar la prueba de ' por tablas de
contingencia de 2 X 3.

2.1.2.2 Pirimor-20

En el caso del pirimor-20 los datos de O, 20, 100, 220, b0C, 700,
1000, 1200, 2000 y 2500 ppm de ia. sobre la frecuencia de ICH se
presetitan en la tabla Vlil y figura 2.

Como puede observarse en este caso a diferencia del lannate-90
pudieron ser analizadas concentraciones de 1000, 1500 y 2000 ppm y es
hasta 2000 ppm en donde no se encontraron metafases de segunda
divisidn que pudieran ser analizadas.

Desde la concentracién mas baja se observa un incremento en la

frecuencia de ICH, pero entre 50 y 750 ppm, ademas de que o son
estadisticamente significativos se encuentra un comportamiento inexacto.
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Entre 1000 y 2000 ppm se presenta un nuevo incremeato gue tiene el
mismo comportamiento asintdtico anterior, autique estos i so
significativos ( P< 0.001) (Tabla VIl y Fig. 26).

La tabla X y figura 29, muestran los efectos del pirimor-b0 sobre la
CPC. Hasta 250 ppm las diferencias encontradas no son estadisticamenite
significativas (P < 0.09). A partir de D00 ppiii ¢ osserva un rafraso en ia
cinética que se manifiesta por el incremento de la frecuencia de metafases
de 12 divisiéh, en términos generales, a casi el doble de la encontrada en el
testigo y en las cohicentraciones mas bajas (50-200 ppm), con la
subsecuente disminucién en el nimero de metafases de 32 division.

En la cohcentracién mas alta (2500 ppm) edlo se encontraron
metafases de primera division. Las diferencias en las frecuencias inducidas
de ICH a partir de 500 ppm son significativas estadisticamente (P <
0.09).

Como el pirimor-50 fue dieuelto en DMSO, se incluyd el testigo
correspondiente, observéndose en este caso gue ho tiene efecto sobre la
frecuencia de iCH (Tabla VIIL, Fig. 28), ni sobre la CPC (Tabla X y Fig. 29).

22 Tratamientos con activacion metabdlica
%.2.1 Activacién metabbdlica vegetal in vivo
35211 Lannate-20

Las tablas X-X| y figuras 30-31, manifiestan los resultados de la
activacién vegetal in vivo del plaguicida carbamico lannate-90 sobre su
capacidad genotéxica en linfocitos humanos, con respecto a la induccidn de
ICH y a los efectos sobre la CFC a través del IR, respectivamente.

Log tratamientos de 48 horas con 100 Yl de extractos de Vicia
faba, tratados con diferentes concentraciones de este plaguicida provocan
incrementos significatives (F < 0.001) en todas las concentraciones
evaluadas que van desde 500 hasta 2500 ppm (Tabla X y Fig. 20). La



respuesta observada muestra una relaciér concentracidn-efecto que €5
mas evidente a 2000 y 2500 ppm.

La evidencia de la funcionalidad de la activacion in vivo fue
proporcionada por los extractos de las raices tratadas con etanol
(promutageno vegetal), que casi duplican la frecuencia encontrada en el
testigo con un Incremento estadisticamente significativo (P < 0.001).

Por otra parte no se manifesté efecto significativo (P < 0.09) sobre
la CFC con estos tratamientos, al aplicar la prueba correspondiente (Tabla
Xl y Fig. 31).

3.2.1.2 FPirimor-50

Los efectos genotdxicos de los productos del metabolismo vegetal in
vivo del pirimor-50, presentes en los extractos de Vicia faba tratados con
diferentes concentraciones son mostrados en las tablas XII-XIll y las
figuras 32-33.

Se observat ligeros incrementos en la frecuencia de ICH desde ia
cohcentracion més baja probada (500 ppm), pero éstos son
estadisticamente significativos sblo en las dos concentraciones mas altas
{2000 y 2500 ppm) (Tabla Xil y Fig. 32).

Al igual que en el caso anterior con lannate-90, los extractos
productos de la activacién in vivo del pirimor-50, no alteran ia CPC de
manera estadisticamente significativa (P < 0.b) (Tabla XIil y Fig. 33).

Con el fin de observar si la fraccidbn 10 tiene efecto sobre ios
tharcadores registrados, se lieva a cabo un cultivo testigo sin extractos y
asi se prueba que el extracto de Vicia faba no incrementa, en forma
estadisticamente sighificativa, la frecuencia de ICH con respecto a la
frecuencia obtenida sin extracto.

2§TA TESIS NO SALE
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3.2.2 Activacion metabdlica in vitro

Con el propdsito de hacer una tabla para comparar los efectoe del
metaboliemo it vitro, sobre la actividad genotéxica, de los insecticidas
lannate-90 y pirimor-50, tanto por parte de la fraccion microsomica S1U
de las raices de Vicia faba (metaboliemo vegeial) como por la francidn
microsémica 59 de higado de rata (metaboliemo animal), los resultados se
presentan en una misma tabla, junto con datos de log tratamientos en

ausencia de alguna de las fracciones metabdlicas en las mismas
condiciones (Tabla XIV y XV1, Fige. 34-36 y 40-42).

La viabilidad de las fracciones microsémicas para metabolizar los
xerobidticos fue evidenciada por la activacion del etanol por la fraccion S10
y por la activacién de la ciclofosfamida por la fraccion S9.

La posible influencia det DMSO en los resultados obtenidos fue
descartada al incluir cultivos sdlo con este disolvente en ausencia y en
presencia de alguna de las dos fracciones microsomicas. En el caso del
tratamiento en ausencia de las fracciones, las diferencias en la frecuencia
de ICH al compararse con los testigos no &on estadisticamente
significativas. En presencia de las fracciones microsémicas la inocuidad del
DMS0 es més evidente (Tablas XV y XVI, Figs. 34-36, 40-42).

Lo mismo se realizé para la CPC, los resultados obtenidos en la
ausencia o en presencia de las fracciones metabblicas animal o vegetal
para cada insecticida se presentan en las tablas XV y XVIl, as{ como en las
figuras 37-39 y 45-45,

Ninguna influencia sobre este marcador de daflo e ejercida por &l
DMSO0, en ausencia o en presencia de alguna fraccion microsdmica ya que
las diferercias entre las frecuencias de ICH inducidas por éste y el testigo
negativo, no son estadisticamente significativas.
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2.2.2.1 Lannate-20

En la tabla XIV y figuras 34-36 es evidente que el lannate-90 es
activado en estas condiciones experimentales, solo por la fraccion
thicrosémica animal. Tanto la fraccion microsomica vegetal S10 como los
tratamientos directos fueron incapaces de inducir efecto sobre la
frecuencia de ICH con una sola excepcién, ya que en los tratamientos
directos la concentracién mas alta probada fue capaz de incrementar
significativamente la frecuencia de [CH.

En el caso de |la CPC, se observa en la tabla XV y figuras 37-22 gue
este marcador de daflo no fue alterado bajo estas condiciones
experitentales, inclusive para el caso de |a fraccion microsdmica animal S9
que lo activa mutagénicamente.

2.2.2.2 Firimor-50

Para el pirimor-90 los datos para la frecuencia de ICH son
presentados en la tabla XY asi como en las figuras 40-42. En términos
generales fue encontrada una respuesta negativa con una sola excepcion.

En ausencia de alquna de las fracciones microsdmicas con ia
concentracion mas alta se encuentra un incremento, pero cerca del umbral
de significancia (F < 0.001).

Los efectos de estos tratamientos sobre la CPC se muestran en (a
tabla XVIl y figuras 43-45. En ésta se observa que aunque ninguno de los
metabolismos es capaz de activar mutagénicamente al pirimor-00, e
metabolismo animal lo transformd en algin producto que es capaz de
provocar un retraso estadisticamente significativo en la CPC (P < 0.09),
en todas las concentraciones de plaguicida probadas, evidenciada por el
incremento en el nimero de metafases de 12 division y una marcada
disminucion de las metafases de 32 division.
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%.2.2.% Determinacién del contenido total de proteiha

El contenido total de protcfnas en los diferentes extractos
obtenidos de las raices de Vicia faba tratadas con distintas
concentraciones de los insecticidas. no varié con respecto al valor del
testigo. El contenido de proteina para ambos insecticidas fue casi

Al

constante, con valores entre L.OU y D.S mg/ii paira o lannate-90 y de
420 a ©.16 mg/ml para el pirimor-50.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los seres humanocs estdn constantemente expuestos a
medicamentos y xenobidticos en alimentos y més importantemente en el
ambiente. Estad bien establecido que diferentes compuestos afectan
adversamente la salud humana. La mayoria de los céanceres se deben a la
exposicion a agentes encontrados en el tabaco, en los alimentos, asi como
en el aire y el agua. For ello se ha llevado a cabo una investigacion activa
con el propbsito de determinar el grado de exposicion del hombre a
compuestos extrafios (Gonzélez y Gelboin 1993).

Los pesticidas constituyen un grupo importante y estan entre los
compuestos mas ampliamente utilizados en la agricultura (Rao et al.
1988). Su uso ha resultado en un incremento en la disponibilidad, el
mejoramiento de la calidad y precios mase bajos de gran cantidad de
productos agricolas. 5in pesticidas la produccién agricola podria caer entre
el 30 y el B0% (Baker y Wilkinson 1220, Zilberman et al. 1991). Sih embargo,
U USO debe ser considerado a la luz del conocimiento acerca de la



degradacién ambiental, de la seguridad laboral y de salud piblica (Dennis y
Weisenburger 12993).

El uso de agentes agroquimicos puede causar efectos deletéreos no
intencionales sobre el ambiente. La ocurrencia de sus residuos en las
cadenas alimenticias demanda uri monitoreo cuidadoso ya que pueden
representar uh riesgo para las generaciones presentes y futuras
(Hemavathy y Krishnamurthy 1987a). las posibies propiedades
mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas de algunos agentes
agroguimicos han sido establecidas.

En los resultados obtenidos en el presente estudio (Tablas IV-XVIl y
Fige. 24-45), se presenta que los plaguicidas pueden inducir en algunos
casos incrementos de ICH y efectos sobre la CPC en ausencia o en
presencia de alguna fraccion microsdémica vegetal (510) o animal (59).

Pocos aspectos de la agricultura han avanzado tan rapldamente o
generado tanta controversia como lo ha hecho el uso de agentes guimicos
para la proteccién de los cultives. En sus primeros dias el tema de
plaguicidas involucraba poco mas de la enumeracion de los compuestos
téxicos usados en la agricultura, con listas de sus propiedades quimicas y
sus usos practicos. Tal ha sido el progreso en esta materia que hoy en dia
€% gvidente que una comprcnsién del metabolismo, de la persistencia y del
modo de accidn es esencial para el emplec segquro y eficiente de los
pesticidas, como ésta lo es para los venenos y drogas de importancia e
toxicologia médica.

Existen diversos estudios sobre los efectos citogenéticos del
trabajo con formulaciones de plaguicidas. La mayoria de ellos reportan
incrementos en las frecuencias de aberraciones cromosdmicas yl/o ICH
entre los trabajadores expuestos. Los biomarcadores tendran un mayor
impacto en el estudio de los factores ambientales de riesgo. El objetivo
orimordial de los cientificos que exploran estos temas es determinar la
naturaleza y consecuencias del cambio genético o variacion, con el
propésito de predecir o prevenir enfermedades (Anwar 1997).
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Los pesticidas son un buen ejemplo de como las moléculas pueden
ser disefiadas para cumplir objetivos predeterminados (farmacologia
bioguimica y molecuiar) y de los problemas que e originan del ugo extensivo
de compuestos téxicos (contaminacién quimica y contaminacion
ambiental).

Las substancias usadas para la protcccién de los cultivos varian
aflo con aflo, pero los principios que gobiernan su seleccion, uso y
metabolismo evolucionan mas lentamente.

Se aprecia cada vez mas en toda la sociedad un gran interés por el
ambiente. Asf, la utilizacién preeminente de métodos quimicos en el control
de plagas, entre otros y especificamente de plaguicidas potencialmente
téxicos, hace necesario que ee manejen y apliquen correctamente,
minimizando, por tanto, los riesgos para el ambiente y la salud piblica. En
este sentido bésico, ademas, es importante conocer la toxicidad de los
plaguicidas utilizados y conseguir que se cumplen las normas vigentes que
especifican las medidas de sequridad apropiadas y que necesariametite han
de adoptar los técnicos y los trabajadores que aplican los métodos
quimicos.

No obstante el avance cientifico y téchico experimentado, la
aplicacién de métodos especialmente quimicos, produce buehos resultados
en las primeras fases de control, pero a la larga, debido a la variabilidad
genética de este tipo de poblaciones, dan lugar a la aparicién de
resistencias a una substancia determinada, que se transmiten a
generaciones sucesivas: el uso indiscriminado de plaguicidas de alta
persistencia, ha generado efectos secundarios de contaminacion del medio
y por lo tanto problemas ecoldgicos; adicionalmente, estos compuestos
pueden resultar extremadamente peligrosos para la salud humana, debido a
los efectos nocivos que desencadenan en los sistemas biolégicos, dando
lugar a intoxicaciones que pueden resultar incluso letales.
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Cientos de ingredientes activos estan en usgo, la mayoria de 105
cualsﬁrﬁc&wuladoe y vendidos bajo diferentes nombres comerciales. El
ingrefliente activo del plaguicida no se comercializa en forma pura, sino
combinad@) con, otras substancias que favorecen su accién y le confieren
ades ;(eterminadas a la mezcla o preparado. La toxicidad del
or tanto, no se referird exclusivamente a la toxicidad del

COipUEsto purs por se sifte que vendri determinada nor las proviedades de

la férmula comercial, en la que juega un papel primordial |la presencia ge
digolventes y surfactantes, que facilitan la penetracion del plaguicida, al
disolver la capa lipidica de |a piel o alterar la permeabilidad de la membrana
celular, entre otras vias.

Por tal motivo, en este estudi que analizan los efectos de los
vrinciplos activos, del metomilo y /del pirim#gﬂgﬁc decide evaluar las
férmulas comerciales, es decir al \lannate-90” y al pirimor-50,
respectivamente, ya que son en realidad las mezclas a las que estan

expuestos los cultivos y los seres humanos.

Apoyando lo anteriormente mencionado existen diversos repories
que demuestran que los compuestos que se dicen innocuos, presentes en
las formulaciones de plaguicidas, en algunos casos ho lo son. Tal es el caso
de los efectos de la deltametrina, un insecticida sintético
dibromopiretroide, sobre algunas de las actividades enzimaticas hepaticas
de fase | y Il que fueron estudiadas en el higado de rata. Los animales
fueron tratados con dosis diarias de 5 y 10 mg/kg de insecticida puro, asi
como de su formula comercial (decis), administrada intraperitonealmente
en aceite de malz durante 7 dias. Se estudiaron las siguientes actividades
enzimaticas: NADPH-citocromo P-490 reductasa, aril-hidrocarbono
hidroxilasa, aminopireno N-desmetilasa, glutamil cisteina sintetasa,
glutation S-transferasa, glutation peroxidasa, peroxisoma acyl-CoA
oxidasa, catalasa y urato oxidasa, Tanto el delmatrin como su formulacidn
comercial fueron efectivos en modificar las actividades de varias de estas
enzimas hepaticas metabolizadoras de xenobidticos. Sin embargo, algunas
diferencias en las modificaciones enzimaticas fueron observadas entre los
tratamientos con la deltametrina pura y la férmula comercial, siendo esta
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Gitima més activa. Este efecto puede ser atribuido a los aditivos,
disolventes y compuestos intermediarios presentes en la formulacién
“decis”. Estos resultados sugieren que la exposicion a esta formulacion
comercial de deltametrina podria ser mas peligrosa que la exposicién a
deftametrina sola, en términos de su hepatotoxicidad y/o alteraciones en la
biotransformacion hepatica de otros xenobibticos
ocupacionales/ambientales (Villarini et al. 1995)

Recientemente, existe un gran interés en los mecanismos de
biodegradacién de los compuestos carbamicos y organofosforados ya que:
(1) la mineralizacién eficiente de los pesticidas usados para el control de
ihsectos podria eliminar los probiemas de cortaminacién ambiental, (2) el
balance entre la degradacion y la eficacia de los plaguicidas posiblemente
resultan en aplicaciones mas seguras y control efectivo de los insectos, por
Gltimo (3) el conocimiento de los mecanismos de biodegradacion puede
ayudar a enfrentar las situaciones que llevan a |a generacién de
metabolitos téxicos y a la biorremediacién de ambientes contaminados
(Chapalamadugu y Chaundry 1992).

los insecticidas carbdmicos seon principalmente aplicacdos
directamente sobre las plantas y pueden alcanzar et suelo, mientras que los
hematicidas y herbicidas carbamicos lo son directamente el suelo. Diversos
factores influyen en su biodegradacién en el suelo, tales como la volatilidad,
el tipo de suelo, la humedad, la adsorcién, el pH, la temperatura y la
fotodescomposicion. Ya que los diferetites carbamatos tienen distintas
propledades, esta claro gue cada uno debe ser evaluado por sus propios
méritos y la extrapolacion de resultados o debe hacerse de un carbamato
a otro.

Lo anteriormente expuesto, es evidenciado por los resultados
obtenidos en el presente estudio, en donde fueron encontradas respuestas
diferenciales dependiendo del organismo empleado (Vicia faba o linfocitos
humaros en cultive) o de la ausencia o presencia de alguna fraccion
microsémica gque mimetice el metabolismo vegetal (S10 de raices de Vicia
faba) o animal (59 de higado de rata) (Tablas IV-XVIl y Figs. 24-45).
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Un carbamato puede ser faciimente degradado, mientras que otro
puede adsorberse fuertemente al suelo. Algunos pueden lixiviar facilmente y
alcanzar los mantos freaticos. En estos procesos, el tipo de suelo y |a
solubilidad en agua son de gran importancia. Ademas debe reconocerse que
esto no sdlo concierne al compuesto original sino también a los productos

An iy Aanrad
i wu i I eAcn

Estudios de toxicidad a corto y largo plazo han sido llevados a cabo.
De estos, es evidente que, aparte de la actividad anticolinesterasa, pueden
ercontrarse los siguientes cambios: una influencia sobre el sistema
hematopoyético, efectos en el funcionamiento (y en altas dosis,
degeneracion) del higado y de los rifiones, asi como la degeneracion de los
testiculos. Estas anormalidades en los diferentes érgancs y sistemas
dependen del animal y de la estructura quimica del carbamato. Clara
influencia funcional asi como histolbgica sobre el sistema nervioso, fue
encontrada, particularmente en animales que ho son de laboratorio tales
como el cerdo (Environmental Health Criteria 1966).

For muchos afios, han sido evaluados por la Joint Meeting on
Pesticide Residues (JMFR) de la FAO/WHO, datoe de toxicidad a largo
plazo y se han establecido un nimero de ADls (Acceptable Daily Intakes)
para los carbamatos. En los Anexos [l y Il presentados por Environmental
Health Criteria (1986), se resumen los niveles de efectos adversos no
observados y los ADls.

Los resuitados encontrados en el presente estudio y otros
revisados por Gémez-Arroyo y Villalobos-Fietrini (1995), demuestran que
los ICH en Vicia faba son un sistema adecuado para la deteccion de
agentes que pudieran implicar un riesgo genético potencial. Su facil manejo
y su costo relativamente bajo, lo hacen un sistema de prueba bioldgico
valioso para evaluar el daflo genético.

La frecuencia de ICH parece estar relacionada con el nimero de
ciclos de sintesis de ADN al cual las células son expuestas a la base
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anéloga BrdU (Schvartzman et al. 1979). Sin embargo Kihlman y Andersson
(1984), han propuesto gue los cromosomas que han sido expuestos a BrdU
por dos ciclos de replicacion (TB-BB), muestran frecuencias tas altas de
ICH (29 por metafase) que aquellos que permanecen sélo por un ciclo de
replicacion (TT-TB) (19 por metafase). Estas frecuencias estan de acuerdo
con los resultados registrados en este trabajo que fueron de 26.90 y
2840 ICH por célula (Tablas V-V y Figs. 24-29), para cromosomas que
estuvieroh dos ciclos en presencia de Brdl.

La frecuencia de ICH esta también relacionada con el contenido de
ADN. Para Geard y Peacock (1962), la cantidad promedio de ICH en los
cromosomas subacrocéntricos de Vicia faba €5 de 164 + 0.04, mientras
que en los cromosomas metacéntricos es de 405 + 016 (tomando en
cuenta que el contenido de ADN es de 44 picogramos por célula) (Boetcke
et al. 1967), Las frecuencias basales encontradas en este trabajo
cohicuerdan con éstos, al registrar un promedio de 1.85 + 0.09 y de 3.6 +
0.34, respectivamente (Tablas V-V y Figs. 24-25).

La actividad mutagénica de cinco insecticidas metilcarbamicos
(carbarilo, baygén, BUXTen, landrin y metomilo) y de sus derivados nitrosos
se ha investigado usando las cepas TA98, TA100, TA1D3D, TALDT y
TAID39 de Salmonella typhimurium LT,. Los insecticidas metilcarbamicos
no causan incremento significative en la cantidad de colonias revertantes
en hinguna de las cepas usadas por Blevins et al. (1977a), por el contrario,
los derivados hitrosos de los plaguicidas carbamicos incrementan
grandemente la frecuencia de colonias de las placas inoculadas coh las
cepas TA100 y TA1525. Ellos concluyen que los derivados nitrosos de los
insecticidas metil carbamicos probados son potentes mutagenos mientras
que los compuestos originales no lo son.

Los insecticidas carbamicos penfuracarb, carbosulfan y furatiocarb,
son investigados en el ensayo de micronicleos en médula Gsea de ratén
para establecer si éstos preseritan actividad citogenética in vivo. Dos dosis
de cada compuesto fueron administradas intraperitonealmente a ratones
NMRI. Los tres insecticidas dan una respuesta positiva en la induccion de
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micronlcleos en eritrocitos policromaticos en diferentes tiempos. Mientras
que furatiocarb y carbosulfan muestran patrones similares en la
dependencia del tiempo para la formacién de microniicleos con valores
méaximos después de 72 horas, el benfuracarb exhibe un comportamiento
distinto con un méximo incremento dentro de las 24 horas después de la
aplicacion (Stehrer-Schmid y Wolff 1995). Con las cepas D7 y D&1M de
Saccharomyces cerevisiae oe irala de evaiuar ia conversion génica y ia
induccion de aneuploidias. Ninguno de los tres insecticidas tiene influencia
sobre estos Marcadores genéticos en la cepa D7 con y sin activacion
metabdlica. Sin embargo con la cepa S61M el benfuracarb y el furatiocarb
llevan a un incremento en la pérdida de cromosomas en la presencia del
sistema metabolizador 59 (Stehrer-Schmid y Wolff 1995).

La evaluacion de la actividad citogenética del insecticida carbofurén
y de sus tres principales metabolitos formados en ios mamiferos y en el
ambiente, indica que el compuesto original y dos productos intermediarios
de su biotransformacion (B-hidroxicarbofuran y 3ceto-carbofuran) inducen
una accioh clastogénica en linfocitos humanos en cultivo. El dltime
metabolito (3-ceto-7-fenol), no tiene efecto mutagérico in vitro. Los datos
obtenidos dan evidencia de la desaparicién de la mutagenicidad del
carbofuran en el curso de su biotransformacion en los mamfferos (Pilinkaia y
Stepanova 1964},

Como se ha mencionado anteriormente, diferentes compuestos
carbamicos y organofosforados son usados para controlar una amplia
variedad de insectos plaga, malas hierbas y organismos vectores de
enfermedadee. Estos productos fueron introducidos para reetplazar a los
recalcitrantes y peligrosos pesticidas clorados. Aunque los plaguicidas
recientemente lanzados son considerados biodegradables, algunos de ellos
son altamente téxicos y sus residuos son encontrados en ciertos
ambientes. Ademds la degradacion de algunos carbamatos y
orqanofosforados, genera metabolitos que son también toxicos. En general
la hidrolisis de estos compuestos produce metabolitos menos tdxicos
comparados con aquellos obtenidos por oxidacion (Chapalamadugu y
Chaudhry 1992). Aunque han sido aislados microorganismos capaces de

90



degradar estos compuestos, el conocimietito sobre sus rutas metabdlicas
y de los genes involucrados en la degradacion es escaso.

El lannate-20 e un insecticida en polvo a base de metomilo cuya
genotoxicidad ha sido evaluada por medio de diferentes sistemas de prueba
(Valencia-Quintana et al. 1998), Resultados negativos han sido obtenidos
en la mayorla de éstos, particularmente con aquellos que detectan
mutaciones génicas o dafio al ADN (Guerzohi et al. 1976, Simmon et al.
1976, 1977, Blevine et al. 1977ab, Gopalan y Njagi 1981, Valencia 1982,
Woiciechowski et al. 1982, Moriya et al 1963, Sandhu et al. 1965,
Hemavathy y Krishnamurthy 1987a).

Por otro lado, el lannate-9C ha sido reportado como un inductor
eficiente de alteraciones cromosdmicas numéricas y estructurales en
plantas (Njjagi y Gopalan 1981, Valencia-Quintana et al 1993) y en
sistemas animales (Debuyst y Van Larebeke 1983, Hemavathy y
Krishnamurthy 1987a,b, Bolognesi et al. 1994, Bonati et al 1994). No tiene
actividad carcinogénica en ratas (Kaplan y Sherman 1977) ni en perros
(Baron 1991). Tampoco han sido observados efectos teratogéhicos en
ratas o conejas prefiadas (Baron 1991).

El lannate 20 fue evaluado para determinar su mutagenicidad en
Drosophila melanogaster por las pruebas de letales recesivos ligados al
sexo y translocaciones cromosdmicas lI-Ill, mediante alimentacion continua
a larvas. Las tres dosie subletales de 0.2, 0.4 y 0.6 pl de lannate por 100
ml de medio nutritivo inducen un incremente significativo (F < 0.01) en el
nimero de letales recesivos ligados a! sexo, sobre los testigos. Sin
etbargo, no se registraron translocaciones ni en los tratados hi en los
testigos (Hemavathy y Krishnamurthy 1967b).

En estudios previos en células meristematicas de la raiz de Vicia
faba con metomilo no se encontraron aberraciones de tipo cromosomico,
sblo se registraron alteraciones de tipo cromatidico (fragmentos y puentes
sencillos). El incremento de las frecuencias estuvo relacionado con la
cohcentracién., También ee presentd inhibicion de la divigion celular,
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encontrando un decremento estadisticamente significativo del IM, a medida
gue aumenta la concentracidn, lo que sugiere una accién mitodepresiva de
este compuesto (Valencia-Quintana et al, 1993).

Lae observaciones realizadas en este trabajo con tratamientos
directos en Vicia faba como sistema de prueba, sugieren que este plaguicida
efectivamente interrumpe ia integridad cromosémica de este organismo.

En el presente estudio se confirma gue los tratamientos con
lannate-90 en células meristeméaticas de la ralz de Vicia faba incrementan
significativamente (P < 0.001) la frecuencia de ICH. Observéndose una
relacion concentracién-efecto (Tabla IV y Fig. 24). Este es el primer trabajo
que se realiza con este insecticida para la prueba de ICH.

Se considera que por su comportamiento y por el tipo de
aberraciones producidas en otra investigacion (Valencia-Quintana et al.
1992), el metomilo podria eer, o presentar en su molécula, alguna porcién
alquilante, susceptible de actuar como agente S-dependiente y de producir

efectos clastogénicos.

Al igual que el lannate-20, el pirimor-50 fue también capaz de
alterar el material genético de Vicia faba, inciuso con mayor eficacia que ¢l
anterior (Tabla V y Fig. 25).

En términos generales, con el pirimor-50 se registran incrementos
en la frecuencia de ICH al aumentar |a concentracién desde 5 y hasta 25
ppm. Mientras que a partir de 50 y hasta 100 ppm se observa decremento
en la frecuencia de ICH, aunque todavia con diferencias significativas con el
testigo (Tabla V y Fig.25).

Los resultados obtenidos pueden deberse a una mezcia de efectos
citotéxicos junto con los mutagénicos, ya que en estudios preliminares en
donde se prusban concentraciones mayores, similares a las ensayadas con
lannate-90, no se detectan células en metafase, por io que més que ia
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disminucién de su capacidad genotdxica, el descenso es el resultado de la
muerte de 1as células més dafiadas o de la inhibicién de la division celuiar.

Por otra parte, la actividad alquilante de los pesticidas carbamicos
ho sdlo puede estar afectando el ADN, sino también a grupos proteicos, de
tal manera gue no es facil encontrar solamente dafios a nivel genético,
evidenciados a través de la induccién de ICH, sino también otro tipo de
alteraciones bioldgicas como serfan los efectos sobre la cinética de
proliferacién celular, tal y como ocurre en tratamientos preliminares con
Vicia faba en donde la cantidad de metafases desciende conforme aumenta
la concentracion.

Existen evidencias suficientes de un requerimiento de proteinae para
la replicacion del ADN. Se sabe que en células animales y vegetales la
progresién celular constante hacia la mitosis demanda una sintesis
continua de protefhas (Walters y Petersen 1968).

Se ha demostrado que si se impide la sintesis de ADN no hay
divisién celular. Dentro de los agentes que afectan al ADN y su
metabolistrio, se encuentran los inhibidores de la sintesis y de los
precursores del ADN asi como aquellos compuestos que modifican su
estructura (Kihlman 1966).

For otra parte, se ha descrito que al bloquearse las sintesis de ARN
y de proteinas, |a subsecuetite sintesie de ADN y la mitosis se repririen
totalmente,

Esto puede ser la causa de que en las concentraciones evaluadas a
partir de DO ppm la frecuencia de ICH sea més bajo que la que se encontrd
2 2o ppm (Tabla V y Fig. 25), debido a que en estas concentraciones se
estén mezclando los efectos genotdxicos con efectos citotoxicos que
causanh la tuerte ceiular,

Con relacién a los tratamientos directos con linfocitos humanos
fueron dos protocolos diferentes los que se aplicaron une con 4& hn
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continuas de exposicion a los plaguicidas (Tablas Vi-IX y Figs. 26-29) y otro
con dos horas (Tablas XIV-XVIl y Figs. 34-45). Este (itimo corresponde al
testigo de los tratamientos en presencia de las fracciones microsdémicas
que simulan la activacion metabdlica vegetal (S10) y animal (59).

En este trabajo se demuestra que el lannate-30 es un eficiente
inductor de ICH, lo cual esta de acuerdo von lus resultades shicnidos oor
Debuyst y Larebeke (1983), gquienes descriven que el metomilo causa
incremento en la frecuencia de ICH pero s6lo en presencia de la mezcla 59.
Por el contrario, Bonatti et al (1294) encuentran que los ICH no se
incrementaron significativamente. Las diferencias pueden ser debidas al
diverso tipo de formulaciones empleadas en cada caso. En el presente
estudio, fue evaluado el lannate-90, mientras que en el segundo, se aplicé
metomilo sin especificar su pureza y en el lltimo fue usado lannate-29, en ¢l

cual no es utilizada la fraccién metabdlica.

Lus dos distintos resultades obtenidos non las tres formulaciones
del insecticida, sugieren que €s necesaria la activacién metabdlica para que
el datlo se presente. Este hecho queda demostrado en este estudio con los
tratamientos en presencia de las fracciones microsémicas en donde se
observa que la SO de higado de rata fue capaz de activar mutagénicamente
al lannate-90, ya que ni la fraccion S10 de las raices de Vicia faba ni el
tratamiento directo de dos horas incrementan las frecuencias de ICH por
arriba de los valores del testigo (Tabla XIV y Figs. 54-36).

El dafio celular observado a 1000 pom en la tabla VI y figura 26
puede ser debido al tiempo de expoaicién, ya que con uh tratamiento de dos
horas fue posible probar concentraciones de hasta 2500 ppm, en la cual se
nota incremento significative en la frecuencia de ICH en forma directa
(Tabla XV y Fig. 24).

Se ha establecido. que en soluciones acuosas los carbamatos son
inestables e incluso pueden ser degradados de una forma no enzimatica,
esto puede explicar (os resultados encontrados cori 48 h de exposicion
(Tabla IV y Fig. 24), es decir éete esta siendo degradado en el medio y de
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esta forma produciendo los efectos observados en este ensayo. Dicha
degradacibn no enzimética se conjunta con la degradacion provocada por la
fraccibn microsémica 59 de higado de rata y de ahi los incrementos
encontrades con sdblo dos horas de exposicidn con concentraciones que van
desde 1000 hasta 2500 ppm (Tabla XIV Y Fig. 25).

En el caso de la transformacién metabilica vegetal se encuentran
diferencias entre el ensayo in vivo con respecto al in vitro. Nuevamente el
tiempo de tratamiento puede ser un factor esencial en estas variaciones ya
que con la activacion in vive los linfocitos estan expuestos a los extractos
de Vicia faba que contienen los productos del metabolismo del lannate-20,
durante 48 n (Tablas X-XIll y Figs. 30-33) y en el caso de a activacion in
vitro sblo estuvieron en contacto con los linfocitos por 2 horas (Tavlas Xiv-
XVIl y Figs. 24-45).

Ha sido demostrado que algunas actividadee enzimaticas sensivles,
son perdidas por los mecanismos de extraccion para obtener la fraccion
310 (6 59 en su caso) (Calderén-Segura et al. 1999). Por otra parte, puede
ser que los procesos de activacién vegetal para este plaguicida en
particular, sean més lentos y que dos horas fueron insuficientes para que
estos puedan llevaree a cabo. Ha sido mencionado dque en plantas el
metabolismo del lannate-20 comienza despuée de 4 horas deede el
momento de su incorporacion a la planta, fo que puede apoyar este
argumento (Du Pont 1999a).

No obstante, para tener la certeza de la capacidad metabdlica de
las ralces de Vicia faba in vivo o de la fraccién microsémica 510 in vitro, fue
usado el etanol como testigo positivoe. Como se presenta en las tablas X, X,
XV y XVl y figuras respectivas (Figs. 30, 32, 24-36, 40-42), |a presencia de
etanol duplica |la frecuencia de ICH encontrada en los testigos. Los datos
estén de acuerdo con aguellos obtenidos por Takehisa et al (1968) en
células ovaricas de criceto chino y en linfocitos humanos por Gomez-Arroyo
et al. (1999) también con el metabolismo de Vicia faba. El etarol es
transformado a acetaldehido por la accion de la enzima citosélica alcohol
deshidrogenasa (ADH), dependiente del NAD y en 4cido acetico por la
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aldehldo deshidrogenasa (ALDH) también dependiente del NAD. Estas
reacciones ocurren principalmente en las mitocondrias y et citoplasma. El

acetaldehido es el principal inductor de ICH en linfocitos humanos in vitro en
la presencia de ADH y NAD (Obe y Ristow 1977, 1979, Obe et al. 1979,1966).

Por otro lado, Bonnati et al. (1994) sugieren que el perfil genotoxico
del metomilo es similar a ios efeclos descrilvs para un pioimictor de tumor
de piel en ratones, el acetato de forboll2-miristate (PMA), que aunque no
es mutagénico, puede inducir aberraciones cromosdmicas y dafio al ADN
actuando en forma indirecta, p.e. formando especies oxigeno-activas. El
PMA es capaz de inducir aberraciones cromosdmicas estructurales, pero es
un inductor débil de ICH (Emerit y Cerutti 1987).

El metomilo no fue mutagénico en dos sistemas bacterianocs, sin
embargo, este induce aberraciones cromosdmicas estructurales y
numéricas en plantas, animales y linfocitos humaros in vitro y al menos en
formulacién técnica, cauvea dafio al ADN de tipo oxidante (Bonatti et al.
1294). Estos resultados sugieren una accién mutagénica indirecta de este
plaguicida carbamico.

La induccidn de OH dG por el metomilo, implica que el dafio oxidante
del ADN puede explicar la formacién de rompimientos de una sola hebra
(Bolognesi et al. 1994). Asi un modo indirecto de accion de este plaguicida
carbémico, a través de la formacidn de radicales hidroxilo, se considera un
factor relevante para el dafo al ADN y potenciales efectos genotdxicos
evidenciados por rompimientos de las hebras de ADN y bases oxidadas
(Fraga et al. 1920).

Ademas, |a posibilidad de daflo oxidante como un factor causal de la
genotoxicidad del metomilo ha sido apoyada con base en evidencia
experimental de la capacidad inhibidora de enzimas por diferentes
pesticidas metilcarvamicos (Bolognesi et al 1994). Hemavatny vy
Krishnamurthy (1987a) proponen un mecanismo similar con respecto al
metomilo que puede estar operando bajo las condiciones de este estudio,
orovocando la inhibicion de algunas enzimas, lo que causa dafo oxidante al

96



ADN y los eventos genéticos observados en el presente trabajo (Tablas IV,
Vi, VI, X, X1, XIV, XV y Figs. 24, 26-27, 30-31, 24-29). Algunas enzimas
involucradas en la defensa contra especies oxidantes peligrosas, tales
como la superdxido desmutasa, la catalasa y la glutation transferasa, son
inhibidas por estos pesticidas (Rannug y Rannug 1964).

Los carbamatos inhiben a las protelnas uniéndose a éstas (Rannug
y Rannug 1984). Es probable que el mismo mecanismo esté ocurrierido con
estos plaguicidas causando blogueo de algunas enzimas lo que lleva al dafo
del ADN y asl a los eventos clastogénicos y fisiologicos observados
(Valencia-Quintana et al. 1993, 1398).

En el caso del pirimor-bO, aunque efectivo en la capacidad para
inducir ICH, se presentan algunas diferencias con el patrén observado para
lannate-20.

Con este plaguicida ee pudieron probar concentraciones mayores,
hasta 2000 ppm, en donde ya no se encuentran metafases de 22 division
(Tablas VIII-IX y Figs. 26-29).

El comportarmiento mutagénico presenta dos mesetas, la primera a
partir de la concentracion més baja probada de 50 ppm y hasta 750 ppm
que aungue estadisticamente no significativo, se observa un incremento
cor respecto al testigo de 4.6 a més & menos 7 ICH/céluta en promedio. La
sequnda meseta, ya estadisticamente significativa esta de 1000 a 2000
ppm con un valor aproximado de 9.5 ICH/célula (Tabla VIl y Fig. 28).

Los tratamientos con las fracciones microsémicas 510 y 59 no
producen activacion y los tratamientos directos de dos horas con el
pirimor-o0 fueron incapaces de provocar ICH, con excepcion de la
concentracién mas alta (2000 ppm), para el caso de la S9 (Tabla XV y Fig.
41). La activacidn vegetal in vivo sdlo produce efectos significativos a 2000
y 2500 ppm (Tabla XIl y Fig. 32).
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Con relacion a los mecanistmos moleculares involucrados en el dafio
genético en general, los plaguicidas carbamicos actian como agentes
alguilantes con efectos S-dependientes y retardados.

Come se ha demostrado, i lannate-20 en Vicia faba es un agente
S-dependiente ya que produce sdlo aberraciones de tipo cromatidico con un
tratamiento de 4 h con tiempos de recuperacion de & y 44 1 (Valencia
Quintana et al 1993). Considerando que los ICH son un evento S-
dependiente (Wolff et al. 1974, Painter 1280), se esperaba que el lannate-
90 fuera un eficiente inductor de ICH.

Gran cantidad de substancias con accién mutagénica son
clagificadas como agentes S dependientes, siendo los alquilantes los mejor
conocidos (Evans y Scott 1969, Bender et al. 1973,1974).

Entre los productos celulares de reaccion de estas substancias, las
alquilaciones al ADN son de gran importarncia para la toxicologia genética
(Brendel y Ruhlang 1984

Este tipo de agentes provoca una amplia variedad de efectos
bioldgicos de importancia desde el punto de vista genético (Natarajan et al.
1984), gue van desde simples sustituciones de pares de bases en el ADN
hasta cambios en la cantidad de cromosomas (Brendel y Ruhiand 1984,
Schmahl 1988, Bonatti et al1990), incluyendo aberraciones cromosémicas
(AC), ICH y muerte celular (Natarajan et al. 1284).

Se considera que los "huecos” (gaps) en el ADN que resultan de
errores en la replicacién (mie-replication”) de la hebra patron alquilada, son
los causantes de las alteraciones cromosdmicas, pero ho son bien
conocidas las lesiones especificas de alquilacion que forman estos huecos
(Schwartz 1989).

Se han explicado los efectos mutagénicos y carcinogénicos de los
agentes alquilantes mediante sus enlaces covalentes con el ADN celular
(Ferguson et al. 1289).
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Aunque los efectos biologicos (citotoxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad) de los agentes alguilantes resultan de sus uniones con el
ADN, taies compuestos generalmente no presentan afinidad especial de
enlace (Brendet y Ruhland 1984, Ferguson et al. 1989). Su ocurrencia en el
ambiente es amplia y la exposicion humana a fuentes naturales y de
contaminacion es universal (Beranek 1990).

Los agentes alquilantes son mutagénicos y carcinogénicos en una
gran variedad de organismos (Beranek 1990), provocan uh amplio espectro
de alteraciones en las células expuestas, incluyendo alquilaciones en eitios
especificos del ADN (Lawley y Thatcher 1970, Beranek et al. 1980).

Ha sido establecida la correlacion entre estas alquilaciones
especificas y diferentes marcadores bioldgicos, su accién mutagénica
(Voge! y Natarajan 1979a,b, 1982), \a estabilidad de los aductos ADN-grupo
algquilo (Den Engelse et al. 19806) y su reparacion in vitro e in vivo (Saffhill et
al. 1985 y Singer 1985). También son utilizados en estudios de dosimetria,
determinando aductos en la hemoglobina para predecir riesgo mutagénico
(Osterman-Golkar et al. 1976, Tannenbaum y Skipper 1984, Perera 1980),
pero aduellas lesiones involucradas en la produccion de alteraciones
cromosémicas, han sido ambiguamente identificadas (Connell y Metcalf
1962, Bonatti y Abbondandolo 1988) y se conoce poco sobre los
mecanismos que causan esta clase de efectos (Bonatti et al 1920).

Diferentes tipos de daflo inducidos en el ADN dependen del agente
mutagénico empleado (Darroudi et al 1989). Los alquilantes reaccionan
con una amplia variedad de sitios nucleofilicos en el ADN y en las proteinas
formando diversas clases de aductos (Natarajan et al, 1984)

La principal lesién alquilante que se conoce impide |a replicacion, es
el aducto B-metil adenina (Larsson et al. 12869). Probablemente una
proporcién de las rupturas del ADN sean los huecos dejados por una
reglicacién incompleta debido a la incapacidad para proseguir al pago de 3-
metil adenina in vitro. Es posible que existan endonucleasas que actlen en
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los sitios de alquilacion para causar rupturas en la hebra hija (Schwartz
1969).

Asimiemo, se podrian esperar rupturas de doble hebra en el caso de
que se formaran "huecos opuestos a los sitios apurinicos. Schwartz (1989)
encuentra que este tipo de alteraciones no es una lesién importante
ihvolucrada en la ruptura del AUN dependiente de ia Tave 5 pare iz N-ifebil-
N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) y el metil metano sulfonato (MMS).

Otra alteracién inducida por i0s agentes alauilantes es la lesién O°-
metil guanina. Se desconoce el mecanismo por el cual es letal y genotdxica.
El aducto no bloquea la sintesis de ADN, de tal forma gue o genera de
manera directa "huecos (Larsson et al. 1985).

Los errores en la reparacién pueden remover la base dque
incorrectamente ha sido recién incorporada, opuesta a la alteracion,
producienigo uha ruptura en la hebra del ADN. Si esta no es reparada,
posivlemente al persistir, provoca alteraciones y letalidad (Bonatti y
Abbondandolo 1982), aunque no existen evidencias directas que apoyen
esta hipbtesis (Schwartz 1989, Bonatti et al. 1990).

La remocién enzimatica del dao inducido por alquilacién en células
vivas se realiza principalmente a 3 niveles: (1) des- o trans-alguilacion del
grupo alquilo por la enzima de reparacion, (2) la remocién de la base
modificada por una glucosilasa (especifica) dejando un sitio apurinico o
apirimldico y bases alquiladas libres, seguida por insercién de
purinas/pirimidinas o rompimientos por endonucleasas AP y (3) escisidn de
nucledtidos, que provoca la liberacién de cadenas de nucledtidos que
contienen al sitio daflado (Brendel y Ruhland 1984). Los dos (ltimos, de
acuerdo con Beranek (1920), pueden agruparse como procesos de
reparacion por escisién, De igual manera, los datos de alguilacion obtenidos
de varias etapas de desarrollo, indican que la formacién de aductos es
dependiente del estado del ciclo celular al momento del tratamiento y que
los niveles de aduccién pueden reflejar la capacidad de reparacién del
periodo estudiado en particular (Beranek 1220).
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Por otra parte, se ha descrito que las alteraciones cromosdmicas
causan directamente la muerte celular (Heddle y Salomone 1981), por ello
los cambios en el indice mitédtico o en ia CPC pueden ser considerados como
indicadores de daflo citotéxico o citostatico, respectivamente.

Los bloqueos en la sintesie de ADN inducen regiones sin replicar,
"huecos”, que pueden provocar la formacién de alteraciones cromosdémicas.
Debido a gue éstas se correlacionan estrechamente con la muerte celular,
es probable que las lesiones que suprimen la sintesis de ADN sean
citotéxicas (Schwartz 1289).

La CPC constituye un criterio para evaluar el dafio fisioldgico que
inducen los diversos, agentes. Se ha demostrado que tanto las radiaciones,
como algunas substancias tales como los nucleosidos de adenina, la
azaserina, el bromuro de etidio y la cicloeximida, entre otras, producen
inhibicidn de la divisién celular.

Estos agentes pueden influir principalmente en ciertas fases del
ciclo celular, como evitar ia entrada de las células en la mitosis, la
formacién del huso funcional y la citocinesis, suprimiendo la division de la
célula, del nlicleo, de los cromosomas (cuando actian en G., 6 5), asi como
la separacién de las cromatidas (actlan en G,) pero no necesariamente ia
replicacion cromosémica.

Como ya se menciona, la actividad de los plaguicidas carbémicos no
solo puede afectar al ADN, sino también a grupos proteicos de tal manera
que ho es factible encomtrar (nicamente dafios a nivel genético,
evidenciados a través de la induccidn de ICH, como se observa al aplicar
directamente el lannate-90 y el pirimor-90, tanto con Vicia faba como con
infocitos humanos y en el caso del lannate-90 con activacion animal in
vitro por |a fraccién microsémica 59 de higado de rata, sino también otro
tipo de alteraciones bioldgicas como serian los efectos sobre la CFC, que
sucede en los tratamientos directos con pirimor-50, tanto con Vicia faba,
en donde sdlo pudieron ser evaluadas concentraciones menores de 100 ppm
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(Tabla ¥V y Fig. 28), como en linfocitos humanos (Tabla IX y Fig. 29) en los
cuales desde 500 ppm ee observa retraso en la cinética de proliferacion,
caracterizada por la acumulacion de metafases de 12 divisidn Yy una
disminucion de las de 3% y en el caso de 2500 ppm también a costa de las
de 27, encontrindose (nicamente metafases de 12. En el caso de los
tratamientos con activacion metabdlica, sélo el tratamiento en presencia
de la fraccion 52 tiene accion sobre este parametro en todas ias
concentraciones probadas {Tabla XVl y Fig. 44).

Edmunds (1964) ha demostrado que al impedir la sintesis del ADN
ho hay division celular. Dentro de los agentes que afectan al ADN y su
metabolismo se encuentran los inhibidores de la sintesis de ios precursores
del ADN y aquellos que modifican su estructura, como los agentes
alquilantes (Kihlman 1266).

Fara los agentes metilantes, tanto los sitios apurinicos como la N*-
meliladenina intacta, son capaces de suprimir la replicacion de! ADN in vivo
(Sagher y Straus 1983, Larsson et al. 1985). Posibiemente algo similar
ocurre con los plaguicidas empleados en este estudio por 5us grupos
alquilantes.

For otra parte, se ha demostrado gue la 5uprcsién de los procesos
necesarios para que se lleven a cabo tanto el ciclo celular como la sintesis
de ARN y de proteinas, reprimen también la proliferacién de las células
(Ponelly y Sisken 1267, Milller 1969, Webster y Van't Hof 1970).

Darroudi et al. (1989} al comparar entre sobrevivencia, aberraciones
¢ ICH, encuentran que en las lineas celulares CHO-9 y 43-3B de cricetos, se
presenta una relacion positiva entre muerte celular y frecuencia inducida de
aberracionss después de tratamientos con 4NQO, MMC y DEB.

Lo plaguicidas de otra clase como el metil paratién (folidol), el
dimetoato (rogor), el oxidemetdn metilco (metasistox), el azinphos metilco
{(gusation) y el foxim (pay 77488), del grupo de los organofosforados
(Gémez-Arroyo et al. 1987), al igual que el lannate-20 y el pirimor-50 en el
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presente trabajo, inducen ICH: en algunos casos a concentraciones tan
bajas como 0.5 ppm (metil paratién), en donde ademas produce dafio a las
células y decremento en el indice mitdtico. Situacién similar a la obtenida
con pirimor-o0 a partir de 50 ppm que, aunque no se presentan evidencias
de dafio al tejido meristemético, se observa marcada disminucién en la
cantidad de células en division, sobre todo en concentraciones mas
elevadas que fueron ensayadas en tratamientos preliminares dentro del
protocolo de investigacién (datos no presentados).

Al igual que estos plaguicidas, el NF-133, el bensultap, el ticciclam, el
dimdehipo, el monocrotofos, el ometoato (Xing y Zhang 1920} y el propoxur
(Gémez-Arroyo et al. 1995), también inducen ICH en esta planta.

En el caso del pirimor-50 no hay estudios sobre su acién a nivel
genético para comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo,
con una excepcién, que corresponde a una evaluacion citogenética de 11
trabajadores de un invernadero experimental, que fue llevada a cabo antes y
después de su contacto ocupacional a corto plazo con el insecticida pirimor
(pirimicarb). El pirimor fue capaz de incrementar significativamente la
frecuencia de aberraciones cromosémicas en linfocitos de sangre pcrlfemca
de los trabajadores examinados. La sensibilidad individual a la accion
citogenética del pirimor in vive e in vitro fue analizada antes y después del
contacto con éste. Se concluye sobre ¢l riesgo mutagénico potencial del
pirimor para los seres humanos (Pilinskaia 1962).

Asl, un aspecto importante, desde el punto de vista de la
mutagénesis de los pesticidas carbamicos es su actividad alquilante
(Gémez Arroyo et al. 1992a,b). Los agentes capaces de alquilar al ADN han
sido extensamente estudiados como inductores de ICH. Una clara relacién
ho ha emergido todavia entre la especificidad con la gue reaccionan con el
ADN, o el tipo de reparacion desencadenada por estos compuestos y la
relativa potencia con que log ICH se forman.

Existen diferencias entre los agentes alquilantes y sus efectos
sobre el material genético. Situacién evidenciada en el presente trabajo con
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dos agentes quimicos similares, pero presentando respuestas genotdxicas
distintas.

Las acciones mutagénicas diversas del lannate-90 y del pirimor-H0
pueden estar relaciohadas con sus propicdadss fisicoquim
parte, las traneformaciones enzimaticas o no-enzimaticas pueden
influenciar los tipos y las frecuencias relativas de los productos de reaccion

y por lo tanto de sus efectos biolégicos (Lawley 1976).

icas, Por otra

Elespuru et al. (1974), establecen aue las diferencias en la potercia
Mutagénica de tres compuestos N-methyl-N-nitroso que incluyen a los
derivados nitroso del carbarilo, un pesticida carbamico, pueden ser debidas
a la formacion de diferentes reactivos intermedios dentro de la célula o ala
asimilacién diferencial de los compuestos, gobernada por la estructura
maolecular.

For otro lado, se sabe que ademas del tamafio de lao moléculas,
existen otros factores que afectan la difusién de una substancia a través
de la membrana, tales como el coeficiente de particion. La solubilidad en
lipidos es un factor que influye en la actividad bioldgica de los compuestos,
En otros estudios el grupo metil carbamato del carbendazim se sospecha
que juega un papel importante en la accién inhibidora del huso (Seiter 1276}
y otras alteraciones (Grover et al. 1968, Pandita 1966),

Los agentes alquilantes pueden penetrar las células con o sin la
ayuda de mecanismos de transporte especificos (Byfield y Calabro-Jones
1981, Colvin 1981). Lo que refleja las diferentes caracteristicas
fisicoquimicas de esta clase heterogénea de compuestos. En adicién a eu
"funcionalidad", las propiedades quimicas o las transformaciones
metabdlicas pueden influir en los productos celulares de reaccion en cuanto
a tipos y frecuencias relativas y por lo tanto sobre sus efectos biologicos
(Lawley 1978).

For ctra parte, tanto la formacién, como la persistencia de las
lesiones en el ADN, son el resultado de varios procesos sobrelapados, tales
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como la activacién y |a degradacién de las moléculas de mutageno, su
transferencia a los blancos biolégicos, las propiedades fisicoquimicas
(influidas por la temperatura, el pH, etc.) asl como la pérdida esponténea o
enzimatica de lesiones por los procesos de reparacion (Brendel y Ruhland
1984),

Una caracteristica general de los agentes alguilantes es la falta de
estabilidad tanto de ellos mismos como de las lesiones que inducen. La
pérdida de potencia alquilante en soluciones acuosas (hidrdlisis) puede
ocurrir en minutos (p.e. sulfuro de mostaza) o durante |a incubacion
prolongada (vidas media mayores a 10 h, pe. metanosulfonatos) (Lawley
1976, Brendel y Ruhland 1984,

Retomando los efectos sobre la cinética de proliferacion celular,
existen diferencias entre los agentes alquilantes y sus efectos sobre el
material gendtico. Esta situacién es evidente en el presente trabajo cor el
annate-90 y el pirimor-50, dos agentes guimicos similares, que son
mutagénicos en las mismas condiciones de estudio, pero 6us efectos a nivel
fisiolégico difieren ya que uno altera el IR y el otro no lo hace (Tablas VI, 1X,
X1, XIll, XV, XVil y Figs. 27, 29, 31, 33, 37-39, 43-45)).

Resultados similares han sido obtenidos con otros plaguicidas. En el
caso del oxamilo, se observa un incremetito en la induccion de ICH con el
aumento de las concentraciones y por otro lado, la alteracién del IR. Las
modificaciones en las proporciones de M, M; y M., en los cultivos tratados
fueron significativas (Sénchez-Alarcon 1995), aundque a diferencia de
nuestro estudio no se encuentra una relacién concentracion-efecto.

Han sido reportados efectos similares con otros plaguicidas
carbdmicos asi como con organofosforados. Una concentracion de 10 pg/ml
de carbendazim, afecta 'a duracion de! ciclo celular, ya que la frecuencia de
M., fue significativamente reducida al igual que el IR correspondiente (Singh
y Sandhu 1991). Como ya se menciona anteriormente se sospecha que el
grupo metil carbamato del carbendazim juega un papel importante en la
inhibicién de la sintesis del huso, también ha sido reportado como formador
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de complejos con subunidades proteicas resultando en la produccién de
metafases anormales, induccion de puentes, C-mitosis, cromosomas con e
centromero inactivado, poliploidias y micronlcleos (Grover et al. 1988,
Pandita et al. 1968) y de igual manera se encuentra capaz de provocar
muerte celular y retraso del ciclo celular.

Varias investigaciones realizadas con maialidn, iristiaziinfos,
hemacur, monitor, bolstar y paratién, han mostrado que retardan el ciclo
celular y disminuyen el ciclo mitdtico de las células V79 del criceto dorado y

otras lineas celulares humanas, observande una relacidén concentracién-
respucsta (Chen et al. 1981,1982, Sobti et al. 1982, Salvadori et al. 1968).

El derivado hitroso del aldicarb causa un ligero decremento en la
progresién mitdtico de las células en cultivo. Las células tratadas con este
insecticida presentan retraso en el ciclo celular, como lo evidencia la
disminucién de la cantidad de células M, y el incremento de células M.

4 »
(Gunzéicz-Cid st al 1288).

Por su parte, la mayoria de los organofosforados provocan retraso
del ciclo celular. Amaze, metll azinfos, bolstar, DEF-desfoliador, fenetién,
monitor y nemacur, disminuyen el (R y no necesariamente se correlaciona
con su capacidad para inducir ICH. Metil azinfos no intensifica los ICH, sin
embargo fue altamente toxico y redujo drésticamente el IR, por el contrario,
el metil oxidemeton aumenta de manera significativa los ICH pero no tiene
efectos sobre el IR (Chen et al. 12862).

Chen st al. (1281) reportan un retraso de la CPC relacionado con la
concentracion det metil paratién en las lineas celulares de criceto Chino Y79

y en linfocitos humanos.

Fenetion fue el Gnico plaguicida que origina elevacion de la frecuencia
de ICH y decremento substancial del IR,

Se ha encontrado que ademas de, o como consecuencia de, cambios
estructurales provocados por agentes alquilantes, se inducen alteraciones
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funcionales en varios niveles del metabolismo celular {Fleer y Brendel 1979).
Se asume que la inhibicién de la replicacién es la mas significativa (Colvin
1987), pero la sintesis de ARN y proteinas también son suprimidas. De ahi
los probables efectos observados en el trabajo sobre el IR (Tablas Xy XVily
Figs. 29 y 44).

En resumen, ademas de la induccion de ICH, el retraso en ¢l ciclo y |a
muerte celular pueden ser evidencia del daflo bioldgico causado por agentes
quimicos (Gonzélez-Cid y Matos 1264).
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Conclusiones

A pesar de que los insecticidas carba micos, son menos
persistentes que los organoclorados y relativamente menos téxicos que los
organofosforados, el presente estudio demuestra que este tipo de
compuestos, al igual que los primeros, es potencialmente peligroso ya que
altera la integridad del material genético de los organismos expuestos,
como fueron las células meristematicas de la raiz de Vicia faba y los
linfocitos humanos en cultivo,

A pesar de que existen diversos estudios con otros plaguicidas del
mistmo grupo no podermos generalizar o extrapolar los resultados de éstos,
ya que cada compuesto puede presentar diferentes mecanismos de accién
con base a sus propiedades fisicoquimicas lo cual queda demostrado
también en el presente trabajo, en donde los dos plaguicidas evaluados
pertenecen al miemo grupo y mostraron actividades distintas en los dos
sistemas de prueba trabajados.



En forma directa el pirimor-50 resultd ser mas toxico para Vicia
faba que el lannate-90. Para el caso de linfocitos humanos fue
exactamente lo contrario, pudiendo evaluar solo hasta 750 ppm de
lannate-90, mientras que para el pirimor-50 se pudieron analizar hasta
2500 gpm.

Loa efectos inducidos por ambos compuestos no solo son distintos
a nivel genotéxico sino también lo fueron a nivel de proliferacion celular,
siendo € pirimor-50 el mas efectivo para causar un retraso en la cinética
de division.

Muchos compuestos requieren se ser transformados antes de
manifestar alguna actividad, por lo que es importante considerar en este
tipo de estudios el papel que pueden jugar las transformacionee
metabdlicas en estos procesos.

El conocimiento de i0s procesos metabdlicos de ias plantas puede
ayudar a reducir los riesgos ambientales que implica el uso de plaguicidas,
ya que muchos de ellos son incorporados a las plantas cultivadas y en
forma indirecta estamos expuestos a los residucs o metabolitos de un gran
numero de agentes que son empleados para incrementar las cosechas.

La particularidad de cada compuesto queda huevamente
manifestada por los efectos de las fracciones metabdlicas sobre el
potencial genotdxico.

A pesar de la incorporacién de nuevas tecnologias para monitorear
los mutédgenos ambientales, tanto Vicia faba como los linfocitos humanos
en cultivo, siguen siendo dos herramientas (tiles para los casos mas
apremiantes en donde se carezca de infraestructura desarrollada, ya que
ambos organismos han demostrado ser sensibles al daflo provocado por
contaminantes, come los plaguibidas (lannate-20 y pirimor-50).

Se ratifica la sensibilidad de los ICH como marcador de dafio
genético por agentes xenobidticos ya que las frecuencias de estos se



incrementaron en forma estadisticamente significativa a concentraciones
muy por debajo de las que fueron capaces de inducir aberraciones
cromosomicas, como se demuestra en otros estudios realizados por el
grupo de investigacion.

Ee importante que ee pueda profundizar en el estudio del
metabolismo de plaguicidas ya que algunas de las veces el compuesto
original es inocuo, pero al ser transformado por el metabolismo animal o
vegetal, pueden produciree compuestos que pueden ser genéticamente
activos.  El presente trabajo muestra el incremento de la actividad
genbtoxica del lannate-90 por efecto de |a fraccion 59 de higado de rata y
probablemente el metabolismo vegetal pueda tener algin efecto sobre las
propiedades genotéxicas del pirimor-50, aunque los resuitados del presente
trabajo no son concluyentes.

Es importante que las investigaciones sobre plaguicidas se lleven a
cabo con los productos comerciales, como fue el caso del presente trabajo,
ya que es a ésta a las que las personas estan expuestas y no al compuesto
puro. Se ha demostrado algunas veces la inocuidad del compuesto activo
pero no asi de la formula.

Es importante seguir llevando a cabo este tipo de estudios ya que
nos van a permitir catalogar a los diferentes compuestos con base en su
peligrosidad.
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Tabla 1. Clasificacionde los plagulcidas de acuerdo con sus caracteristicas fisicoguimicas

1. Organociorados , Derivados del hexaclorociclopéntadieno:  Aldrin
: Derivados dej 2,2-difeniletano; oDT
Derivados de! ciclchexano: Lindano

2. Organofosforados Esteres fosforicos: Ortofosfatos:  Diclorvos
Pirofosfatos: TEPP
Esteres Tiofosféricos: Fosfotionatos:  Fenitrotién
: ' Fosfotiolatos:  Metasistox
Esteres ditiofosfdricos: - Malation
Amidas de! cido ortofosférico. Crutomato
Fosfonatos: Triclorfon

3. Carbamatos N.metil-carbamatos: Carbarilo
' N-N-dimetil carbamatos: Dimetan
4. Derivados arsenicales Arseniato de picmo
Arseniato de calcio

5. Compuestos de fllor Fluoruro sédico
Fluorosilicato de bario

6. Dinftrofenoles DNOC

7. Ticcianatos organicos Letano
Tanito

8. Fumigantes Bromuro de metilo
Cloropricina

9. Insecticidas baturaies Nicotina
Piretrinas

(Garcia 1994)



Tabla fi. Caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de algunos insecticidas carbamicos

Compuesto Ruta de accidn sistémica Toxicidad Presibnde  Otros usos, aparte Solubilidad
(subgrupo) oral DLsga  vapor a 25-30 de insecticida en agua a
ratas® °C (mmHg) 25-30°C
(malkg) - (Ppm}
Carbarilo (1) Ninguna 700 3x10° Mata gusanos de 40
tierra,
adelgazadores de
frutos
Propoxur {1) Ninguna g0 - - 1000
Metiocarb (1) Ninguna 130 - Moluscicida -
Carbofuran {2)  Por absorcién radicular Nematicida a 700
11 1x 10-5 dosisxelavadas
Pirimicarb (2) A través de hojas o raices, : 2700
pero ta persistencia es muy ~100 3x10-56 -
baja
Aldicarb {3) Por [as raices 1 1x10-4 Nematicida 6000
Oxamilo (3) Por1as raices 5 - Nematicida, mata -
milpies
Metomito (3) Por las hojas 21 5x10-5 - 58000

£

? Datos de la literatura comercal, de Kuhr y Dorough (1978) y de Matsumura (1975)



Tabla Hl. Alguncs usos de plaguicidas carbamicos

para la proteccién de los cuitivos

Cultivo

Alfalfa
pManzanas

Platanos
Frijol

“Brassicas”
Citricos

Cafe
Algoddn

Chicharo
Maiz
Cebollas
Cacahuates

Pifias
Papas

Arroz

Remaotacha

Cara de azucar

Tabaco

Vegetales, Zanahorias,

Cebollas
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Piaga

Gorgojo de 12 affalfa
Acares

Niversas plagas
Afidos resisientes a
organofos[orados
Afidos resistentes a
organofosforados
Acaros

Moscas de la fruta
Gusano betlotero
Gusano bellotero

Polilla de! chicharo
Afido del chicharo
Gusano de ia raiz
Gusano efotero
Diversas plagas
Nematodo del talio
Varias plagas de
nematodos

Diversas plagas
Escarabajo colorado
Nematodo nodulador
Gusano soldado,
Perforador dei tallo,
Gorgojo del agua
Minador de la hoja,
Milpies

Afidos resistentes a

* organofaoforados

perforador de la cana

Gusaho cuemo
Gusano peludo
Diversas plagas.
Caracoles v babosas

Compuesto

Metomilo

Carbarilo, metiocarb,
oxamilc

Carbarilo

Finimicart
Pirimicarb

Oxamilo,

metiocarb

Carbarilo, carbofuran
Aldicarb, carbarilo,
meticcard

Carbarilo, carbofuran,
pirimicarb
Carbofuran
Metomilo
Metalkamate
Aldicarb

Aldicarb

Metalkamate

Oxamilo

Aldicarb, pirimicarb
Metalkamate, carbofuran

Aldicarb, carbofuran
Pirimicarb

Carbarito, carbofuran,
aldicarb

Metomilo

Oxamiio

Carbarilo, metomilo
Metiocarb



Efectos sobre Vicia faba



Tabla IV. Frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas inducidos por el insecticida
carbamico Lannate-90 en cromosomas de las
células meristematicas de la raiz de Vicia faba®

Concentraciéon ICH / metafase
{ppm) X &+ EE

Testigo 2840 + 113

500 3992 + 165 *

750 4692 + 188 *

1000 48.45 + 193 *

1500 49.48 + 2.16 *

2000 56.33 + 264 *

2500 63.44 =+ 237 *

Tn = 50 metafases en dos experimentes;

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una
de las concentraciones son obtenidas por analisis de
varianza, P < 0.001 y asl la prueba de Student-Newman-
Keuls fue aplicada con P < 0.001



Tabla V. Frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas inducidos por el
insecticida carbamico Pirimor-50 en

cromosomas de las células meristematicas de
la raiz de Vicia faba®

Concentracion ICH / metafase
(ppm) X &+ EE
Testigo 26,20 + 089

5 3284 + 1.21 *

10 3710 + 113 *

15 4118 =+ 1.21 *

20 4206 + 1.03 *

25 6148 + 1.33 *

50 §9.75 + 1.56 *

75 5387 + 127 *

100 40.26 + 1.36 *

Ty, = 50 metafases en dos experimentos;

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una
de las concentraciones son obtenidas por andlisis de

varianza, P < 0.001 y asl la prueba de Student-Newman-
Keuls fue aplicada con P < 0.001
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Efectos sobre linfocitos humanos

Tratamientos directos
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Tabia VI. Frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas inducidos por el insecticida
carbamico Lannate-90 en cromosomas
de linfocitos humanos en cultivo

Concentracion ICH / metafase
(ppm) X + EE
0 479 + 035
50 636 + 034 ns
100 645 + 035 s
250 894 + 053 *
500 1118 + 054 *
750 13.44 + 0.74
1600 INHIBICIGN DE LA MITOSIS

*n =50 metafases en dos experimentos;

NS = No significativo

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una
de las concentraciones son obtenidas por andlisis de
varianza, P < 0.001 y asi la prueba de Student-Newman-
Keuls fue aplicada con P < 0.001
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Tabla Vil. Efectos sobre la cinética de proliferacion
celular de linfocitos humanos en cultivo inducidos
por el insecticida carbamico Lannate-90

Concentracion Metafases
(ppm) 1a 2a 3a R ¥
0 26 38 36 210

50 K | 46 23 192 4.06 NS
100 25 a3 42 217 083 NS
250 24 37 39 215 0.21 NS
500 20 39 41 221 112 NS
750 25 41 34 209 019 NS

1000 INHIBICION DE LA MITOSIS

¥ = Indice de replicacion en 200 metafases consecutivas;

NS = No significativo {P< 0.05)
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Tabla VIIl. Frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas inducidos por el insecticida
carbamico Pirimor-50 en cromosomas
de linfocitos humanos en cultivo®

__
Concentracién ICH / metafase
(ppm) X + EE
0 479 + 035
DMSO 490 + 055 NS
50 672 + 0.57 NS
100 702 + 051 NS
250 662 + 0.38 NS
500 708 + 0.52 NS
750 696 + 045 NS
1000 962 + 0.57 ®
1500 950 + 060 *
2000 944 + 071
2500 NO HUBO METAFASES DE 2A DIVISION

¥n = 50 metafases en dos experimentos;

NS = No significative

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una de las
concentraciones son obtenidas por analisis de varianza, P < 0.001
y asl la prueba de Student-Newman-Keuls fue aplicada con P <
0.001
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Tabla IX. Efectos sobre la cinética de proliferacion
celular de linfocitos humanos en cultivo inducidos
por el insecticida carbamico Pirimor-50

Concentracion Metafases
(ppm) ta 2 3 )} p
0 25 35 40 215
DMSO 29 34 37 208 043 NS
50 26 33 41 215 0.09 NS
100 26 35 3 213 0.02 NS
250 25 39 3 211 043 nNs
500 49 40 11 162 24.61 *
750 50 40 10 1.60 36.67 *
1000 45 45 10 165 24.96 *
1500 59 35 6 147 38.89 *
2000 55 43 2 147 46.45 *
2500 100 0 0 1.00 *

* =lndice de replicacibn en 200 metafases consecutivas,

NS = No significativo (P< 0.05)
* = Bignificativo (P < 0.05)



Efectos sobre linfocitos humanos

Tratamientos con activacion metabdlica vegetal in vivo
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Tabla X. Frecuencia de intercambios de cromatidas
hermanas inducidos por el insecticida carbamico
Lannate-90 en cromosomas de linfocitos humanos
en cultivo previa activacion metabdlica vegetal en
células meristematicas de la raiz de Vicia faba®

Concentracién ICH / metafase
(ppm) X £+ EE

TESTIGO 457 =+ 035

ETANOL 896 <+ 053 *

0 534 + 043 Ns

500 754 + 042 *

1000 75% + 0.51 *

1500 788 <+ 035 *

2000 838 + 052 *

2500 929 + 0.56 *

T'n = 50 metafases an dos experimentos;

NS = No significativo

* Las diferencias significativas entre ol testigo y cada una
de las concentraciones son obtenidas por analisis de
varianza, P < 0.001 y asi la prueba de Student-Newman-
Keuls fue aplicada con P < 0.001



Tabla XI. Efectos saobre la cinética de proliferacion
celular de linfocitos humanos en cultivo inducidos
por el insecticida carbamico l.annate-90 previa
activacion metabdlica vegetal en células de la raiz
de Vicia faba®

Concentracion Metafases
(ppm) 1a 2 3a IR? 52
TESTIGO 20 37 43 2.23
ETanoL 17 37 46 229 1.84 NS
0 23 28 49 226 034 NS
500 20 28 52 232 209 NS
1000 22 30 53 2.41 2.81 NS
1500 23 30 47 224 112 NS
2000 20 27 53 233 260 NS
2500 25 27 48 223 2.39 NS

¥ = [ndice de replicacién en 200 metafases consecutivas;

NS = No significative (P< 0.05)
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Tabla X!l. Frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas inducidos por el insecticida
carbamico Pirimor-50 en cromosomas de linfocitos
humanos en cultivo previa activacion metabdlica
vegetal en células meristematicas de la raiz de
Vicia faba®

Concentracion ICH / metafase
(ppm) X + EE
TesTiIGO 457 =+ 035
ETANOL 896 + 053 *
0 534 + 043 Ns
500 530 + 041 ns
1000 542 + 058 NS
1500 6.24 + 0.51 NS
2000 756 + 047 *
2500 954 + 053 *

*'n = 50 metafases en dos experimentos;

NS = No significative

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una
de las concentraciones son obtenidas por andlisis de
varianza, P < 0.001 y asi la prueba de Student-Newman-
Keuls fue aplicada con P < 0.001
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Tabla Xlil. Efectos sobre la cinética de proliferacién
celular de linfocitos humanos en cultivo inducidos
por el insecticida carbamico Pirimor-50 previa
activacién metabélica vegetal en células de la raiz
de Vicia faba®

Concentracién Metafases
(ppm) ta 2 3 R 2
TESTIGO 20 37 43 2.23
ETANOL 17 37 46 2.29 1.84 NS
0 23 28 49 2.26 034 NS
500 15 29 56 2.41 3.39 NS
1000 12 33 55 243 370 NS
1500 25 25 50 225 3.41 NS
2000 13 35 52 232 3.08 NS
2500 16 33 51 235 135 NS

¥ = [ndice de replicacién en 200 metafases consecutivas;

NS = No significativo (P< 0.05)



Efectos sobre linfocitos humanos
Tratamientos con activacion metabdlica in vitro
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Tabla XIV. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas

inducidos por el insecticida carbamico Lannate-90 en cromosomas de
linfocitos humanos en cultivo con dos horas de tratamiento

Concentracion

con y sin activacion metabdlica’

o e~

ICH / metafase
SIN ACTIVACION

ICH / metafase
CON ACTIVACION

ICH / metafase
CON ACTIVACION

: METABOLICA METABOLICA

METABOLICA ANIMAL VEGE AL

(ppm) X + EE X + EE X + EE

0 498 + 0.30 6.94 + 038 6.22 + .32
OMSO 610 + 051 Ns 5.95 0.42 Ns 6.56 .52 Ns
CF 6.59 + 0.34 ns 4119 + 214 * 7.40 + 0.34 ns
ETANOL 8.01 + 035 ns 796 + 047 nNs 1146 + 057 *
500 694 + 044 ns 841 + 054 ns 7.16 + 0.38 Ns
1000 7.20 + 0.48 Ns 9.82 + 040 Ns 694 + 038 Ns
1500 6.67 + 0.34 ns 1378 + 0.39 Ns 546 + 0.29 Ns
2000 650 + 0.39 nNs 1407 + 098 * 596 + .28 Ns
2500 8.52 + 037 * 1675 + 221 * 6.78 + 0.81 Ns

* n = 50 metafases en dos experimentos;

NS = No significativo

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una de las concentraciones son obtenidas por andlisis de varianza, P
< 0.001 y asi la prueba de Student-Newman-Keuls fue aplicada con P < 0.001



Tabla XV. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular de linfocitos humanos en cultivo

con dos horas de tratamiento con y sin activacion metabélica

inducidos por el insecticida carbamico Lannate-90

Concentracion Metafases Metafases Metafases
{ppm) 12 2a 3a IR G la 2a 3a g2 ¥? ta 2a 3a R ¥
0 42 3% 19 1.77 41 38 21 1.80 48 38 14 166
DMSO 42 37 21 1.79 0.15 Ns 47 33 20 173 0.79 ns 43 34 23 180 2.67 ns
CF 43 39 18 1.75 0.04 nNs 40 40 20 180 0.09 ns 50 33 17 167 0.68 Ns
ETANOL 47 39 14 1.67 1.04 Ns 48 37 15 167 1.57 ns 44 35 21 1.77 170 ns
1000 42 42 16 1.74 0.37 Ns 40 33 27 187 1.11 Ns 46 32 22 176 266 Ns
1500 39 36 25 186 1.05 Ns 47 329 14 167 182 Ns 50 34 16 166 0.39 ns
40 38 22 1.82 1.04 nNs 45 36 19 1.74 0.34 ns 46 32 22 1.76 2.33 Ns
2000 43 37 20 177 0.09 ns 46 36 19 1.73 0.51 ns 46 30 24 1.78 3.61 ns
2500 43 38 19 175 0.02 ns 49 31 20 1.71 1.44 Ns 50 36 14 164 0.10 ns

NS = No significative (P< 0.05)

= Indice de replicacién en 200 metafases consecutivas;
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Tabla XVI. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos por el insecticida carbamico Pirimor-50 en cromosomas de

linfocitos humanos en cultive con dos horas de tratamiento

Concentracion

con y sin activacion metabolica®

e L

iICH / metafase

ICH / metafase

ICH / metafase

) CON ACTIVACION CON ACTIVACION

B AT IO METABOLICA METABOLICA

ANIMAL VEGETAL

(ppm) X + EE X + EE X + :E

0 498 + 0.30 6.94 + 0.38 6.22 + 0.32
DMSO 610 + 0.51 ns 595 042 Ns 6.56  0.52 Ns
CF 6.59 + 0.34 Ns 4119 + 214 * 740 + 034 ns
ETANOL 601 * 0.35 Ns 796 + 0.47 Ns 1146 + 0.57 *
500 616 + 0.37 Ns 6.47 + 048 Ns 532 + 0.29 s
1000 6.83 + 0.31 Ns 6.26 + 039 Ns 600 * 0.37 ns
1500 6.33 + 0.36 Ns 594 + 0.33 ns 696 + (.25 Ns
2000 6.42 + 0.25 Ns 670 + 079 Ns 6.54 + 0.30 Ns
2500 739 + 030 * 774 + 084 ns 640 + .41 Ns

*n = 50 metafases en dos experimentos;

NS = No significativo

* Las diferencias significativas entre el testigo y cada una de las concentraciones son obtenidas por analisis de varianza, P
< 0.001 y asi la prueba de Student-Newman-Keuls fue aplicada ¢on P < 0.001



Tabla XV. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular de linfocitos humanos en cultivo
inducidos por el insecticida carbdmico Pirimor-50
con dos horas de tratamiento con y sin activacién metabdlica

e e

Concentracion Metafases Metafases Metafases
(ppm) ta 2a 3a |R° ¥ 1a 2a 3a |g° ¥? 1a 2a 3a |p? v
0 42 39 19 1.77 41 38 21 180 48 38 14 1.66

DMSO 42 37 21 179 015 ns 47 33 20 173 079 Ns 43 34 23 180 267 Ns
CF 43 39 18 175 0.04 ns 40 40 20 1.80 0.09 ns 50 33 17 1.67 068 Ns
EranoL 47 39 14 167 1.04 nNs 48 37 15 167 1.57 Ns 44 35 21 177 170 ns
500 54 38 08 154 599 Ns 58 34 08 150 897 * 48 37 15 167 0.05 nNs
1000 57 34 09 152 6.18 ns 65 26 09 1.44 1248 * 51 34 15 164 0.35 ns
1500 49 41 10 161 338 Ns 63 29 08 145 1169 ° 50 33 17 1.67 204 ns
2000 47 44 09 162 415 ns 58 34 08 150 897 * 57 29 14 157 198 nNs
2500 56§ 35 10 1.55 1.55 Ns 60 31 09 149 855 * 58 39 13 1.65 0.05 ns

NS = No significative (P< 0.05)

= Indice de replicacion en 200 metafases consecutivas;



Figuras .
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O

[
NH, - C - OH,

El acido carbamicos es el esqueleto de los carbamatos

Los carbamatos son ¢steres N-sustituidos del icido carbamico.
Su férmuyla general es:

O
!
RINH-C-QR;

donde R; es una parte aroindrica o alifatica,
Se conocen tres clases principales de plaguicidas carbamicos:
1} insecticidas carbamicos; R es un grupo metilo

2] herbicidas carbamicos; R, es una parte aromatica
3] fumguicidas carbamicos; R; es una parte bencimidazol

Figura 1. Identidad dc Jos carbamasos
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R-0-C-NHR

Grupo carbociclico //D ,CH,
, o grupo heterociclico O~—C—H
" o derivado oxima \
— - H ar CH_‘

Figura 2. Estructura genéral de los carbamatos
~-con propiedades insecticidas (o relacionadas) .
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CHy-NH-C -
)
Carbaryl Garbofuran
0

o2
D-C-N-CH3

bt
_ CHy /£>‘0--c--n—n:|-|3
% 4 0-C-H fCHjHy i

Propoxur CHy

Landrin
Q9 H 0O H
0-C -N-CH o
P ] O—C-N-CHQ

[
3 Mezcla de Bux-Ten @
CyH)-CH~CHy CyHg=CH=CyHg

CHy .
CHL.N-@- clc? ‘;‘
CHy” 4] N-CH3
Aminocarb |
TH 0 H ' CHy 0
] 1 (LI 1 woi
CHy -5~C~CH:N-0=~C-N-CH, CH3-5-C=N-0-C-N-CHy
CH] . .
Aldicarb Matomll
-HyC
HjC‘N E‘—_j 2 At
-~C-N 0-C-N
He” N “CHy
Dimetilan

Figura 3. Férmulag de insecticidas carbamicos especiticos
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Carbarilo @@

o-—c—n’
e
Carbofuran [ tH
3| CHy
o
Gom
e
Aldicarb LA

CH=C—3—CH,

YoMy

1 .Naftil N-metilcarbamato

2.3-Dihidro 2,2 —dimetil-
benzofurano 7 il N-
metilcarbamato

2-Metil
1,2{metilito)propionaldehido
O (metilcarbamoil oxima)

thura 4. Un miembro importante de cada uno de los subgrupos de
insecticidas carbamicos
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Q—CO—N CH
4y
o 0 mCO—N — 5 —N.
O K t :o: (CH: ey
3 CH,
CH,
" (a) Carbofuran - (b) Carbosulfan
. CH,
Fd
0-COo—N
CH,
CH, :z 3N /CH,
CHy=S>1 .N\
N CHa
(c) Pitimicarb -

Figura 6. Subgrupo 2., carbamatos heterociclicos: (a) 2,3-dihidro-2,2-
dimetilbenzofuran-7il N-metilcarbamato; (b) 2,3-dihidro-2,2-
dimetilbenzofuran-7-il dibutilaminotio-N-metiicarbamato; (c) 2-
dimetilamino-5-6-dimetilpirimidina-4-il N-dimetilcarbamato
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Figura 7. Subgrupo 3, N-metilcarbamatos de oximas:
(a) 2-metil-2-{metilito}-propionakdehido O-metilcarbamoil oxima,;
. ... {b) 1-(metilito)etil-idineamino N-metilcarbamato,
. {€) S-metil N-[(metilcarbamoiljoxi] 1-tioacetimidate
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Kk,
I
ACE + RO-C-NHCH;

0
1
—_, [ACE-RO-C-NHCH;]

k.
ke COMPLEJO ENZIMA-CARBAMATO
)
k., 0
ACE + CH3NH; + CO; «—— ACE-C-NHCH; + RO~
H,0
Donde Kk, = Constante de velocidad de segundo orden para la formacién del complejo:
k =

Constante de velocidad de primer orden para el rompimiento del complejo en
los compuestos originales

Figura 8. Mecanismos de inhibicion de la ACE
Por ésteres carbamicos
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a) Hidroxilacién de los anillos (o epoxidacion)
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Figura 12. Mecamsmos de desintoxicacion para carbamatos
(Fukuto 1972}
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Agaure~icrfs de
acplicenes

Figura 15. Modelo de induccién de ICH de Painter (1980)

I Progresién de la duplicacion def ADN entre los agrupamientos de
replicaciones (circulos) que separan replicones subsecuentes.

1T Retardo en fa duplicacidn debido a daiio, & incremenio de la
posibilidad de intercambio de doble banda. ‘

II1 Ruptura de doble banda y reunién de 1a handa hija de Ia molécula
replicada a la molécula no replicada dando lugar al intercambio de
doble banda,
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1er CICLO CELULAR

G, I
T T .
s REPLICAGION EN FPRESENCIA DE BrdU
G, i8 I'.: 1
T a a T

20. CICLD CELULAR

G, o i

i 5 REPLICACION E i

EN PRESENCIA DE Argl) EN PRESENCIA DE TIMIDINA

o M= il
C)
i

Figura 16. Diagrama de Tincion diferencial

1 LCH doble no detectable en la primera mitosis por no haber tiscién
diferencial.

2 FCH sencillo deteclable al igual que ef ICH doble de la primera mitosis.

3 ICH doble de la primera mitosisidetectable: por haber tincidn diferencial,
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Figura 17. Metafase de Vicia faba presentando tincion
diferencial en los dos cromosomas metacéntricos (M) y
sus 10 acrocéntricos

%2



Figura. 18. Cromosomas acrocéntricos de Vicia faba
presentando un intercambio terminal (®), que se
registra como un evento de daho



Figura 19. Cromosoma acrocéntrico de Vicia faba que
presenta dos intercambios intersticiales, que se
registran como dos eventos de dafio en cada caso.
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Figura 20, Metafase de segunda division en linfocitos
humanos en donde se presenta la tincion diferencial
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Figura 21. Metafase de primera division. Con
cromosomas unifilarmente sustituidos con BrdU, sin
tincion diferencial
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Figura. 22. Metafase de segunda division en donde son
evidentes intercambios de cromatidas hermanas,
terminales e intersticiales, que se registran como unoy
dos eventos de dafio respectivamente
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Figura 23. Metafase de tercera division en donde son
evidentes cromosomas con ambas cromatidas
bifilarmente sustituidas, las cuales presentan una
tincién clara
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Efectos sobre Vicia faba
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Figura 24. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas inducidos por
el insecticida carbamico lannate-90 en cromosomas de las células
meristematicas de la raiz de Vicia faba
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Figura 25. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas inducidos por el
insecticida carbamico pirimor-50 en cromosomas de las células meristematicas de
\a raiz de Vicia faba
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Efectos sobre linfocitos humanos

Tratamientos directos
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Figura 26. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos por el insecticida carbamico lannate-80
en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
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Figura 27. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos
por el insecticida carbamico lannate-90
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Figura 28. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos por el insecticida carbamico pirimor-50
en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo

196



No. DE METAFASES

METAFASES 1a METAFASES 2a METAFASES 3a

CONCENTRACION DE PIRIMOR-50 {PPM)
0 DMSO #50 - 100 W250 =500 WM750 1000 1500 2000 2500

Figura 29. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos
por el insecticida carbamico pirimor-50
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Efectos sobre linfocitos humanos
Tratamientos con activacion metabdlica vegetal in vivo
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Figura 30. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo por el insecticida
carbamico lannate-90 previa activacion metabdlica vegetal
en células de la raiz de Vicia faba
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Figura 31. Efectos sobre 1a cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico
lannate-90, previa activacion metabdlica vegetal en células meristematicas
de la raiz de Vicia faba
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Figura 32. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo por el insecticida
carbamico pirimor-50 previa activacion metabdlica vegetal
en células de la raiz de Vicia faba
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Figura 33. Efectos sobre la cinética de proliferacién celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico
lannate-90, previa activacion metabélica vegetal en células meristematicas
de la raiz de Vicia faba




Efectos sobre linfocitos humanos

Tratamientos con activacidn metabdlica in vitro
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Figura 34. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanzs
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
por el insecticida carbamico lannate-90 con dos horas de tratamie:nto
sin activacion metabdlica
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Figura 35. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
por €l insecticida carbamico lannate-90 con dos horas de tratamiento
con activacion metabolica animal
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Figura 36. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
por el insecticida carbamico lannate-90 con dos horas de tratamiento
con activacion metabdlica vegetal
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Figura 37. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico
lannate-90, con dos horas de tratamiento sin activacion metabdlica
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Figura 38. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico
lannate-90, con dos horas de tratamiento con activacién metabdlica animal
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Figura 39. Efectos sobre la cinética de proliferacién celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico
lannate-90, con dos horas de tratamiento con activacion metabdlica vegetal
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Figura 40. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
por el insecticida carbamico pirimor-50 con dos horas de tratamiento
sin activacién metabdlica
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Figura 41. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
por el insecticida carbamico pirimor-50 con dos horas de tratamiento
con activacion metabdlica animal
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Figura 42. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
inducidos en cromosomas de linfocitos humanos en cultivo
por el insecticida carbamico pirimor-50 con dos horas de tratamiento
con activacion metabdlica vegetal



40

30

20

10

No. DE METAFASES

= P N
METAFASES 1a METAFASES 2a METAFASES 3a

CONCENTRACION DE PIRIMOR-50 (PPM)
0 DMSC =CICLOFOSFAMIDA -ETANCL m500 w1000 1500 #2000 2500

Figura 43. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico pirimor-50,
con dos horas de tratamiento sin activacion metabdlica
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Figura 44. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico pirimor-50,
con dos horas de tratamiento con activacion metabélica animal
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Figura 45. Efectos sobre la cinética de proliferacién celular (CPC)
de linfocitos humanos en cultivo inducidos por el insecticida carbamico pirimor-50,
con dos horas de tratamiento con activacion metabdlica vegetal
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ANEXO 1

Algunos da los plaguicidas formulades mas comunmente
v Sus caracteristicas

—
Farmutacidn

usados

Caracterisiivas

y desvantajas

C.omintar
Eiompler

de productos

al Concentra-
das emul-
sianables
{CE).

£} Sclucionss
15).

¢l F': .antas {F).

a) Microencap-
sulado
flotenta
{MF).

@) Fumigantes.

 #1 Polvos,

1. Praprracionas fiquidas

Diluide con agua
para formar una
mass lechosa o un

e,

Veniafes:

+ Facil de mezciar y aplicar.

= Aequiere poquena agitacidn.

« Residuo No visible o pequaho.

. le pAfA user CoR
spray.

Soluble en agua o
acuite. Se (raté de
un liquido claro
usada con spray.

Dituicas con agum. La
meicla forma una
suspensidn

Los ingredientes scti-
vos && presentan
encapsuisdes  en
cdpsulas de plésti-
¢o delgado suspen-
didas sn agua pae
pubrarizar.

Los ingredisntes acti-
vos son gases gue
6 prasentan & ve-
ces como liquidas
cusndc sa embaelan
& chrts presion,
que se wansforman
&n geses ol liberar-
{os durante Is apli-
cacién, Algunos
son liquidos voldi-
las, y S8 convierten
en gases cuando sa
fiberan & ia atmds-
fere.

2. Proparaciongs secas:

Los ingredientss acti-
vos transportados
en parliculas secas
{arcills inurte o 1al-
ca) o polve es acti-
vo en un 100% .

Desventaias' .
« Ejcilmenta absorbible s iravés de
ia pisl,
» Los disolvenies pueden causar co-
rrasion en el envase del spray.
« Fitotdxico para algunas plantas.
Pocos praductos disponibles pars 3u
splicecitin como plaguicides urba-
nos.

Pacos productoy disponibiles para el
manejo como plaguicidas urba-

'Y
» Excelente actividad residusl.
* Muy bajs toxicigad.

rara fAcilmente en agua
Desventajss.

= Normalmentie mas care.

« Requiare conctante agitacian.

+ Residuns visibles en algunas su-
parficies.

Ventajas:

« Taxico para un amplio numsero de
plagas

+ Pyede panetrar astruciurss, sue-
los, grunos, alimentos almacena-
dos.

« Loy ratamientos de etts npursier
za maten normalments is mayoria
de las piagas del drea tratade.

Desventajas:

» Las greas tratadas henen que ser
tapadas 0 cerrades pars prevenir
ia liberacién de gas 1oxico a la at-
masiera.

« Alta toxicided para e! hombre. £35
necasaric madidas y eguipo Ode
proteccion especiales y procedi-
mientos ulilizados adecusdamen-
te.

Vantajas.

« Ficil de usar. No €3 Necesarno
mezclar previamenie a su uso.

« Daja residuos cusndo se secs

Desventajas:

« Llgva liempo adguirir cepenencia
para su aplicagior correcta.

» Posibles residuos visibles.

= Diticultad da contrntar 1A dispes:
sidn de particulas de po'vo gn 1as
areas no dianas.

Durshan LO, &a-
Irgtin,  Disti-
non, olros.

Knox-out 2FM,
Dursban ME.

Vikore, Meth-

O-gas,

Acidey bérica en
poiva, Ficam
D, Dursban B,
Drione, Diste-
fc.

Cominua



Algunas de tos plaguicidas formulados mas comaamentie usaros
¥ sus caracteristicas (Continvacion)

Formulacion

Caracteristicas

Ventajas
y desventajas

Epenplos
de producios

7z Preparaciones secas (Conlinvacion):

bl Polvo  hu-
mectanie
(PHI,

¢ Polvos moja-
bles {PM).

o eros 1.

e) Granvlos
1G),

] Furmigantes.

Usualmente contiena
50 % o mas de in-
gredientes activos.
No se disuelven en
agua y permane-
cen suspendidos.

Similar en apariencia
que los polvos,
pero cuando les
merclan con ague
se disuelven ripida-
mente y forman una
auténtics solucidn,

Los ingredientas acti-
vos van mezclados
can comida y sus-
1ancias que contie-
nen atraccién & la
formulacidn  para
fos roedores. Pue-
dan ser sdlidos o Ii-
quidos. El  ingre-
diente active se
encuenira narmal.
mente en una pro-
porcidn inferior sl
5%

Las pariculas granu-
ladas son mas lar-
gas que los polvos.
Los  ingredientes
aclivos son trans-
portados en arcilfa
u otro material. El
ingrediente aclivo
reviste al granuio o
es absorbide en su
inerior. ia propor-
cion def activo &s
tajp, normalmaente
del 1-15 %.

Tahletas o pildorcas,
£l  fumigante es
lentamente  libera:
do cuando reaccio-
aa con el gire ¢ tie
ra mojsda,

Ventajas:

* Mejor clecto residual en superh:
cies porasas que |08 concentrados
emulsionables (CE).

+ Mas baja fitotoxicidad que tos CE.

* Menos absorcion por {a piel y ojos
que los CE.

Desventajes:

* Riespo de inhalacion al aplicar
cuando se vierte y meicia el polvo
concentrado.

* Requiere constante sgitacion en el
racipiante de spray.

» Los residucs puedan resultar visi-
bles.

Ventajas:
+ Las mismas que los polvos.
Desventajas:

 Riesgo de inhatacion sl aplicer o
mezclar ol polvo concentrado a 1a
tormulacidn.

Ventajas:

» Ficil de usar,

* Larga actividad residual.

*E|l drea no necesita ser cubierta
porque las especies sa dirigan se-
lectivamenta hacia los cabos.

Desverilajas:

= Alpunos cebos puedea ser peli-
grosos para nifios o animales no
diana,

*los cebos tienen que compelr
contra otros slimentos disponi-
bleg para tas especizs dians.

» La muerte de la plaga puede cau-
sar problemas de edor,

Ventajas:

« Ficil de usar, no necesita farmu-
larse.

« Provee un residuo més persisten-
te que PHs y CEs.

Desventajas:

* Mas cos10s05 que PHs o CEs.

* Pueden necesitar mojarse para ac:
tivar la accién del plaguicida.

Ventajas:
» Facil de manejar.
*» Bajo riesgo.
» Aequiare un pequefio  equipa-
miento para las aplicaciones.
Dasveniajas:
* Necesita dedicar un periodo de
tiempo mayor para ejecutar fa fu-
migacién,

Demon WP,
Dursban W,
Ficam W,
Baygon WP,
Commodore
wp

Onhene.

Max Force.
Comban
Neaches),
Talen. Con-
Iract {Roden-
1s), Avitrot.
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ANEXO 2

INTOXICACIONES CON CARBAMATOS

Los carbamatos inhiben a la colinesterasa; sin embargo, en
comparacioén con los organofosforados la supresion es mas
rapida y reversible,

Los sintomas primarios son {a estimulacion de! sistema
parasimpatico y se pueden presentar como sigue:

1) Contraccion de la pupila {(miosis)
2) Sudoracioén excesiva

3) Debilidad

4) Pulso débil

5) Nauseas y vomito

6} Temblores muscuiares

7} Vision borrosa

8) Calambres abdominales y diarrea

E! orden de los sintomas puede variar, pero los enumerados

aqui son los que primero se manifiestan cuando hay
intoxicacidn.



ANEXO 3

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

NOMBRE COMERCIAL:
NOMBRE COMIIN:
NOMBRE QUIMICO:
REGISTRO EPA:
FORMULA EMPIRICA:

FORMULA ESTRUCTURAL:

FORMA FISICA:
PESC MOLECULAR:

GRAVEDAD ESPECIFICA:

CLOR:

COLOR:

PUNTO DE FUSION:
PRESION DEL VAPOR:
SCLUBILIDAD:

ESTABILIDAD:

ANALISIS:
RESIDUOS:

LANNATE

Melhomyl

S-Melit N{{metiicarbamoiljoxi] ticacetimidato
352-342-AA

CsHmN:OzS

o)
I
CH,-C = NOC-NHCH,
1

$-CH,

Cristales sdlidos.

162.2

1.2946 25°/4°

Ligeramente suifuroso.

Blanco.

78./9°C

S x 10~ mm de mercurio g 25°C.

En cgua 5.8 g/400 g; efanaol 42 g/100 g; metanol 400
g/100 g; acetona 73 g/100 g; tolueno 3 100 g.
Estable en forma sélida, en solucién gcuosa bajo
condiciones convencionales. La cireacion, luz so-
tar, cicalinidad vy aitas temperaturas incrementah
el grado de descompasicion en agua.

METODOS ANALITICOS

Por el métado de cromatografia de gases utilizan-
do un detector microcolorimetrice sulfanco.
£l proceso de andlisis estd descrito como: Micro-
coulometric Gas Chromatography J. Ag. & Fcog
Chem. 16:(4)554-557 (1948). . :
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ANEXO 4

TOXICOLCGIA

Methomyi &3 un podereso cgente \nhibidor de la acetilcolinesierasa.
Los daios optenicos 2n el Logporatane de Toxicologia y Medicing Indusrrial
de Haskell (M Ponn incican lo siguiente:;

TOXIC!DAD ORAL:
(ratas albinas)

« LD, 17 mgiKg. (machos); 23.5 mgKg, {hembras), para LANNATE 90 poivo so-
juble en agua.

+ D, 130 mgiKg. (macnosj para LANNATE L ai 24%.

s Dy 4060 mgrKg. {machos) para LANNATE polve al 2%.

CFECTOS DERMALES:
{conejos albinos)

« Unag suspensidon ccuosa al 5% de polvo humectcbie y und pasta [propiten-
glicoi) al &0% apliccda soore la ciel, no produid NINGUNG reqccion wnitante.

» LD, 5000 mgiKg. para LANNATE no formulaco en una solucton acuosa cl
52.8%.

IRRITACION EN LOS OJOS:
(conejos)

+ 1D, (24% liquido) = 5880 mgiKg.

Administrando 10 mg. de L ANNATE en forma de polvo o enund solucion con
propilen-glicet a ios C|108 de los conejos, se produjo una teve conjuntivitis v
congestién del ins ai dig =n que se hize la prueba; no hubo dano de lg ¢cor-
neaq. Las presentaciones descnitas del producto causaron constticcion pupt
ia1. En adicion, 0.1 ml. ce LANNATE-L no diluide causd un dano moderadoa 1o
cormea la cual sand a los 14 dios.

IMHALACION:
(ratas albinas)

Se reporfa gue LANNATE no tormulado mostrd alta loxicidad cuande se
expuso por cualro horas d un grupe de 4 ratas en una atmostera que
contenia el inseclicica en forma ce aerosol, cuando el aire fué calentado
a 100-130°C.

LC., 0:30 mgili. ce qwre

£512 progucto s ioxico @ peces, pajaros y oo arimaiss silvesires. ToxCo
a ias abejas cucndo rec:ben cirectamenie IG gspersicn. uUna ver Gué LAN-
NATE ha perdico la hurmedad, no cousa danoc a 1as gbeyas e insecios nene-
ficos, ya que su accion se axpresard =n 105 insecios rasticqaores (inges-
1on).



10 ppm
6 ppm
S ppm
3 pom
2 ppm

1 ppm
0.2 pom

0.1 ppm

ANEXO 5

TOLERANCIA DE RESIDUOS

Altalia, torraje o base de residuos de: chicharo, Irijof, maiz, soya.
€spiNAcas.

Colabaza. chicharo, durazne, lechuga, nectarina, zera, uva.
Apto, brocoit.

Coles de Brucelas, colifior, limones, naranjas, langennas: vainas
frascas de: frijol comun y otras vainas de leguminosas.

Forrgje de s0rgo y manzanas.

Ajo, beiabel, calabaza, camote, cebolla, chile, jitcmate. melon,
nabo. papa, pimiento morrén, rébano, sondia, seva. scigo, 10-
nahoria.

Cacahuate, frijol, gorbanzo, maiz, semilic de algodén,

[Se]



ANEXO 6

PLAGAS DE AFIDOS QUE CONTROLA PIRIMICARB

CULTIVO NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN DOSIS (kg i.a./ ha)
Alfaita Acyrthasiphum pisum Afido del chicharo £.10¢ -0 250
Aphis kondol Afido verde-azul
Theroaphis macutata Alido ge ia alfalfa
Thenoaphis Infohi Afido manchado de |a alfalfa
Manzana Aphis pomi Ahdo verde de la manzana 0.250- 0375
Erfosoma fanigerum Afido lanudo de la manzana
Dysaphis plateginga Afida rizado de fa hajs rosa
Cereales SHDION Fvenss Afito del grang 0.125-0250
Rhopalosiphum padi Afido de la cereza
Rhopalosighum maidis Afido de las hojes det cereal
Sci¥zaphis grominum Afido de! tnga de primavera
Metopclophium dichodum Afido rosa del grano
Citricos “Aphis spraecola Alido verde de citrico 0250.0.375
Toxoplera auranti Alfido caié de los citricos
Toxoplors cRricidus Afido negro de los citricos
tropicales
Aphis cincols Afido de los citrices
Omamentales Myzus perscae Afido de ka pape y durazno 0250
Aulgcorthim solani AfNdo de ta pape de invernaderd
Macrosiphum rosae Afido go I1n nosa
Durazno Myzus persicas Afido de la papa y durazno 0.250 -0.750
Brachicandus porsicae Afido negro del durazno -
Aphis ciricola Alido de los citricos
Papas Myzus perscae Afido de la papa y durazno ¢.140 - 0.280
Macrosiphum euphorbiss Aficdo de la papa
Awacorthen solani Afido de la papa de invemadero
Aphis nasturti Afido de |a papa
Betabel Myzus persices Afhdo de la pape y durazno 0140 - 0.250
Aphis fabae Afido negro del frijol
Tabaco Myzus persicac Afido de 8 papa y ¢l durazno G200 - 0250
Avlacortfiwm solani ARdo de |3 papa de invemagiero
Vegetales Brevicoryne brassicae Afido gns de la col 0 140 .0 280
Myzus perscec Afido de la papa y durazno
Aphis fabae Afido negro del frpod
Acyrthosphum pisum Afido del chicharo
Nasonorna nbis Afido de 13 lechuga
Invemadeio Myzus pevsret Afido de 12 papa y durazno
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Aufacorthurm solani
Macrosiphurm rosag
Macrosiphonwlis senbomi

Afide de la papa de invermadem
Afido g¢ 18 rosa
Afufo del crisantemo



ANEXO 7

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL PIRIMICARB

Nombve quimico 2- dimetilamino-S, 8-dimelhyipirimidin-4-y|

: dimetilcarbamico
Féimula empirica CyHiaNO,
Férmula estructural -

(SN i TONTH
A i
NIy

Peso molecular 238.3
Nombre comun Pirirmucart
Otro nombre Pirimor, Aphox, Rapid, Fermos, Abal
Otras designaciones PPO62 IC1AQDS2
Punto de fusion 90.5°C
Presion de vapor 18X10 °mmtiga2s °C

1.7X10 ™ mm Hg a 45 °C
1.8 X 10" mmHgabs °C

Solubilidad g/100m!a25°Cen:
agua 0.27
etanol 25.00
acelona 40.00
metanol 23.00
xileno 29.00
tloroformao 32.00
Reacciones quimicas Forma sales estables con acidos orgamices e

inorganicos.  Se  degrada por  ebufiicién
pralongada con dcidos y alcalis. Las soluciones
acuosas lienden a ser inestables a laluz.

Propiedadas corosivas No comosivo para los maleriales nomalmente
usados para equipos de aspersion.

Olor Ninguna

3]



L OGN 4 T

M

e

W

el
Buaig

228



