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RESUMEN

En este estudio se analizó la participación del metabolismo vegetal en la

transformación de los insecticidas Dimetoato (Folimat) y Paratión metílico (Folidol) y

de las aminas aromáticas 4-nitro-ofenilendiamina (NOP), m-fenilendiamina (mPDA)

y 2-aminofloreno (2AF) mediante el método de cocultivo, empleando a las células de

cilantro (Coríandrum sativum) como sistema activador y a la bacteria Salmonella

typhimurium cepa TA98 como organismo evaluador del efecto genético,,

Para el cocultivo se agregaron a la suspensión con células de Coríandrum,

concentraciones crecientes de los insecticidas o de las anilinas,, Se colocó

paralelamente un lote con medio de cultivo sin células en suspensión, otro con

células muertas por calor y uno más con amortiguador de fosfatos, que fueron los

testigos negativos. En 2 mi de agar de superficie se aplicaron 250 \i\ del contenido

de cada uno de los frascos de cocultivo, se homogeneizaron con vértex, se

sembraron en cajas de agar mínimo y se analizó la reversión inducida,,

Mediante la técnica del guayacol, se determinó la actividad de peroxidasa,

previo análisis dei contenido de proteínas de los cultivos celulares después de la

incubación Se evaluó la inhibición de ta misma inducida por el dietilditiocarbamato

(DEDTC) y la influencia de este inhibidor sobre la mutagenicidad inducida por los

metaboiitos de la anilina m-fenilendiamina (mPDA)



Se analizó ei efecto de extractos de cilantro crudo sobre la mutación

revertante inducida por los metabolitos de los insecticidas y las aminas, Para este

estudio de antimutagenicidad, se obtuvieron extractos acuosos de plantas frescas de

cilantro y se agregaron volúmenes crecientes en cada frasco de cocultivo, como

testigo positivo se empleó clorofilina, un antimutágeno conocido., También se probó

el efecto de 1000 ul/frasco de cocultivo del extracto, sobre la mutagenicidad inducida

por los insecticidas Folimat y Folidol

Los resultados muestran la capacidad de las células de cilantro en cultivo para

disminuir la toxicidad de los insecticidas y expresar mutagenicidad con estos

compuestos organofosforados en S typhimuríum,, Asimismo, el metabolismo del

cilantro fue capaz de metabolizar a las anilinas NOP, mPDA y 2-AF provocando un

incremento significativo en la reversión espontánea de Salmonella conforme se elevó

la concentración

La actividad de peroxidasa de los cultivos celulares después de cocultivarlos

con los insecticidas o con las aminas aromáticas, disminuyó en el caso de los

primeros conforme aumentó la concentración, mientras que en las aminas, la

actividad no sufre modificación aún en las concentraciones más altas., Al evaluar el

DEDTC, disminuyó la actividad de peroxidasa conforme se incrementó la

concentración y provocó un decremento hasta del 95% en la mutagenicidad

inducida por los metabolitos de la mPDA,

Los extractos de cilantro no tuvieron efectos adversos sobre ia viabilidad de

las células bacterianas ni de las células vegetales, fueron capaces de disminuir la



mutagenicidad producida por los meíabolitos de ambos insecticidas hasta valores

cercanos al testigo. Cuando se probaron sobre la concentración mayor de las tres

aminas metabolizadas, el efecto antimutagénico fue muy claro Al aumentar el

volumen de extracto agregado la mutagenicidad descendió, con la NOP hasta el

83.2 %, con la mPDA 86.56 % y con el 2AF el 92 35 %, La clorofilina indujo una

reducción del 91,7 %.

En los tratamientos con los insecticidas, la actividad de peroxidasa y el

contenido de proteínas de los cultivos celulares, disminuyeron al final del cocultivo lo

que explica la escasa activación metabólica y su consecuentemente bajo efecto

mutagénico. En el caso de las anilinas, los extractos de cilantro, inhibieron la

mutagenicidad sin alterar la actividad de la peroxidasa vegeta! ni e! contenido de

proteínas, esto sugiere que el efecto antimutagénico no es por interferencia con el

aparato enzimático sino mas bien con los grupos activos de los compuestos o con

sus metabolitos,,

La correlación entre el efecto del extracto de cilantro como antimutágeno y el

de la clorofilina frente a las aminas aromáticas permite inferir, que el mecanismo

involucrado es similar.



1. INTRODUCCIÓN

La gran cantidad y la enorme variedad de sustancias de uso diario dispersas

en el planeta como consecuencia de la actividad del ser humano y que se depositan

en agua, suelo y aire afectan seriamente at ambiente. Muchos avances de la ciencia

y de la tecnología que evidencian el progreso de la humanidad y que buscan mejorar

la vida en todos los aspectos ya sea en el descubrimiento y la cura de

enfermedades, en proporcionar un mayor confort, en incrementar la productividad,

en mejorar la alimentación, la educación o la organización social o política,

involucran en su proceso la generación de diversos productos químicos sintéticos

que pasan a formar parte del ambiente y que pueden representar un riesgo potencial

para la salud humana (Litterst y Lichtenstein 1971),.

Diversas actividades cotidianas implican cierto riesgo para la salud por

implicar el contacto con factores genotóxicos presentes en el aire que se respira, el

agua que se bebe, los alimentos que se ingieren y que puedan estar contaminados

con sustancias tóxicas, los fármacos administrados, los cosméticos, los productos de

limpieza e higiene personal, etc., Independientemente, algunos factores propios del

estilo de vida como: exposiciones laborales, forma de transportación, hábitos de

fumar, de ingestión de bebidas alcohólicas, de comer grandes cantidades de grasas

o alimentos industrializados, entre otros, representan en mayor o menor grado un

factor de riesgo,,

Ames (1983) ha planteado la posibilidad de que los cambios recientes en el

estilo de vida y la contaminación en ciudades industrializadas constituyan riesgos de

cáncer en el futuro y apunta que algunos elementos determinantes de los peligros

comunes que están por descubrirse entre aspectos de nuestra forma de vida y que



tendrán que ser establecidos a largo plazo Es importante evaluar el riesgo de las

sustancias sintéticas frente a las que provienen de fuentes naturales para establecer

prioridades {Ames 1989),.

Los estudios epidemiológicos indican que las prácticas dietéticas constituyen

una área muy prometedora para explorar, sugiriendo que sería recomendable

incrementar el consumo general de cereales ricos en fibra, de vegetales y de frutas,

así como disminuir la ingestión de productos ricos en grasas y alcoholes (Dolí y Peto

1981).

Es poca la evidencia que existe sobre los componentes de la dieta que son

críticos para el hombre y acerca también de sus mecanismos de acción, Los

estudios de laboratorio referentes a productos embutidos y a comida cocinada han

detectado una extraordinaria variedad de mutágenos y posibles carcinógenos pero

también de antimutágenos y anticarcinógenos (Ames 1983),

Los vegetales en la naturaleza sintetizan sustancias tóxicas en grandes

cantidades, aparentemente como una defensa primaria contra el ataque de

bacterias, hongos, insectos y otros animales (Miller eí a/., 1979) Asimismo, los

vegetales incrementan notablemente sus niveles naturales de toxinas frente a

situaciones "estresantes" como el frío exagerado ("helada"), las "magulladuras" o

"machucaduras" que sufren, etc. (Ames 1989), Las plantas que se incluyen en la

dieta humana no son la excepción, la amplia variedad de agentes químicos tóxicos

contenidos en ellas es tan importante que se han venido caracterizando por más de

cíen años y aún se siguen descubriendo nuevos compuestos, los estudios

toxicológicos realizados abarcan a sólo un pequeño porcentaje de ellos,.



La biomasa vegetal global es de aproximadamente el 95 % de la biota viva en

el planeta (Woodweíl eí al, 1978), ésta puede servir como vertedero de los productos

tóxicos ambientales. Así, las plantas pueden jugar un papel importante en la

modificación, la distribución y la posible re-exposición a este tipo de compuestos, Las

plantas pueden metabolizar muchos xenobióticos por oxidación y conjugación y

comparta menta I izar estos productos en sus tejidos, (Lamoreaux y Rusness 1986) El

impacto ambiental de los metabolitos vegetales de xenobióticos y la función de la

biomasa vegetal global como vertedero, puede tener importancia en la toxicología

ambiental (Plewa y Gentile 1982, Sandermann ef a/,, 1992),.



2. ANTECEDENTES

2.1 Metabolismo vegetal de agentes xenobióticos

La capacidad de las plantas para metabolizar agentes químicos extraños,

entre los que están incluidos los pesticidas, se ha demostrado hace años (Plewa y

Gentile 1976.Desde entonces, este aspecto ha constituido un motivo de interés y de

preocupación para numerosos investigadores, lo que es comprensible si se

considera el amplio espectro de agentes químicos y la magnitud de su uso en la

agricultura moderna, ellos al ponerse en contacto directo con las plantas pueden

absorberse y modificarse metabólicamente, dando lugar en ocasiones a productos

mutagénicos, Si estos compuestos son estables, posiblemente son incorporados a la

dieta humana y pueden implicar un riesgo de daño genético (Gichner etal 1993)

Existen algunas diferencias que deben considerarse al hacer estudios sobre el

metabolismo de xenobióticos en plantas y en animales, La vía de administración de

un agente químico ya sea oral o inyectado se puede controlar en los animales,

mientras que en las plantas los tratamientos son por aplicación en hojas o raíz, éstas

no poseen una circulación bien definida para distribuir los agentes químicos como

sucede en el cuerpo de un animal. En las plantas no existe un órgano determinado

que transforme metabólica mente a los xenobióticos como es el caso del hígado en

los mamíferos Finalmente, las plantas no tienen un sistema excretor establecido, la

remoción de sustancias indeseables ocurre formando vacuolas o incorporándolas

por biosíntesis en polímeros estructurales como la lignina (Higashi 1988),

En células de mamífero, salvo raras reacciones de conjugación, leí

metabolismo procede por oxidaciones catalizadas por uno o dos electrones, por



ejemplo: el sistema de! citocrorno P 4̂50 ó de la prostaglandina H sintetasa Los

reactivos intermedios formados son electrófilos o radicales (especies reactivas de

oxígeno) (Sandermann 1988) (Fig 1)

Mientras que en animales los sistemas del citocromo P-450 son de

importancia central en el metabolismo y en la activación mutagénica de xenobióticos,

las modalidades vegetales del citocromo P-450 parecen actuar sólo en casos

excepcionales como el de algunos herbicidas uréicos (N,N-dimeiil fenil urea)

(Sandermann 1988),. Las plantas superiores metabolizan los compuestos extraños

por diversos mecanismos incluyendo oxidación, hidrólisis, conjugación y

ocasionalmente reducción. Se han determinado algunos tipos de reacciones

reductoras en el metabolismo de xenobióticos en plantas como la arilnitrorredudón

dependiente de FAD- y NADP-., La hidrólisis, catalizada por varias hidroxilasas,

esterasas, amidasas o-alquilhidroxilasas, etc., representa un mecanismo de

degradación usual de xenobióticos en animales, microorganismos y plantas (Menn

1978, Shimabukuro et al 1982),, La hidrólisis, es el paso que determina la tasa de

tolerancia selectiva de diferentes especies vegetales contra algunos tipos de

herbicidas,

La conjugación es la reacción de sustratos endógenos con los productos del

metabolismo de xenobióticos formados por los sistemas de fase I (Lamoreux y

Rusness 1986), en el caso de xenobióticos no polares, este mecanismo conduce a la

formación de productos hidrofílicos que son eliminados fácilmente de los

organismos. En los vegetales, ios productos más comunes de esta reacción son los

glucósidos (conjugación con glucosa), conjugados de glutatión y conjugados de

aminoácidos (Shimabukuro eí al. 1982),, Las especies conjugadas primariamente,

facilitan su excreción en los animales y su inmovilización en las plantas



Una reacción de des intoxicación importante en plantas es la conjugación con

glutatión reducido (GSH) catalizada por las GSH transferasas., El glutatión forma

conjugados con muchos tipos de pesticidas, por ejemplo la conjugación de atrazina

con glutation, parece ser ei principal mecanismo de desintoxicación en especies

resistentes como el maíz y el sorgo (Lamoreux y Rusness 1981, Shimabukuro eí ai

1982),

A diferencia de los animales muchas de las enzimas que conducen a la

transformación metabólica en vegetales se localizan fuera del núcleo ya sea en el

citoplasma, en el retículo endoplásmico o en la pared celular (Higashi 1988) (Fig 2),.

Puesto que las vías metabóiicas de los vegetales son muy diferentes a las de

los animales), pueden también cambiar los productos del metabolismo (Menn 1978).

Por ejemplo el fungicida tiaibendazo!, es convertido a 5-hidroxitialbendazol en

animales mientras que en las plantas lo es a benzimidazol o benzimidazol-2-

carboxamida (Sandermann 1988), El paratión, se transforma en paraoxón en

presencia del citocromo P-450 de hígado de rata o conejo, en contraste cuando se

aplica a las raíces de haba las cantidades de paraoxón son menores al 1 % de los

niveles de paratión (Higashi 1988)

Las enzimas peroxidasas son ubicuas en ei reino vegetal Pueden catalizar

reacciones de N- ó C-hidroxilación, N-sulfoxidación, N-acetilación, halogenación ,

deshalogenación o descarboxilación {Sandermann 1988), Las reacciones

peroxidantes proceden normalmente como sigue:

Peroxidasa + H2O2 • Peroxidasa - I

Peroxidasa I + AH2 *" Peroxidasa-ll + AH •

Peroxidasa-ll + AhL • Peroxidasa + AH •



2AH • • Productos

Donde la peroxidasa-l se designa con Fe O3\ la peroxidasa-ll como Fe O2\ el

H2O2 como sustrato astringente para la peroxidasa y la AH2 es un sustrato no

específico que funciona como donador de hidrógeno (Higashi 1988)

El dietil ditiocarbamato (DEDTC) ha sido utilizado como un excelente inhibidor

de la activación del 2-aminofluoreno y de la m-fenilendiamina por células de tabaco

(Wagner ef al. 1989, 1990, Plewa eí al. 1991),. Este compuesto suprime la activación

vegetal de diversos promutágenos por Arabidopsis y Tradescantia (Gíchner y

Veleminsky 1984, Gichner ef al. 1988) El DEDTC es un agente quelante de metales,

e inhibidor de la superóxido dismutasa (Heikkila 1985). Dependiendo de su

mecanismo de acción, puede tener efecto tóxico o protector, también actúa como

eficiente atrapador de radicales libres e inhibidor de la lipo-peroxidación (Lutz eí al,,

1973 , Zanocco eí al. 1989), Píewa eí al (1991) notaron la reducción significativa de

la actividad de peroxidasa dependiente de la concentración de DEDTC agregado a

homogeneizados de células TXl de tabaco, confirmando así que el éste pudo inhibir

específicamente a las peroxidasas de las células TXl en condiciones in vitro.,

2.2 Mutagénesis y antimutagénesis

Ames (1983) menciona que la dieta humana contiene gran cantidad de

mutágenos y carcinógenos naturales, así como muchos antimutágenos y

anticarcinógenos, Si a esta ingesta se le agrega !a de productos que al ser

transformados por las plantas se tornan mutagénicos, el riesgo se incrementa Así, la

activación de promutágenos a mutágenos constituye un evento crítico en la

mutagénesis ambiental
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Es posible definir a un mutágeno ambiental como un agente físico o químico

liberado al ambiente que puede alterar el genoma o sus propiedades funcionales,, Un

mutágeno directo es aquel que por sí mismo puede ser capaz de provocar

alteraciones al material genético, mientras que un promutágeno o mutágeno indirecto

es un agente químico que no siendo mutagénico, puede ser biotransformado a

mutágeno (Plewa y Gentile 1982)

La mutagénesis es un fenómeno definido, mientras que la carcinogénesis es

un proceso complejo de múltiples pasos, dentro del cual se pueden distinguir la

iniciación y la promoción, la primera posiblemente sea sinónimo de mutación, pero la

naturaleza de la promoción no está totalmente comprendida., Los inhibidores de la

carcinogénesis involucrarían aquellos que actúan ya sea en la iniciación o en la

promoción (Hayatsu etai 1988), Muchos de los experimentos sobre antimutagénesis

se han llevado a cabo en bacterias y obviamente hay un espacio grande entre estos

hallazgos y su relevancia en la inhibición de ía carcinogénesis

Afortunadamente existen también en la naturaleza muchos mecanismos de

protección contra mutágenos y carcinógenos, entre los que se encuentran el

continuo desprendimiento de las células de la capa superficial de la piel, del

estómago, de la córnea, de los intestinos y de colon,, Entre las defensas más

importantes pueden estar aquellas contra los radicales libres y la lipo-peroxidación

que contribuyen al daño provocado en el ADN, Una gran variedad de pequeñas

moléculas incluidas en la dieta humana son empleadas por el organismo en

mecanismos antioxidantes y parecen tener actividad antimutagénica y

anticarcinogénica por ejemplo: la vitamina E (tocoferol), el p-caroteno, el selenio, el

glutatión, el ácido ascórbico, el ácido úrico, los fenoles (Ames 1983), la clorofila, las

cíorofilinas y otras proteínas con grupo hemo como la hemoglobina y las



peroxidasas, los pigmentos biliares bilirrubina y biliverdina, que son productos de

degradación del grupo hemo, el complejo hemino y sus derivados, hemoproteínas

como la mioglobina, hemoglobina y el citocromo C, el ácido oléico, la vitamina A,

algunos taninos y flavonoides, otros compuestos fenólicos como el ácido gálico,

aminas biológicas como la serotonina y la triptamina, etc. (Hayatsu eí al. 1988).,

Todos aquellos inhibidores dietéticos de muta génesis son de importancia

particular ya que pueden ser de utilidad en la prevención del cáncer. Diferentes

inhibidores de mutaciones han mostrado serlo también de cáncer por ejemplo los

ácidos elágico y palmitoléico y la N-acetil cisteina (Hayatsu eí al. 1988), La acción

antimutagénica de muchos agentes se ha detectado usando ensayos a corto plazo

como es la prueba de Ames en Salmonella,, Dichos sistemas in vitro son ideales para

la elucidación de los mecanismos de inhibición (Hayatsu et al 1988)

El termino antimutágeno es usado para describir un agente que reduce la

cantidad de mutaciones espontáneas o inducidas generadas en circunstancias

particulares (Bronzetti 1990) Los antimutágenos pueden clasificarse como

desmutágenos y bio-antimutágenos, dependiendo de su mecanismo de acción (Kada

eí al. 1982), Los primeros exhiben su antimutagenicidad por inactivación de los

mutágenos o de sus precursores, por inhibición de ia actividad de las enzimas

metabólicas, o evitando que el mutágeno final ¡nteractue con el ADN En contraste,

los últimos, reducen los efectos de los mutágenos por modulación de los cambios

celulares involucrados en la reparación del daño al ADN
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2.3 Actividad antimutagénica de la clorofilina y otros productos vegetales

Entre los productos de origen vegetal que presentan actividad antimutagénica

se encuentran las porfirinas, tanto ia clorofila como su cromóforo la clorofilina

{Hayatsu et al 1988), Este compuesto es un derivado estable de la clorofila, de fácil

manejo y de toxicidad baja o nula que posee capacidad antimutagénica contra

diversos compuestos mutágenos y carcinógenos tanto de acción directa como

indirecta (Ong et al 1986),, Su estructura química es un anillo tetrapirrólico que

contiene puentes dobles conjugados y un metal en el centro (Newmark 1987) (Fig.

3),. Es un pigmento semejante a la hemina, biliverdina y protoporfirina, incluso su

estructura es similar a la del grupo hemo que tiene estructura de porfirina con un Mg

al centro y una porción hidrofóbica Estas sales de color verde-azul oscuro son muy

solubles en agua y en alcohol,. El espectro infrarrojo de la clorofilina muestra

ausencia del grupo carbonilo y del anillo ciclopentano (presente en la clorofila), sin

embargo, en el espectro de absorción visible se notan características en común con

la clorofila (Oster et a/,.1964). El alto grado de resonancia y la deslocalización de

electrones en ia molécula de clorofilina, sugieren que puede ser un capturador

efectivo de radicales libres (Simic 1988)

Debido a que las plantas verdes contienen clorofila en grandes cantidades, el

interés en estudiar su papel como un antimutágeno-anticarcinógeno potencial se ha

estimulado en los últimos años. Lai et al. (1980) evidencian una correlación positiva

entre el contenido de clorofila de ciertos vegetales y su actividad antimutagénica

frente al 3-metil colantreno.
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Diferentes autores describen ta función protectora de la clorofilina contra la

acción de algunos agentes químicos (cromo) en ratones albinos (Sarkar eí al. 1993)

y físicos (rayos gamma) en ratones (Morales-Ramírez y García-Rodríguez 1994)

Viilasefior y Edu (1993) extraen con etanol un principio antimutagénico de las

hojas de Carwona retusa y muestran la reducción del 68.4% en la cantidad de

eritrocitos policromáticos inducidos por tetraciclina en ratones albinos. Asimismo, se

ha mencionado que la vitamina C administrada simultáneamente con pesticidas

disminuye significativamente el daño clastogénico y ios cambios que perturban la

mitosis, inducidos por estos compuestos en células de médula ósea de ratón albino

suizo., Morita eí al. (1978) encontraron factores antimutagénicos en varias verduras y

frutas, Grover y Bala (1993) demuestran que los extractos de guayaba son efectivos

para inactivar la mutagenicidad de sustancias que actúan directamente como la 4-

nitro-o-fenilend¡amina, la azida de sodio y el 2-aminofluoreno, mutágeno dependiente

de fa activación por la S9 en S, typhimurium

Estudios realizados por Lahiri eí al. (1993) sugieren que el p-caroteno y el a-

tocoferol protegen contra el daño provocado por benzo(a)pireno en médula ósea de

ratón, también se ha descrito efecto anticlastógeno del p-caroteno en células de

hepatoma humano (Salvadori ef a/,, 1993) y def daño causado por los rayos gamma

en ratón albino suizo (Abraham etal 1993).

2.4 Sistemas biológicos de prueba

El daño que pueden producir diversas sustancias al material genético

mediante la inducción de mutaciones, es uno de los riesgos toxicológicos que no se

ha valorado suficientemente, a pesar de su repercusión en la salud de los individuos
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afectados En virtud de que es importante conocer el comportamiento de este tipo de

compuestos y debido a que, por razones éticas no es posible realizar la

experimentación directa con el hombre y en vista de que ios bioensayos con

mamíferos para demostrar genotoxicidad son sumamente caros (deKergommeaux eí

al. 1983), la posibilidad de detectar compuestos mutagénicos presentes en el

ambiente se ha facilitado por ei establecimiento de sistemas de prueba rápidos, tales

como el bioensayo desarrollado por Ames eí al, (1975). Éste tiene su propósito de

semejar la biotransformación que puede ocurrir en animales cuando ingieren esos

agentes químicos, incorporando un sistema in vttro de activación metabólica animal

(S9) (Marón y Ames 1983),

Un interés particular con respecto al papel que eí metabolismo vegetal puede

tener en la mutagénesis ambiental, se debe a que muchos cultivos agrícolas son

tratados con pesticidas y posteriormente son consumidos por el hombre,,

2.4.1 Ensayo de Ames

Uno de los microorganismos más usados en ensayos de mutagenicidad es la

bacteria Salmonella typhimurium, una cantidad importante de compuestos

detectados como mutagénicos en este organismo, posteriormente han mostrado ser

carcinogénicos en animales experimentales En el ensayo de Ames, se utiliza un

conjunto de cepas con requerimiento de histidina, además de quie contienen otras

mutaciones que incrementan su capacidad para detectar mutágenos, La mutación rfa

altera la barrera de lipo-polisacáridos de la superficie bacteriana y aumenta su

permeabilidad a moléculas grandes tales como el benzo(a)pireno que no penetra la

pared normal de una célula (Ames eí al 1973) Otra mutación (uvrB) es la deleción

de un gen que codifica para el sistema de reparación del ADN por escisión,



resultando en una mayor sensibilidad para detectar gran cantidad de mutágenos

(Ames 1971, Ames et ai 1973).

La cepa TA98, que fue la utilizada en este trabajo contiene el piásmido , pKM

101 con el factor-R que le confiere resistencia a la ampicilina y tos genes muc que

aumentan la frecuencia de mutación tanto espontánea como inducida al afectar el

sistema de reparación "propenso al error" que está presente normalmente en estos

organismos, Esta cepa detecta diversos mutágenos que producen corrimiento del

mensaje que implica la inserción o la pérdida de pares de bases. Tales mutágenos

pueden estabilizar el apareamiento cambiado que ocurre frecuentemente en

secuencias repetidas o "puntos calientes" del ADN y en este caso la mutación de

corrimiento de! marco de lectura restablece la secuencia correcta para la síntesis de

histidina (Marón y Ames 1983),

La reversión espontánea de las cepas de prueba con dependencia de

histidina se mide rutinariamente en experimentos de mutagenicidad y se expresa

como ía cantidad de revertantes espontáneos por caja de medio mínimo, Las

colonias revertantes que han recuperado la síntesis son claramente visibles sobre un

fondo uniforme de bacterias auxotróficas, Cada cepa revierte espontáneamente con

una frecuencia característica, Marón y Ames (1983) describen valores que van de 30

a 50 revertantes por caja para la cepa TA98 y mencionan que la tasa de revertantes

espontáneos por caja en un margen de 10^ a 10^ células, es completamente

independiente del número de bacterias sembradas. La cantidad de células

auxótrofas (fondo de bacterias) no se cuenta pero se supone que su número no

cambia ya que la concentración basal de histidina es constante., Sin embargo, hay

cierta variabilidad de un experimento a otro y de una caja a otra por lo que es
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aconsejable realizar por lo menos 3 réplicas por prueba en cada estudio de

mutagenicidad (Marón y Ames 1983).,

El ensayo de Salmonella de Ames ha sido cuestionado por varios autores

debido a la carencia en las bacterias de los sistemas metabólicos de mamíferos que

efectúen biotransformacíones sin embargo, este problema se ha resuelto agregando

fracciones microsómicas del hígado de mamíferos (Marón y Ames 1983) o bien de

las plantas (Plewa eí ai 1984),

2.4.2 Cocultivo célula vegetal/microorganismo

Los procedimientos empleados para estudiar el efecto del metabolismo

vegetal sobre la mutagenicidad han variado considerablemente. Algunos

investigadores protiferan tejidos vegetales por tiempo largo en presencia del agente

químico y observan las alteraciones citogenéticas en las células vegetales (Kallak y

Vapper 1985),. Otra manera es coíncubando células vegetales con una cepa

bacteriana indicadora, como Salmonella. typhimurium, o algunas levaduras (Plewa

et al.. 1985), Tales métodos dependen de que el agente químico penetre en la célula

vegetal, de que sea metabolizado y de que los metabolitos regresen al medio donde

actuarán sobre las bacterias., Una variante de este protocolo hace crecer plantas en

presencia de un agente químico y después se emplean bacterias u otro sistema de

prueba para evaluar el potencial mutagénico de un extracto preparado con las

plantas (Plewa y Gentile 1976, Gentile eí al, 1977) Una tercera opción se lleva a

cabo con extractos vegetales liberados de las células para proveer las enzimas

metabólicas (Wildeman y Nazar 1982)



En los estudios sobre activación vegetal, se utilizan procedimientos in vivo e in

vitro En el primero, el agente que se prueba se aplica a una planta viva intacta

mientras que en el segundo se agrega a un homogeneizado vegetal estéril o se

incuba con células vegetales en cultivo En ambos métodos, el extracto vegetal se

incuba posteriormente con un microorganismo indicador de genotoxicidad (Plewa y

Gentile 1982),

Una ventaja de los métodos in vivo es que a! usar plantas intactas, las

condiciones son semejantes a las que ocurren en el campo, aunque pueden

presentarse también algunos problemas de contaminación del material vegetal,

artefactos inducidos por los nutrientes de las muestras en los ensayos con

microorganismos. Además, problemas de dosimetría inherentes al hecho de que al

tratar las plantas completas la concentración que entra puede ser muy diferente de la

que se obtiene en los extractos finales y la posible modificación de los metabolitos o

la inducción de reacciones químicas durante la homogeneización, la extracción o la

concentración de las muestras, por lo que se deben tener todas las precauciones

debidas al trabajar con extractos vegetales

La investigación sobre la activación vegetal basada en el uso de

homogeneizados celulares se ha descrito en diferentes sistemas, Tradescantia

(Scott eí al. 1978), tubérculos de papa (Loprieno eí al 1980) y plántulas de maíz

(Plewa y Gentile 1976).

A pesar de que gran cantidad de agentes son activados tanto por plantas

como por animales, algunos parecen serlo sólo por plantas,, El desarrollo de

protocolos usando activación tanto vegetal como animal puede proveer una amplia

base de datos sobre la transformación biológica de promutágenos y una forma ideal
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para hacer dicha comparación es con un ensayo in vitro Otro aspecto importante

que se puede estudiar, es la existencia de promutágenos que sólo son activados por

vegetales y que son dependientes de la fotosíntesis (Day et al 1989), Benigni et ai

(1979) describen un método de activación vegetal in vitro empleando cultivos

celulares de Nicotiana afata. Los agentes que se van a probar, se cocultivan con N

alata, se homogeneizan y los extractos se agregan a AspergHIus nidulans para

observar su mutagenicidad

El ensayo de cocuitivo célula vegetal/microorganismo utiliza suspensiones de

células vegetales cocultivadas como sistema activador y células bacterianas o

levaduras como organismo indicador del daño genético Después de cierto tiempo de

tratamiento, los microorganismos son sembrados sobre medios selectivos En esta

forma los sistemas de activación y el indicador pueden ser estudiados

independientemente Además, es factible determinar la viabilidad de las células

vegetales y de las células microbianas de manera independiente y de esta manera

evaluar la toxicidad de! agente que se prueba,, Plewa (1989) ha empleado cultivos de

células de tabaco, algodón, zanahoria, maíz y Tradescantia para estudiar la

activación de diversos agentes y mezclas ambientales complejas. En investigación

básica, este ensayo está siendo aplicado para dilucidar los mecanismos bioquímicos

de la activación vegetal (Plewa 1989),,

2.5 Plaguicidas

2.5.1 Antecedentes históricos

El uso de sustancias para el control de plagas y parásitos es muy antiguo,. Los

primeros son los arseniatos y más tarde se utilizan otros agentes de origen orgánico
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extraídos de plantas como la rotenona que se obtiene de Derris elíptica y D.

Melacensis,, Ei piretrum que se produce a partir de las flores de Chrysanthemum

cineraríaefolium o la nicotina que se emplea en Francia desde 1690 y que más tarde,

en 1764, se aplica esta propiedad insecticida de! tabaco (Nicotíana tabacum)en

Inglaterra ydesde 1814 en América (Westeía/. 1952).

El empleo de plaguicidas en México se inicia a finales del siglo antepasado.

En 1898 ya se usaban treinta y ocho agentes químicos, entre ellos arseniato de

plomo, arseniato blanco, ácido clorhídrico, ácido fénico, etc., (Restrepo 1992),,

En la actualidad, una de las principales fuentes de agentes químicos

ambientales son agroquímicos tales como los pesticidas, que son vertidos

constantemente al ambiente natura! por el hombre La industria de agroquímicos

produce cada año un volumen equivalente a medio kilo por habitante del planeta,

Los principales exportadores a nivel mundial son Alemania, Estados Unidos de

América, Inglaterra, Suiza, Francia, Japón e Italia, estos paises surten virtualmente

todas la importaciones del Tercer Mundo., En México, durante 1986 se aplicaron 750

g per capita (Restrepo 1992), algunos de ellos están prohibidos en muchos paises

por su comprobado daño a la salud y a los recursos naturales, no obstante aquí

continúan utilizándose indiscriminadamente. Es importante examinar ios efectos de

estos productos sobre ei ambiente y sobre la salud de la especie humana con eí

objeto de reunir elementos para pugnar por su regulación. Diversos investigadores

han expuesto los daños que ocasionan los plaguicidas en las fábricas donde se

elaboran y en las áreas donde se aplican, pero poco se ha descrito sobre su

consumo y acerca de la influencia del metabolismo vegetal en su expresión

mutagénica.,
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2.5.2 Toxicología

En México, son diversos los informes sobre e! uso anárquico y elevado de

diferentes plaguicidas; en la Comarca Lagunera desde 1962 han sucedido

numerosos casos de intoxicación y algunas defunciones provocadas en su mayoría

por Mevidrín, Paratión, Sevín, Azodrín, Lannate y Gusatión,, En Michoacán, en un

estudio epidemiológico de 1962-1963 se registran más de 1000 casos, en el IMSS se

atendieron intoxicados con las formuladoras que procesaban Paratión metílico y

Paratión etílico., En la región norte de Tamaulipas en la época de auge del algodón

hubo numerosos intoxicados, aunque no hay registro de los insecticidas que los

causaron, algunos entrevistados mencionaron al Paratión y al Curacrón (Restrepo

1992).

En 1982, en Culiacán, Sinaloa, en clínicas del IMSS se recibían diariamiente

una a dos personas intoxicadas por plaguicidas, dos años después se atendieron

diariamente de uno a cuatro casos y unos cuarenta urgentes durante la época de

mayor aplicación de plaguicidas (enero a mayo)., Datos proporcionados por el IMSS

en Tapachuia, Chis indican, que las intoxicaciones producidas por el uso de

plaguicidas ocupan el tercer lugar con relación a otras intoxicaciones (Restrepo

1992),

El empleo intenso de plaguicidas, su toxicidad y su persistencia constituyen

un peligro grave para lagos, esteros, lagunas y mares, Estos cuerpos son receptores

de las aguas de escurrimiento de los campos agrícolas en donde se utilizan los

pesticidas o de aquellos que se aplican directamente para el control de larvas de

insectos y algas o bien los que resultan como consecuencia de las descargas

industriales y domésticas De esta manera, los contaminantes acceden a los
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organismos del ecosistema que acumulan a veces estos compuestos en dosis

subletales, en ellos pueden ser transformados meta bol icamente en otros más o

menos tóxicos e irse concentrando en la cadena trófica llegando a afectar al hombre

a través de la ingestión (Restrepo 1992)

McDuffie et al (1990) presentan evidencias suficientes para considerar que

los residuos de pesticidas sean la principa! causa prevenible de las enfermedades y

muertes relacionadas con productos del tabaco para pipas y para mascar y cigarrillos

y puros,,

En EUA, el Paratión etílico fue prohibido a principios de los 90 Francis (1994)

señala que a pesar de que el Paratión metílico no está permitido para uso en

interiores, solo en 1992, más de 800 restaurantes en Chicago fueron tratados con

este insecticida.

2.5.3 Clasificación de insecticidas

Existen tres grandes grupos de insecticidas: organoclorados,

organofosforados y carbámicos, Los primeros son en su mayoría insecticidas que en

general tienen una elevada persistencia en el suelo y en los alimentos para consumo

humano o animal y tienden a acumularse en los tejidos grasos Algunos ejemplos

son: Clordano, DDT, Endosulfán, Lindano, Toxafeno, etc, Estos insecticidas se

absorben por la piel y los aparatos digestivo y respiratorio. La intoxicación aguda rara

vez se presenta por exposición durante tiempos cortos, pero pueden acumularse en

tejidos grasos y de esta manera manifestar su toxicidad a largo plazo La intoxicación

aguda por organoclorados se manifiesta por aprehensión, excitabilidad, mareo, dolor

de cabeza, desorientación, espasmos musculares, temblor, convulsiones tónicas y
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clónicas, frecuentemente epileptiformes, coma y a veces muerte(Moutschen-Dahmen

etai 1984)

Los compuestos organofosforados son ios insecticidas de mayor uso en la

agricultura en México, son derivados del ácido fosfórico, la mayoría son insecticidas

y también acaricidas, en general actúan contra los insectos y ácaros por contacto y

por ingestión, Son menos persistentes que los organoclorados en el suelo y en los

alimentos, algunos de ellos son Azinfos metílico, Carbofentión, Clorpirifos,

Dimetoato, Fosfamidón, Foxim, Malatión, Oxidemetón metil, Paratión metílico y

etílico, Triazofos, Triclorfón, etc., Con pocas excepciones los compuestos

organofosforados son muy tóxicos y todos inhiben a la colinesterasa interrumpiendo

el impulso nervioso a nivel de sinapsis nerviosas de vertebrados (Fukuto 1971),

Los efectos sobre el sistema nervioso van desde patrones de habla

ininteligible y pérdida de los reflejos, hasta convulsiones y estados de coma, puede

también haber parálisis, siendo los músculos del sistema respiratorio los más

afectados. Todos los insecticidas organofosforados se degradan por hidrólisis en el

hígado y en otros tejidos, siendo en general estos productos de baja toxicidad, sin

embargo algunos en compuestos intermedios son muy tóxicos.

Además de ésto, presentan propiedades alquilantes (Preussman eí ai, 1969),

su estructura fundamental es -P-O-C-., La presencia del fósforo y del carbono como

sitios electrofílicos los hace susceptibles de reaccionar con nucleófilos,, El ADN de

cualquier célula posee muchos y muy diferentes sitios nucleofílicos susceptibles a

ese tipo de reacción (Wild 1975). Por lo tanto, es importante evaluar el riesgo que

puede representar el uso de tales sustancias en el material genético ya que

numerosas enfermedades crónicas y con períodos de latencia largos, como el
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cáncer, están entre los principales motivos de preocupación de la salud humana con

relación a los plaguicidas (Moutschen-Dahmen et al 1984)

El otro grupo de insecticidas, los carbámicos, son sustancias sintéticas

derivadas del ácido carbámico,, Estos son menos persistentes que los

organofosforados, entre ellos están Aldicarb, Bendiocarb, Carbarilo, Metomilo,

Propoxur, Tiodicarb, etc..Éstos al igual que los organofosforados inhiben a la

acetilcolinesterasa, Sin embargo, con los carbamatos esta inhibición es rápida e

ineludible, no persiste más de 8 h, por lo que el riesgo de intoxicación crónica no

existe si la exposición es en cantidades menores a las requeridas para producir

síntomas inmediatos Los carbamatos son poco absorbidos por la piel, sin embargo,

los vapores son captados rápidamente por la mucosa del aparato respiratorio

Aunque la mayoría son poco tóxicos, algunos son muy peligrosos por su alta

toxicidad (Afdicarb, Carbofuran y Metomilo). Los síntomas de intoxicación por

carbamatos y por organofosforados son idénticos (Moutchen-Dahmen etai,, 1984),,

En general, los insecticidas tienen importancia en el área de la mutagénesis

ambiental no sólo debido a que son agentes muy tóxicos sino también a su amplio

uso,, Muchos de ellos se han descrito como mutagénicos, gran cantidad se han

probado en bacterias y en plantas superiores, que también se han usado como

sistemas biológicos de prueba,, En estudios en Vicia faba, de Kergommeaux et al

(1983) demuestran diferentes grados de actividad clastogénica de 9 insecticidas

comunes. Las pruebas de mutagenicidad de los insecticidas en mamíferos han sido

contradictorias ya que han mostrado resultados tanto positivos como negativos,, Este

desacuerdo puede deberse a que muchos son citotóxicos en las concentraciones

requeridas para causar daño cromosómico
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Entre los insecticidas organofosforados los dos que son motivo de esta

investigación, Folimat (Dimetoato) y Folidol (Paratión metílico) han sido poco

estudiados desde el punto de vista de daño genético Rehana eí al (1995) detectan

entre otros pesticidas, concentraciones altas de Dimetoato y de Paratión metílico que

van desde 0.4 a 0.56 ppb y 0.16 a 0.50 ppb respectivamente, en muestras de agua

del Río Ganges mediante el análisis por cromatografía líquida de alta resolución

(HPLC). Extractos de la parte orgánica de dichas muestras manifiestan un marcado

grado de mutagenicidad en el ensayo de Ames con las cepas TA97, TA98 y TA100

con un probable papel de la contaminación por pesticidas en el agua del río.,

La susceptibilidad del cerebro ante estos insecticidas se incrementa conforme

aumenta la exposición de una cepa de ratas por varias generaciones, como lo

demuestran los experimentos realizados por diferentes autores (Institoris eí al 1995,

Nehez y Desi 1996, Solecki ef ai 1996,)

2.5.3.1 Efectos genotóxicos del Dimetoato (Folimat)

El Folimat (Fig, 4) induce conversión génica en Saccharomyces cerevisiae

(Moutchen-Dahmen et al. 1984), es positivo en la inducción de mutaciones en E. coii

(Mohn 1973), mientras que en Salmonella y en Bacillus subtilis resulta negativo de

acuerdo con los estudios de Shirasu eí ai (1976) Gómez-Arroyo ef al (1988)

describen incrementos de la frecuencia de intercambios de cromátidas hermanas

(ICH) en Vicia faba al aplicar este insecticida a los meristemos radiculares,, En ratón

causa letales dominantes (Gerstengarbe 1975) y efectos clastogénicos en médula

ósea (Bhunya y Behera 1975),
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Bianchi-Santamaría eí al (1997) observan toxicidad débil del Dimetoato en la

prueba de micronúcíeos con linfocitos humanos en cultivo, al mezclarlo con otros

fitoquímicos no hay efecto aditivo.

2.5.3.2 Efectos genotóxicos del Paratión metílico (Folidol)

El Paratión metílico (Fig 5) se menciona entre los insecticidas

organofosforados persistentes en el suelo y en la vegetación (Anónimo 1995). Lo

utilizan mucho los agricultores debido a que es extremadamente potente y destructor

por contacto para los insectos, cuando se rocía sobre las hojas se mueve

rápidamente hacia el tallo y el sistema radicular de la planta donde es almacenado

en cantidades muy bajas a diferencia de los altos niveles que se presentan en las

hojas., Cuando los tallos y las hojas rociados con este compuesto son empleados

para manufacturar tabaco reconstituido para cigarros, tabaco para mascar y rapé,

son tan fuertemente "saborizados" que no es posible detectar un leve sabor a

paratión {Matthias y Abo-EI-Seoud 1995),, En un estudio toxicocinético en cabras

lactantes realizado por Bowen y Baynes (1995), encuentran que éste va directo a la

leche materna,

La toxicidad de pesticídas en organismos acuáticos, incfuido el Paratión

metílico está bien documentada, Los disturbios en los organismos pueden ser

estructurales y funcionales a nivel celular y subcelular, la acción de las toxinas sobre

el hígado y los ríñones puede alterar la actividad enzimática. Los cambios

histopatofógicos están mayormente confinados a los órganos involucrados

directamente en su metabolismo y desintoxicación {Jonnalagadda y Rao 1996

Produce toxicidad crónica en Daphnia magna con efectos sobre la sobrevivencia, la

reproducción y el crecimiento (Femández-Casalderrey eí ai 1995)
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El Paratión metílico resulta negativo en la inducción de conversión génica

(Simmon etaí. 1976), mientras que su metabolito el paranitrofenol es positivo (Fahrig

1974) En E. colí y S typhimurium, Brusíck et al. (1980) describen datos negativos.

Se observa, por otro lado, efecto clastogénico en puntas de la raíz de Allium cepa,

en yemas y en los meristemos de la raíz de Vicia faba y de Gossypium barbadense y

en células madres del polen de Vicia faba (Singh et ai, 1970, Ravindran 1971, Amer

y Farah 1974). Gómez Arroyo eí ai (1988) describen efecto positivo en la inducción

de ICH en los meristemos de la raíz de Vicia faba,,

2.5.3.3 Metabolismo de insecticidas

El papel que juega el metabolismo vegetal en la transformación de los

insecticidas adquiere gran importancia si se considera que una enorme cantidad de

cultivos agrícolas son tratados con dichos compuestos y posteriormente son

consumidos por los animales o el hombre y al ser metabolizados por las plantas

posiblemente originen compuestos con mayor grado de toxicidad o que puedan

incrementar su efecto mutagénico

Para evaluar la influencia del metabolismo sobre la mutagenicidad y la

toxicidad de ios pesticidas, Wildeman y Nazar (1982) utilizan la fracción S9 del

hígado de mamífero y homogeneizados enzimáticos vegetales como sistemas

activadores en el bioensayo de SalmoneHa En estos estudios los resultados

sugieren que, a pesar de que tanto los homogeneizados vegetales como el

sobrenadante S9 de hígado activan un compuesto, los mutágenos formados en los

sistemas vegetal y animal resultan diferentes,. Rasquinha eí ai, (1988) observan que

el metabolismo vegetal puede alterar la mutagenicidad de diversos pesticidas y en

varios casos dar lugar a metabolitos aparentemente distintos a los que se forman en
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las células animales., Ei captan incrementa considerablemente su mutagenicidad en

presencia de la fracción S14 vegetal, la actividad del trialato no es modificada, ni

tampoco la de! niclofen y del diquat, mientras que el pentac y el ziran llegan a

duplicar su actividad,,

Gómez-Arroyo ef ai (en preparación) encuentran una respuesta mutagénica

distinta en S., typhimuríum, de dos insecticidas organofosforados (Foxim y Azinfos

metílico) activados metabólicamente por Nicotiana tabacum (linea TX1). El primero,

disminuye considerablemente su mutagenicidad hasta valores semejantes al testigo

cuando se cocultiva con las células TX1, mientras que al aplicarlo directamente se

eleva significativamente la frecuencia de reversión,, El segundo aparentemente

disminuye su toxicidad ya que al aplicarlo directamente resulta completamente

tóxico, ai grado de anular el crecimiento de bacterias, mientras que al incubarlo en

presencia de células TX1 de tabaco a las mismas concentraciones no solo permite el

crecimiento de las bacterias sino que eleva considerablemente su mutagenicidad.

Al aplicar diferentes concentraciones del insecticida carbámico Propoxur al

cultivo de linfocitos humanos, Gómez-Arroyo et al (1995) no observan elevación en

la frecuencia de tCH, mientras que este mismo compuesto previamente activado con

la fracción S10 de V. faba la incrementa significativamente, lo mismo ocurre con los

herbicidas tiocarbámicos Molinate y Butilate (Calderón-Segura eí ai, 1999)

Se sabe poco sobre el metabolismo de los insecticidas empleados en este

estudio El Dimetoato, formado a partir de la desformilación del Formotión es

hidroxilado en el grupo N-metil, oxidado a tiolato y descompuesto a metabolitos

polares en plantas, como ei frijol {Phaseolus vulgaris) y en animales como conejo y

rata (Fig. 6).
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El Paratión metílico, no obstante que su principal reacción de degradación

procede por oxidación a oxón y por hidrólisis a p-nitrofenol, se ha observado en

microsomas la reducción a amino-paratión y la oxidación a amino-paraoxón El

Paratión también es reducido exitosamente a amino-paratión vía nitroso-paratión e

hidroxi-amino paratión en plantas como la espinaca o en microsomas animales como

conejo y rata (Fig 7)

2.6 Aminas aromáticas

Históricamente, las aminas aromáticas representan una categoría de clásicos

peligros ambientales y carcinógenos en humanos (Weisburger 1988), La Agencia de

Protección Ambiental (EPA) de EUA designó a las fenilend¡aminas como

contaminantes ambientales ubicuos y fuertes candidatos a estar bajo control como

sustancias tóxicas,

Las aminas aromáticas constituyen un grupo de compuestos cuyos efectos

sobre la salud se han empezado a evaluar recientemente. E! Comité Internacional de

Agencias de Pruebas de Seguridad de Sustancias de Control Tóxico (ITC) de EUA

ha recomendado específicamente que las fenilendiaminas, compuestos también

utilizados en este estudio, deben ser evaluadas con pruebas de carcinogenicidad,

mutagenicidad y teratogenicidad debido a la amplia exposición humana, ya que

forman parte de diversos tintes y colorantes de uso común, además de que algunas

de ellas, así como sus derivados, son productos de degradación de numerosos

pesticidas (Lamoureux y Frear 1979),

Los efectos fisiológicos y genéticos de estos agentes han sido investigados en

detalle en modelos mamíferos (King et al. 1988) El estudio de la activación vegetal
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de dichos contaminantes ambientales mundiales empezó hace casi tres décadas

(Plewa eí al., 1983),, Las aminas aromáticas son activadas tanto por sistemas

animales como vegetales.

En los mamíferos la mayoría de las enzimas que participan en la

desulfuración oxidante, la desalquüación, la epoxidación o la hidroxilación aromática

involucran monooxigenasas tipo citocromo P-450,, Los citocromos P-450 vegetales

tienen una capacidad de inducción limitada y un rango de sustrato estrecho,

comparado con las monooxigenasas hepáticas (Higashi 1988)., En contraste, las

peroxidasas vegetales catalizan la oxidación de diversos tipos de xenobióticos, son

ubicuas en vegetales, los datos disponibles muestran su participación en el

metabolismo de compuestos extraños (Plewa eí al, 1991, Stiborova y Anzenbacher

1991).,

2.6.1 Efectos genotóxicos de la 4-nitro-o-feniIendiamina (NOP)

La 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP) (Fig. 8) y la m-fenilendiamina (mPDA) han

sido descritas como no carcinogénicas por el Instituto Nacional de Cáncer de EUA,

así como por El Programa Nacional Toxicológico (Anónimo 1980). Sin embargo,

otros estudios han mostrado que ambos compuestos son mutagénicos en la prueba

de Ames con Salmonella de (Hawort eí al, 1983, Prival eí a/. 1984, Durkel ef al 1985,

Gentile eí al. 1986, Natarajan y Obe 1986), Además, la NOP es genotóxica en la

prueba de letales recesivos ligados al sexo en Drosophila y en la de recombinación

mitótica en levaduras {Natarajan y Obe 1986), También induce aberraciones

cromosómicas en cultivo de células de mamífero (Perry y Searle 1977, Shelby y

Stasiewicz 1984). Resulta negativa para inducir aberraciones cromosómicas en



linfocitos humanos (Searle eí al. 1975) y en la inducción de micronúcleos en células

de mamífero en cultivo (Natarajan y Obe 1986),,

La NOP no incrementa la frecuencia de eritrocitos policromáticos

micronucleados en ratones {Niedzieía eí al. 1991),, No obstante los resultados

negativos obtenidos inicialmente se pueden considerar inconcluyentes debido a

procedimientos de prueba inadecuados (Heddle eí al 1983). Natarajan y Obe (1986)

por ejemplo, reportan respuesta negativa para inducir micronúcleos en médula ósea,

pero positiva en hígado, Esta diferencia fue atribuida al hecho de que mutágenos

como las aminas aromáticas, como !a NOP, que requieren activación metabólica son

fácilmente detectables en el ensayo de Ames con S9, mientras que algunas de ellas

no pueden ser detectadas en ía prueba de micronúcleos en médula ósea, Esto se

debe posiblemente, a la incapacidad de los metaboütos activos de alcanzar las

células blanco en la médula ósea, mientras que en el hígado, los hepatocitos están

involucrados directamente en la activación de estos compuestos,

2.6.2 Efectos genotóxicos de la m-fenilendiamina (m-PDA)

La m-fenilendiamina (Fig 9) es un contaminante ambiental ubicuo y un

promutágeno activado por vegetales Lhotka eí ai (1987) demostraron que esta aril

amina monocíclica es transformada a potente promutágeno de corrimiento del marco

de lectura por cultivos de tabaco y células de algodón y zanahoria Los

promutágenos aril amino pueden ser activados a mutágenos estables de larga vida

por células vegetales en cultivo, estos productos son retenidos por las membranas

de ultrafiltración con un tamaño de exefusión de 300 kDa (Plewa eí al. 1993, Seo eí

al 1993, Wagner eí al. 1994)., La demostración de que las plantas son capaces de

activar promutágenos a productos estables de alto peso molecular, produce la
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inquietud de que puedan activar agentes ambientales en mutágenos que al ser

introducidos en la cadena alimenticia humana constituyan un riesgo para la salud,,

Seo et a!. (1993) establecen un modelo para la activación de la mPDA por

células TX1 de tabaco que consiste de siete componentes: 1. La m-PDA es

transportada al interior de la célula vegetal (TX1), 2. La peroxidasa intracelular TX1

oxida a la molécula (R—NHOH), 3 El metabolito es conjugado a una macromolécula

(R—NHOH—conjugado), 4,, El conjugado-amino es secretado hacia el medio

extracelular y el conjugado o un metabolito desconjugado, activado vegetalmente

entra al microorganismo de prueba, Satmonella, 5,, El producto N-hidroxilado,

activado vegetalmente es acetilado (R—NHO—COCH3 ) y 6 desacetilado por la

acetil-CoA: N-hidroxi aril amina O-acetütransferasa bacteriana y 7. La desacetilación

resulta en un ion nitrenio (R—NH+) muy reactivo el que se une al ADN (Fig 10),

Finalmente, el o los productos de la m-PDA activada vegetalmente también pueden

ser metabolizados por la nitrato reductasa., El modelo predice que el producto

activado vegetalmente funciona como mutágeno inmediato La función del

compuesto conjugado puede ser estabilizar y secuestrar al xenobiótico activo,, Esto

sirve como una vía de desintoxicación para la planta. Sin embargo, este producto

estable de alto peso molecular posiblemente ejerce efectos mutagénicos sobre los

organismos que lo consumen y metabolizan a una forma reactiva Un probable

peligro ambiental de estos agentes químicos activados vegetaímente, es su

transporte a través de la cadena alimenticia y sus efectos genotóxicos en los

animales consumidores.



2.6.3 Efectos genotóxicos del 2-aminofluoreno (2-AF)

El 2-aminofiuoreno (2-AF) (Fig. 11) es una de las aminas aromáticas bien

caracterizadas como promutágena y procarcinógena en mamíferos, ya que depende

de la activación metabólica (Schutt y Thorgeirsson 1978, Miller eí a/,. 1979, Brouns eí

al, 1981) y es una de las promutágenas activadas por vegetales, más ampliamente

estudiada (Sandermann 1988, Wagner eí al, 1989). Hace casi una década se

descubre que el 2-aminofluoreno es activado a mutágeno por células vegetales en

cultivo (Plewa eí ai 1983, 1988), se comprueba que al incubarlo con células

vegetales muertas por calor no induce mutación en S typhimurium cepa TA98, es

decir que es un promutágeno (Piewa etal. 1988),



3. OBJETIVOS

Evaluar la capacidad metabólica del cultivo celular de cilantro para verificar el

efecto promutagénico de las anilinas 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), m-

fenilendiamina (mPDA) y 2-aminofiuoreno (2AF) cuya mutagenicidad ha probado ser

incrementada por el metabolismo vegetal, así como de los insecticidas

organofosforados Folimat y Folidol utilizando como criterio de evaluación del efecto

genético, ia mutación reyertante de la bacteria Salmonella typhimurium cepa TA98

mediante el método de cocultivo

Analizar el efecto antimutagénico de extractos crudos de cilantro, con alto

contenido de clorofila, en la mutación revertante de Salmoneila typhimurium inducida

por los metabolitos de las anilinas 4-nitro-o~fenilend¡amina (NOP), m-fenílendiamina

(mPDA) y 2-aminofluoreno (2AF), así como de los insecticidas organofosforados

Folimat y Folidoi previa activación vegetal y comparar su comportamiento con el de

la clorofilina



4. HIPÓTESIS

Se ha domostrado que la células vegetales activan metabólicamente diversos

promutágenos y se espera que las células de cilantro {Coriandrutn sativum) en

cultivo sean capaces de transformar metabólicamente los insecticidas

organofosforados Dimetoato y Paratión metílico y las aminas aromáticas 4-nitro-o-

fenilendiamina (NOP), m-fenilend ¡amina (mPDA) y 2-aminofluoreno (2AF) y expresar

su efecto en la bacteria Salmonelta typhimuríum,, Por otro lado se ha descrito, que

muchos extractos vegetales, tienen efecto antimutagénico, adicionalmente se espera

que los extractos crudos del cilantro, vegetal comestible con alto contenido de

clorofila, que se consume mucho en México, disminuyan el efecto mutagénico de los

insecticidas Dimetoato y Paratión metílico y de las anilinas NOP, mPDA y 2AF a! ser

incubados mediante el ensayo de cocultivo microorganismo/célula vegetal.,



5. MATERIALES Y MÉTODOS

5.1 Obtención de cultivos celulares de cilantro {Coríandrum sativum)

Las semillas de cilantro, se germinaron en condiciones de esterilidad,

posteriormente las plántulas se sembraron en tierra esterilizada, cuando alcanzaron

su crecimiento óptimo (15 a 20 cm) se realizaron cortes de hoja y de tallo, se

esterilizaron y se colocaron sobre medios con diferentes concentraciones de

nutrientes y hormonas para encontrar el medio adecuado para su desdiferenciación.,

Se incubaron y posteriormente los que generaron un mejor "callo", que fueron

los de tallo, se resembraron en medio de cultivo líquido de Murashige y Skoog (1962)

(MS) modificado al agregarle ácido ascórbico 10 mg/l y ácido cítrico 10 mg/l como

antioxidantes y la auxina ácido 2-(2-metil-4-clorofenoxipropiónico) 3 mg/l, así como

ia citocinina benzilamino parina en concentración de 0 3 mg/l, Se incubaron en

suspensión haciendo resiembras consecutivas en medio de cultivo líquido y después

de al menos tres resiembras, se incubaron para tener las células listas para su

utilización en el cocultivo

5.2 Preparación de las bacterias y medios para tratamiento

A partir de cajas patrón de las cepas TA98 de Salmonella typhimurium, se

sembró una porción de colonia en caldo líquido Luria (LB) para su proliferación y se

colocó en agitación constante, en oscuridad y a 37° C durante toda la noche (16

horas)



Se cosecharon por centrifugación a 4000 xg durante 5 mín a 0o C. Se eliminó

el sobrenadante y e] botón se resuspendió en amortiguador de fosfato de potasio

100 u.M a pH de 7.4 y se mantuvo en hielo. Se verificó la densidad de bacterias para

ajustaría a 1 x 10^0 células/ml como óptima de acuerdo con Marón y Ames (1983)

para llevar a cabo la experimentación

Se probó ta presencia en las cepas, de marcadores genéticos, para la

mutación rfa se utilizó la prueba de violeta cristal y para el factor-R de resistencia a la

ampicilina, se empleó medio nutritivo suplementado con histidina y biotina al cual se

agregó ampicilina,

5.3 Cocultivo-ensayo de mutagenicidad

En frascos de cocultivo se agregaron 2.25 mi de medio Myt con células de

Coríandrum sativum en suspensión, de 7 días de crecimiento, en concentración de

100 mg/ml, Se adicionaron por separado las diferentes concentraciones de los

insecticidas Folimat y Folidol (10, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 ppm) y al

final 0,225 mí de suspensión de bacterias, se mantuvieron en agitación constante a

125 rpm durante 2 horas,, En otra parte del experimento, se añadieron

concentraciones fijas de las aminas aromáticas (100 ^ig/frasco de cocultivo de 4-

nitro-o-fenilendiamina (NOP), 20 [ig/frasco de cocultivo de 2-aminofluoreno (2-AF) y

500 ¡ag/frasco de cocultivo de m-fenilendiamina (mPDA) y al final nuevamente 0 225

mi de suspensión de bacterias.

Se colocó paralelamente la siguiente serie de testigos negativos:

a) amortiguador de fosfatos

b) medio MS

FALLA DE ORIGEN
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c) medio MS más células de cilantro vivas

d) medio MS más células muertas por calor

5.4 Siembra en cajas

En tubos de ensaye con tapa que contienen 2 mi de agarde superficie estéril

fundido y a 45°C, se aplicaron 250 M.1 de cada uno de los frascos de cocultivo Se

agitó cada tubo y se sembró por triplicado en cajas de agar mínimo. Se incubaron

por 48 h a 37° C y se analizó la reversión inducida,,

5.5 Cocultivo-ensayo de antimutagenicidad

En frascos de cocultivo se agregaron 2 25 mi de medio MS con células de

cilantro (Coriandrum sativum) en suspensión de 100 mg/ml con 7 días de

crecimiento, se adicionaron 0.225 mi de suspensión de bacterias y las diferentes

concentraciones de los insecticidas Además se colocaron 250 ¿il del extracto de

cilantro.

En el caso de las aminas aromáticas en los frascos de cocultivo se agregaron

2 25 mi de medio MS con células de cilantro (Coriandrum sativum) en suspensión de

100 mg/ml con 7 días de crecimiento, se adicionaron 0.225 m! de suspensión de

bacterias y las aminas en las siguientes concentraciones constantes: 100 (ig/frasco

de cocultivo de 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), 20 jag/frasco de cocultivo de 2-

aminofiuoreno (2-AF) y 500 ¡ag/frasco de cocultivo de m-fenilendiamina (mPDA),,

Además, se añadieron volúmenes crecientes del extracto de cilantro (50, 100, 250,

500, 750 y 1000 jal/frasco de cocultivo). Paralelamente, se realizó el mismo diseño

pero solo con la amina más mutagénica que fue la NOP, incubándola con las
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siguientes concentraciones de clorofiüna, 0 1, 1.0, 2.0, 3 0, 4.0 y 5.0 ^g/frasco de

cocultivo.,

Se aplicaron 250 JJJ de cada uno de los frascos de cocultivo en tubos de

ensaye con tapa con 2 mi de agar de superficie estéril fundido y a 45° C, se agitó

cada tubo y se sembró por triplicado en cajas de agar mínimo Se incubaron por 48 h

a 37° C y se analizó la reversión inducida,

El porcentaje de inhibición en las pruebas de antimutagenicidad se calculó

usando la formula:

PI=100 - Número de reyertantes/ caía en presencia del agente de prueba X100
Número de revertentes/ caja en ausencia del agente de prueba (Ong ef al.
1986)

5.6 Obtención de extractos

A las plantas de cilantro, se les cortó la raíz para utilizar tallo y hojas, se

lavaron muy bien con agua corriente y se enjuagaron con agua desionizada, se

dejaron escurrir y se pasaron a través de un extractor de jugos casero El jugo, se

centrifugó a 10,000 x g durante 15 min a 0o C. El sobrenadante se volvió a

centrifugar a 22,000 xg, se extrajo el sobrenandante, se filtró con membranas

miüporo de 0.45 fim y se conservó en hielo hasta su empleo,,

5.7 Determinación del contenido de proteínas por el método Bio-Rad

Para la obtención de los homogeneizados de vegetales se siguió el protocolo

publicado por Plewa eí ai (1988) Las células se lavaron con medio MS' modificado,
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sin !a hormona vegetal de crecimiento {acido 2, 4-Diciorofenoxiacét¡co)f la

suspensión de células de cilantro se tituló a una concentración de 100 mg/ml en

medio MS", se preparó un homog ene izado colocándola en hielo, se maceró con un

homogeneizador manual por un minuto y se centrifugó a 15, 000 xg por 2 minutos,, El

sobrenadante se colocó en hielo e inmediatamente se analizó su contenido de

proteínas por el método Bio-Rad (Bradford 1976), de la siguiente manera:

Reactivo de Bradford:

Se disolvieron 100 mg del colorante azul brillante (azul de Coumasie) G-250

85 % {Aldrich), en 50 mi de etanol (Sigma) 95 % de pureza y se aforó a un litro con

ácido fosfórico (Aldrich) 85 % de pureza,, Esta mezcla se agitó durante 12 h en la

oscuridad, posteriormente se filtró con papel filtro (No. 1) y se colocó a 4o C en un

frasco ámbar,,

En tubos de ensaye se colocó 25 ul del homogeneizado de células de cilantro

de los testigos y en otros, de los respectivos tratamientos con los insecticidas y con

las aminas aromáticas más 75 \x\ de agua destilada y 5 mi del reactivo de Bradford,

se agitaron en un vórtex y después de 2 minutos (antes de una hora), se realizaron

las lecturas de la absorbencia en un espectrofotó metro de UV espectrofotómetro

marca Jenway modelo 6300 a 595 nm

Para el cálculo de la concentración de proteínas, se preparó una curva patrón

con albúmina de suero bovino (BSA, Aldrich) (se pesó 10 mg de ASB y se agregó 10

mi de agua destilada para tener una concentración final de 1 mg /mi) Las

concentraciones de la curva fueron 10, 20, 30, pj y ajustar a 100 mi con agua

destilada, Las determinaciones se hicieron por triplicado,
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5.8 Determinación de la actividad de peroxidasa

Para la obtención de los homogeneizados de cilantro se siguió el mismo

protocolo descrito anteriormente La actividad de peroxidasa de los cultivos de

cilantro, se evaluó mediante ia oxidación de guayacol a tetraguayacol monitoreando

el cambio en la absorbencia a 470 nm. La actividad peroxidasa, se midió durante 5

min cada minuto, usando un espectrofotó metro Jenway modelo 6300. Se hicieron

cinco repeticiones independientes para cada medición por cada experimento como lo

describen Gentile y Gentile (1991)., Esto se hizo al inicio y al término del cocultivo

La mezcla de reacción consistió de:

1 mi de H£O2 al 0 3 %

1 mi de guayacol al 1%

5-10 uJ de homogeneizado de células de cilantro

Amortiguador de fosfato de potasio 100 mM a pH=7, en ia cantidad necesaria

para alcanzar un volumen fina! de 3 mi (este amortiguador fue usado también

en los experimentos de mutagénesís y antimutagénesis),,

Los componentes de la mezcla de reacción se combinaron agregando a! final

el guayacol y se determinó la absorbencia a 470 nm (Chance y Maehly 1955) en un

espectrof otó metro de UV como una función del tiempo, La tasa de actividad

peroxidasa, se estimó de acuerdo con la siguiente ecuación:

tasa de reacción de la peroxidasa =

donde: Aam es la absorbencia a 470 nm
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s47o es el coeficiente de extinción para el tetraguayacol (26.6 mM"1 cnr1)

1 es la longitud de trayectoria de la cubeta (1 cm)

v es el volumen de reacción en litros

p es el contenido de proteína en jag

tmin es el tiempo en minutos

5.9 Inhibición de la actividad de peroxidasa

Para la obtención de los homogeneizados vegetales se siguió el protocolo

publicado por Plewa et al. (1988), como se describió antes, las células se lavaron, se

titularon a una concentración de 100 mg/ml y se colocaron en los frascos de

cocuitivo en presencia de concentraciones de 0,025, 0 250 0.750, 1.5 y 2.5 mM de

dietilditiocarbamato (DEDTC) y se incubaron durante 1.5 h, Posteriormente, se

preparó un homogeneizado de células de cilantro, la suspensión se colocó en hielo,

se maceró con un homogeneizador manual por un minuto y se centrifugó a 15, 000

xg por 2 minutos,, El sobrenadante se colocó en hielo e inmediatamente se analizó su

actividad peroxidasa, de acuerdo con el método de Plewa eí al, (1991), mencionado

anteriormente,, Para el testigo y cada concentración de DEDTC, se hicieron tres

repeticiones en dos experimentos

5.10 Inhibición de la mutagenicidad inducida por los meta bol ¡tos de la mPDA

En otros experimentos, se probaron: 0 025, 0 25, 0,75, 1.5, 2 5, 5,0, 10,0 y 25

mM de DEDTC en presencia de 500 ug por frasco de cocuitivo de la anilina m-

fenilendiamina y de la bacteria Salmonella typhimurium cepa TA98, en las mismas

condiciones descritas anteriormente en los ensayos de cocuitivo para observar la

mutagenicidad de anilinas e insecticidas y la antimutagenicidad de los extractos de

cilantro, para evaluar el efecto del inhibidor de la actividad peroxidasa (DEDTC)

sobre la frecuencia de revertancia inducida por la anilina
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5.11 Determinación del contenido de clorofila en ios extractos vegetales

El contenido de clorofila se estableció usando el procedimiento descrito por

Arnon (1949) Se determinó la concentración total de clorofila en un homogeneizado

vegetal crudo completo y en una fracción de 9,000 xg midiendo la absorbencia de la

clorofila total extaída con acetona al 80 % con un espectrofotómetro marca Jenway

modelo 6300 a 652 nm, Cada muestra se midió tres veces y el promedio de

absorbencias se usó para calcular la cantidad de clorofila,,

5.12 Evaluación de los datos

Se utilizó el análisis de varianza de una vía para evaluar estadísticamente los

resultados obtenidos,, En los experimentos que arrojaron un valor de F significativo,

se aplicó la prueba de comparación múltiple de Tukey Kramer.

Se aplicó el análisis de regresión a los datos de antimutagenicidad inducida por

los extractos de cilantro y por la clorofilina,,



6. RESULTADOS

6.1 Obtención de cultivos celulares de cilantro

Se hicieron ensayos con diferentes estructuras de la planta de cilantro para

obtener callo y fue el tallo donde se tuvo mayor éxito, por lo que se eligieron éstos

para la experimentación,. Para evitar la oxidación de los cultivos en suspensión se

adicionaron ácido ascórbico 10 mg/l y acido cítrico 10 mg/l como antioxidantes

además de la auxina acido 2-{2-metil-4-c!orofenoxi propión ico) 3 mg/l asi como la

citocinina benziiamino parina en concentración de 0.3 mg/l..

6.2 Cocultivo-ensayo de mutagenicidad

En ninguna concentración de los insecticidas aplicados en forma directa hubo

incremento de la reversión espontánea; en el caso def Dimetoato (Folimat), a partir

de 45.0 ug/frasco de cocultivo se observó efecto tóxico que impidió el crecimiento

de colonias reyertantes y del fondo de bacterias auxotróficas (Tabla 1, Fig, 14) Sin

embargo al cocultivar este insecticida con células de cilantro en suspensión,

disminuyó la toxicidad, hubo crecimiento de colonias revertantes y del fondo y

además se observó incremento de la mutagenicidad al triple del testigo en 33 75

ug/frasco de cocultivo (Tabla 1, Fig 14), Al aumentar la concentración no hubo

efecto y bajó la toxicidad, lo que permitió el crecimiento del fondo y de colonias

revertantes incluso en la concentración de 112.5 ug/frasco de cocultivo que fue la

más alta que se probó,,

El Paratión metílico (Folidol) sin activación metabólica tampoco incrementó la

reversión y produjo disminución significativa del crecimiento de bacterias en 22.5 y
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33.75 [jg/frasco de cocultivo y la desaparición deí fondo de bacterias auxotróficas

desde 45 jjg/frasco de cocultivo (Tabla 1, Fig 14), No obstante, al cocultivarlo con

células de cilantro también bajó la toxicidad, hubo crecimiento de colonias

revertantes y del fondo y nuevamente se observó incremento de la mutagenicidad,

en este caso mas del doble del testigo en 33.75 ug/frasco de cocultivo,, Ai continuar

elevando la concentración del insecticida la frecuencia de reversión se abatió pero

no se notó toxicidad ni en las concentraciones más altas utilizadas en este estudio

(Tabla 1, Fig. 14)

Asimismo, al evaluar el potencial metabólico de los cultivos celulares de

cilantro incubándolas en presencia de las aminas aromáticas: 4-nitro-o-

fenilendiamina (NOP), m-fenilendiamina (mPDA) y 2-amínof!uoreno (2-AF) en

concentraciones crecientes, que previamente probaron ser promutagénicas en otros

sistemas de prueba, provocaron incremento notable en la reversión espontánea de

Salmonella typhimuríum comparado con eí efecto directo de las aminas sin

metabolismo (Tabla 2, Fig 15,16,17)

6.3 Cocultivo-ensayo de antimutagenicidad

Para validar el análisis de la antimutagenicidad de los extractos de cilantro, se

probó el posible efecto genotóxico de los mismos en la bacteria S. typhimuríum,

observando que no hubo efecto adverso en ningún caso en un intervalo de 50 a

1000 fil por frasco de cocultivo que fueron aplicados en este estudio (Tabla 3, Fig.

18).

Los experimentos de antimutagenicidad mostraron que los extractos

obtenidos de hojas y tallo de cilantro crudo fueron capaces de disminuir la
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mutagenicidad inducida por los metabolitos de los compuestos empleados,, Para las

aminas aromáticas, se realizaron tratando a los productos de la activación vegetal de

100 [j,g/frasco de cocultivo de la NOP con volúmenes crecientes del extracto de

cilantro crudo que fueron de 50 a 1000 \i\. Se observó una disminución notable con

relación ai volumen de extracto agregado, observándose un decremento de la

mutagenicidad del 83.21 % con el más alto (Tabla 4, Fig.. 19)

Al evaluar el efecto de los extractos de cilantro sobre la m-PDA y el 2AF

meta bol izados por las células vegetales, se observó también descenso del efecto

mutagénico con relación a la cantidad de extracto añadido, en el caso de la mPDA

fue hasta del 87,14 % (Tabla 5, Fig 20) y en el del 2AF la reducción de la

mutagenicidad fue del 92.43 % en el volumen mayor (Tabla 6, Fig, 21)

La actividad antimutagénica de los extractos de cilantro frente a la

mutagénesis inducida por las aminas aromáticas (NOP, mPDA y 2AF), se demostró

al comparar su efecto con el de la clorofilina, antimutágeno ampliamente reconocido

ya que paralelamente, se agregaron a los metabolitos de la NOP, concentraciones

desde 0,1 hasta 5.0 ng/frasco de cocultivo de clorofilina, notando disminución de su

mutagenicidad hasta del 87,71 % con el volumen más alto (Tabla 7, Fig, 22),

El análisis de la antimutagenicidad, del Foiimat y del Paratión metílico

produjeron frecuencias de reversión similares al testigo (Tabla 8, Fig,, 23).,

En experimentos preliminares se observó, que los extractos de cilantro al

cabo de algunos minutos de ser obtenidos se oxidaron mostrando un color café

oscuro a diferencia del verde origina! de los recién hechos. Los extractos oxidados

produjeron un incremento notable en el número de reventantes espontáneos de S,
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6.7 Inhibición de la actividad de peroxidasa

La inhibición de la actividad de peroxidasa causada por los tratamientos con el

dietilditiocarbamato a las células de cilantro aumentó con el incremento en la

concentración llegando hasta 69 % con 2.5 mM del DEDTC (Tabla 11, Fig, 24),

6.8 Inhibición de la mutagenicidad inducida por los metabolitos de la mPDA

Cuando se incubaron 500 ¡ig de m-PDA por frasco de cocultivo con ia bacteria

Salmonella typhimurium cepa TA98 y las diferentes concentraciones de DEDTC, la

inhibición de las colonias reyertantes fue una función del incremento de la

concentración del dietilditiocarbamato, se observó una inhibición hasta del 95 % en

las dos concentraciones más altas que fueron 10 y 25 mM del inhibidor (Tabla 12)



7. DISCUSIÓN

La activación vegetal de promutágenos a mutágenos fue reconocida por

primera vez hace alrededor de 25 años,, La evidencia directa de activación vegetal

fue descrita por Piewa y Gentile (1975,1976) Esta demostración puso de manifiesto

la idea, de que las plantas podrían activar agentes ambientales e introducir

mutágenos en la cadena alimenticia La importancia de entender este proceso se

justifica al considerar la enorme cantidad de agentes químicos a los que están

expuestas las plantas (Toering eta!. 1996)

El papel que juega el metabolismo vegetal en la transformación de los

insecticidas, es de gran importancia si se considera, que una enorme variedad de

cultivos agrícolas son tratados con dichos compuestos y posteriormente son

consumidos por los animales o el hombre y si son metabolizados en las plantas,

posiblemente originen compuestos con mayor grado de toxicidad o que puedan tener

un efecto mutagénico de trascendencia.

Plewa (1978) y Plewa y Gentile (1982) entre otros, afirman que la activación

vegetal, es el proceso por el cual un promutágeno se transforma en mutágeno en un

sistema vegetal. Rasquinha eí al. (1988) observaron que el metabolismo vegetal

posiblemente altera la mutagenicidad de diversos pesticidas y puede, en varios

casos, dar lugar a metabolitos aparentemente distintos a los que se forman en las

células animales.,

El uso de nuevas opciones de activación metabólica en ensayos de

mutagenicidad a corto plazo, ha sido validado y recomendado con el propósito de

reducir el uso de animales de laboratorio en pruebas toxicológicas (Rueff eí al
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1996) Se han usado como indicadores de genotoxicidad, lineas celulares de

diferentes plantas metabólicamente competentes,,

En este trabajo, se empleó ei método de cocultivo, desarrollado para analizar

la activación de promutágenos por sistemas vegetales, para ello se utilizaron células

de cilantro en suspensión como sistema activador y a la bacteria S, typhimuríum

cepa TA98 como indicador del daño genético El éxito de este método depende de

que el agente químico entre en la célula vegetal, de que sea metaboüzado y de que

los metabolitos regresen al medio, donde actuarán sobre las bacterias Hay que

tomar en cuenta que éstos deben atravesar la membrana plasmática y las

membranas de organelos de la célula vegetal hasta alcanzar su sitio de acción

donde la acumulación puede causar la fitotoxicidad, La entrada de diversos agentes

a la célula puede ser en general por transporte activo o pasivo, en éstos, la

estructura y la funcionalidad de la membrana celular juegan un papel fundamental

(Sterling1994).

En la primera parte de este trabajo, los resultados mostraron la capacidad de

las células de cilantro en cultivo para metabolizar a los insecticidas Folimat y Folidol

(Tabla 1, Fig, 14) así como a compuestos que han probado ser activados por otros

sistemas vegetales como son las anilinas NOP, mPDA y 2AF (Tabla 2, Fig 14), lo

cual comprueba su eficiencia metabólica,

Cuando se analizó el efecto mutagénico directo de los insecticidas

organofosforados Folimat y Folidol en el sistema de Ames, se obtuvieron resultados

negativos y se observó acción tóxica que inhibió el crecimiento bacteriano en las

concentraciones más altas, De acuerdo con De Flora er al, (1992), la desaparición

del fondo de bacterias ("background"), es un índice de toxicidad El incremento súbito
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en la toxicidad bacteriana probablemente se debió a muerte celular, en estudios

previos Gómez-Arroyo eí al (1988) observaron que el Dimetoato y el Paratión

metílico dañaron los meristemos radiculares de V. faba y disminuyeron el índice

mitótico, lo que impidió hacer el análisis de intercambios de cromátidas hermanas en

las concentraciones más altas,, Cuando ambos insecticidas fueron incubados en

presencia de células vegetales, además de las bacterias, se disminuye la toxicidad,

permitiendo el crecimiento de colonias y se observa un incremento de la

mutagenicidad con relación a la concentración, lo que muestra un comportamiento

promutagénico,, La frecuencia de revertantes fue significativa a 45.00 jag/ frasco de

cocultivo con el Dimetoato y a 22,50 y 33.75 ¡xg/ frasco de cocultivo con el Paratión

metílico. En las concentraciones más altas el efecto mutagénico no aparece, debido

posiblemente a la inhibición de ia actividad peroxidasa en los cultivos celulares de

cilantro (Tabla 1, Fig. 14). Bianchi eí al. (1994) describen la genotoxicidad del Folimat

en Sacharomyces cerevisiae aplicado directamente y al agregar la fracción S9 de

hígado se disminuye la actividad del compuesto solo y mezclado con Diazinona y

Azinfos metílico El Paratión metílico en este estudio, fue tóxico a partir de

concentraciones menores que las de Folimat, esto es congruente con datos

reportados previamente por Vijayaraghavan y Nagarayan (1994) que señalan al

Paratión metílico como el más peligroso de tres insecticidas probados para evaluar

genotoxicidad, expresada como aberraciones cromosómicas y micronúcleos en

células de médula ósea y citotoxicidad, modificando eí perfil enzimático de la

arginasa en el hígado de ratas.

La activación vegetal de las aminas aromáticas ha sido estudiada

previamente, el 2AF y la mPDA son transformadas por cultivos vegetales a potentes

mutágenos que actúan por corrimiento de! mensaje (Ames 1972, Fuchs eí al,, 1981,

Plewa 1990) Smith eí al, (1989) consideran, que las células de tabaco (Nicotiana
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tabacum) activan al 2AF y a la mPDA por medio de vías metabólicas diferentes En

su estudio, establecen una curva de crecimiento de las células de tabaco

encontrando que después de la fase "lag" de 3 a 4 días, éstas entran a la fase "log" y

la fase estacionaria se alcanzó alrededor del dia 7 Sin embargo, el contenido de

proteínas, no siguió la curva de crecimiento, en vez de esto, mostró un pico justo

antes de que las células entraran a la fase "log" Sus datos muestran que las células

de la fase "lag" (3 a 4 días) activan al 2AF mejor que aquellas en fase "log" o fase

estacionaria,, Es decir que ia máxima activación del 2AF coincide con el pico de

contenido de proteína mientras que la m-fenilendiamina, fue activada mas

eficientemente por las células de la fase tardía "log". En el presente trabajo, se

observó en todos los experimentos una mayor activación del 2AF que de la m-PDA,

coincidiendo con un alto contenido de proteínas en los cultivos celulares, lo que es

congruente con lo mencionado antes La m-PDA posiblemente se une a algunas

proteínas como lo sugieren Seo ef al (1993) o a sustancias pécticas. Gichner eí ai,

(1994) describen un incremento significativo de la frecuencia de mutaciones rosa en

pelos estaminales de Tradescantia clon 4430 por m-PDA en un intervalo de

concentración de 100 a 300 mM.

La reacción de las anilinas con productos naturales y su enlace a bioplímeros,

como almidón, lignina, pectina y humus ha sido revisada por Marco y Novak (1991),,

La NOP es un mutágeno conocido que actúa directamente y que puede incrementar

su potencial mutagénico mediante el metabolismo de células vegetales en cultivo

(Plewa ef ai. 1983, Gentile ef ai 1986), así como por peroxidasas (Gentile eí al

1985) como ocurrió en este estudio con las células de cilantro (Tabla 2. Fig, 15, 16,

17).,
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Con la finalidad de realizar una aproximación al mecanismo de acción por el

que ocurre la bioactivación, en términos de las enzimas involucradas, otra parte de la

investigación consistió en evaluar el comportamiento de la actividad de peroxidasa

en los cultivos celulares del cilantro, así como de su contenido de proteínas., En

estos estudios la actividad de peroxidasa no se modificó en presencia de las

arilaminas y la activación de las aminas incrementó significativamente la mutación

revertante, lo que sugirió que su activación fue por acción de peroxidasas En

presencia de ambos insecticidas, la actividad peroxidasa disminuyó

significativamente y como consecuencia, ía mutación revertante, no se incrementó

como se esperaba {Tabla 10). Este comportamiento coincidió con el del contenido de

proteínas, que permanecen sin cambio en la incubación con las aminas y

disminuyeron notablemente con los insecticidas (Tabla 9)

La cantidad de información acerca del metabolismo de xenobióticos en

plantas es menor que la de estudios en animales,, Gentile eí ai. (1985,1986)

sugirieron que la fracción S9 vegeta! puede ser más efectiva en activar agentes

químicos por acción de peroxidasas que por actividad de citocromo P450,, Plewa eí

al. (1993) propusieron un modelo de activación vegeta! de aminas aromáticas que

incluye la oxidación de la amina por peroxidasas vegetales, su conjugación a una

macromolécula, su transporte al interior de las células bacterianas y la

acetiíación/desacetiiación por acetil CoA para producir un ion nitrenio, capaz de

dañar al ADN

El DEDTC empleado en este estudio como inhibidor de la actividad

matabólica no es mutagénico para Salmonella typhimurium TA98 pero sí suprime !a

activación de aminas aromáticas por células TXI de tabaco (Plewa et al 1991, 1993).

Esto también ocurrió cuando se trataron los cultivos celulares de cilantro con DEDTC
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y se determinó la actividad peroxidasa por la oxidación de! guayaco! a tetraguayacol

(Tabla 11, Fig. 24).

Cuando las células de cilantro se coincubaron con TA98 y m-PDA y se

agregaron concentraciones crecientes de DEDTC, la frecuencia de revertantes

disminuyó significativamente (Tabla 12), corroborando que la inhibición de la

activación por células de cilantro del Dimetoato y del Paratión metílico, ocurre por

inhibición de las peroxidasas intracelulares., Ellos pueden considerarse como

promutágenos débiles, debido a que sólo en dos concentraciones del Dimetoato y

una del Paratión metílico, las frecuencias de revertantes fueron el doble del testigo,,

Sin embargo, el hecho de que los valores obtenidos fueron diferentes

significativamente a los testigos y que se observó una relación concentración-

respuesta, les da relevancia biológica a los datos

Wagner eí a/,, (1989, 1990) y Plewa eí a!. (1991), demuestran que el dietil

ditiocarbamato (DEDTC) inhibe tanto la activación vegetal del 2-aminofluoreno y de

la m-PDA como la actividad peroxidasa de las células vegetales en forma no

competitiva, concluyendo que la activación vegetal de estos promutágenos aril amino

requieren de la acción de peroxidasas vegetales.

El impacto del metabolismo de agentes químicos por plantas puede tener

serias consecuencias en la salud pública, En adición a esto, las plantas verdes

contienen clorofila en grandes cantidades y dada la riqueza de evidencia que indica

la fuerte acción antimutagénica de la clorofila y de la clorofilina (Terwell y van der

Hoeven 1985, Ong eí a/ 1986, 1989, Whong eí ai, 1988, Negishi eí ai. 1989), los

hallazgos de activación promutagénica e incremento de la mutagenicidad por

extractos vegetales o células vegetales en cultivo, genera cuestiones sobre cuales
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pueden ser los factores que juegan un papel importante en el balance entre la

activación de promutágenos, el aumento de la mutagenicidad y la inhibición de la

mutagenicidad por homogeneizados de tejidos de plantas (Gentile y Gentile 1991),

En este trabajo, los experimentos con extractos de cilantro crudo produjeron

una disminución notable de la mutagenicidad en este sistema con relación al

volumen de extracto agregado a los productos del metabolismo de las aminas

aromáticas y en el caso de los insecticidas produjeron frecuencias similares al

testigo. El mecanismo de acción de los extractos no se puede establecer por ahora,

sin embargo el hecho de que no inhiben la actividad de peroxidasa de los cultivos

celulares, constituye una evidencia de que la interferencia debe suceder con los

grupos activos de los compuestos (insecticidas y aminas) o con sus metabolitos

activados más que con el sistema enzimático involucrado,

Todos los inhibidores dietéticos de mutagénesis y carcinogénesis son de

importancia particular ya que pueden ser de utilidad en la prevención del cáncer

(Hayatsu eí ai,. 1988),, El consumo de vegetales, específicamente cruciferas, reduce

el riesgo de desarrollar cáncer, a pesar de que el mecanismo de esta protección no

es claro, la ingesta de verduras induce enzimas del metabolismo de xenobióticos y

por lo tanto acelera la eliminación metabólica de ellos (Zhang et al. 1992)

En el presente estudio, el efecto protector de la clorofilina frente a la NOP

(Tabla 7, Fig. 22), es claro y puede considerarse que fue un testigo positivo de

antimutagenicidad muy efectivo como previamente se ha descrito en la literatura

(Hayatsu eí a!, 1988) La clorofilina, es un derivado estable de la clorofila, de fácil

manejo y de toxicidad baja o nula que posee capacidad antimutagénica contra

diversos compuestos mutagénicos y carcinogénicos tanto de acción directa como
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indirecta (Ong et al, 1986) Se ha identificado como el factor activo en los extractos

de diferentes plantas y como el responsable de la inhibición de la mutagenicidad de

numerosos agentes químicos (Lai 1979, Arimoto eí al, 1980, Lai eí al 1980, Kim ef

al, 1982, GentileyGentile1991),

El mecanismo de acción antimutagénica de la clorofilina es complejo y parece

variar dependiendo del agente mutagénico, sistema de prueba, dosis, ensayo in vivo

o in vitro, etc., En esta investigación la clorofilina, igual que los extractos de cilantro,

no modificaron la actividad de peroxidasa en el cultivo celular ni su contenido de

proteínas, por lo que fue posible demostrar que no se inhibió la función de las

enzimas de activación metabólica, sino que por el hecho de ser oxidante, la

clorofilina puede interactuar con los grupos activos o con los radicales de los

mutágenos como se ha descrito anteriormente (Sato eí a/,, 1984, Troll y Weisner

1985, Ongeía/, 1986,1989, Bronzetti eí al. 1990) o dada la estructura química de su

molécula, la clorofilina puede con facilidad formar complejos por la unión de los

mutágenos a su anillo tetrapirrólico (Morita eí al, 1978, Newmak 1987, Negishi eí al

1989, Bronzetti et ai 1990, Dashwood eí al 1991, Dashwood y Liew 1992, Arimoto

eí al. 1993, Okai eí al 1996), Debido al comportamiento tan parecido de los extractos

de cilantro con el de la clorofilina, ambos pueden tener un mecanismo de acción

semejante

También se observó en esta investigación un claro efecto antimutagénico de

los extractos de cilantro frente a los metabolítos de las tres anilinas probadas (Tablas

10, 11 y 12, Fig, 15, 16, 17) y desintoxicante con ambos insecticidas analizados

Dada la similitud del comportamiento de los extractos respecto a las tres anilinas y el

de la clorofilina con relación a la NOP, además de que en este caso tampoco se



inhibe la actividad peroxidasa de los cultivos celulares, se infiere que puede estar

involucrado un mecanismo de acción semejante.,

Hayatsu et al (1988), mencionan que hay dos vías posibles por las que los

inhibidores de la mutagénesis pueden actuar: i) inhibición de las interacciones de los

genes y los agentes mutagénicos químicamente reactivos y ii) inhibición de la

activación metabólrca de los mutágenos, éste mecanismo incluye: a) la inactivación

de las enzimas meta bol izad o ras y b) la interacción con los promutágenos

haciéndolos indisponibles para el proceso enzimático. Kada eí al. (1982) postulan

que los antimutágenos pueden actuar como desmutágenos o como

bioantímutágenos,. Los desmutágenos inactivan a los mutágenos por interacción

química antes de que ellos ataquen a los genes., Los bioantimutágenos, suprimen el

proceso de fijación de la mutación después de que los genes son dañados, Los

extractos del cilantro con base en ias determinaciones realizadas en este estudio,

posiblemente pertenecen al primer grupo descrito por Hayatsu et al, (1988) y el de

los desmutágenos postulado por Kada eí ai. (1982) al interactuar químicamente con

los mutágenos formando compiejos e inactivándolos,

Los resultados obtenidos en esta investigación aportan datos del riesgo

potencial que representan por un lado, ambos insecticidas y por el otro las dos

aminas aromáticas, que no elevan la frecuencia de reversión al aplicarlos

directamente, sin embargo su efecto se modifica mediante la activación vegetal, Por

esto, además de evaluar la presencia de insecticidas en productos agrícolas para su

control de calidad y normas para el consumo humano y de las anilinas que se utilizan

en diversas actividades humanas cotidianas, es necesario monitorear la presencia

de metaboütos que, como en este estudio, pueden resultar mutagénicos mientras

que el compuesto por si mismo no lo es
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Debido a la correlación encontrada entre el efecto del extracto de cilantro

como antimutágeno y ¡a clorofilina, se puede inferir que el efecto del extracto de

cilantro se debe, en gran medida, a su contenido de pigmentos clorofílicos

La clorofila es abundante en la alimentación humana, en las plantas verdes,

llega a ser 1 % de su peso seco (Chipchase 1961); en los extractos de cilantro

empleados en este trabajo está presente en una concentración de 0.325 mg/ml Es

también un antimutágeno eficiente, de ahí la relevancia de estudios como éste,

sobre el papel protector de los alimentos que la contienen

La importancia de controlar los tiempos de tratamiento, las condiciones de

temperatura, pH, oscuridad, agitación rotatoria, etc. fue importante durante la

experimentación para lograr los resultados, ya que se sabe, que la absorción y la

acumulación de xenobióticos en la célula vegetal es controlada por las

características fisicoquímicas del compuesto incluyendo iipofiiicidad y acidez,

condiciones de las membranas celulares y ei potencial electroquímico en la célula

vegetal (Sterling 1994), Con relación al mecanismo de entrada de insecticidas a las

células vegetales no hay trabajos descritos, se sabe que la lipofilicidad de muchos

pesticidas hace que tas membranas, ricas en lípidos sean un blanco plausible para la

interacción, únicamente se ha sugerido que la entrada de herbicidas a la célula

vegetal, es mediante ei involucramiento de un sistema redox en la membrana

plasmática (Anthelme y Marigo 1998) o bien a través de transportadores de fosfato

en contra de un gradiente de concentración (Morin et al, 1997),

El metabolismo, como otros aspectos de la vida, involucra ventajas y

desventajas. Los productos oxidados del metabolismo normal causan daño a! ADN,

proteínas y lípidos. Este daño (parecido al que produce la radiación), parece ser el
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principal contribuyente al envejecimiento y a las enfermedades degenerativas como

el cáncer, enfermedades cardio vasculares, cataratas, declinación del sistema

inmune y disfunciones del cerebro., Las defensas antioxidantes contra este daño

incluyen el ascorbato {vitamina C), el tocofero! (vitamina E), las clorofilinas y los

carotenoides, las principales fuentes dietéticas son asociadas con la ingesta de

frutas y verduras. Cuando esta es baja se duplica el riesgo de muchos tipos de

cáncer en comparación con la ingesta alta y puede también incrementar

marcadamente el riesgo de enfermedades cardiovasculares y cataratas (Ames

1995) Todo esto da una idea de la importancia de realizar los estudios sobre las

propiedades de los productos de origen vegetal,.

Es necesario desarrollar estudios sobre la mutagenicidad de los extractos

vegetales y la activación de mutágenos, así como acerca del potencial mutagénico

de algunos productos vegetales (Gentile y Gentile 1991)., En los experimentos

preliminares del presente trabajo, se encontró que los extractos oxidados de cilantro

producen incremento notable de la mutagenicidad de la NOP, por lo que en ensayos

subsecuentes se mantuvieron a temperatura baja (4o C) y se sellaron para evitar su

exposición al aire, de manera que es necesario estudiar las diferentes respuestas

dependiendo de las condiciones de experimentación., Solamente así será posibie

conocer el riesgo-beneficio, asociado a los diferentes productos alimenticios,

incluidos en la dieta humana para recomendar o no su consumo como agentes

protectores contra ta agresión de mutágenos ambientales,

El estudio de los mecanismos de antimutagénesis de este tipo de compuestos

aporta mayor conocimiento a nivel molecular acerca de procesos de mutagénesis y

antimutagénesis y a largo plazo puede facilitar el aislamiento de los principios activos



e incluso su síntesis para incluirlos en la dieta y prevenir o proteger a los individuos

del riesgo de diversas enfermedades
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigación permiten concluir lo siguiente:

Se demuestra la sensibilidad del método de cocultivo para detectar fácilmente

el efecto de mutágenos en bajas concentraciones.

Las células de cilantro {Coríandrum sativum) en cultivo son capaces de activar

eficientemente a los insecticidas y a las aminas aromáticas probadas en compuestos

mutagénicos en S typhimuríum cepa TA98.

El metabolismo de la células de cilantro disminuye la toxicidad de los

insecticidas y permite el crecimiento de colonias revertantes aún en las

concentraciones mas altas,,

Los insecticidas probados requieren de activación metabólica vegetal para

inducir los efectos mutagénicos

Los extractos obtenidos de hojas y tallo de cilantro no resultaron mutagénicos

en S typhimuríum cepa TA98 y son capaces de disminuir la mutagenicidad inducida

por los metabolitos de ambos insecticidas y de las tres aminas aromáticas,,

La capacidad antimutagénica de los extractos de! cilantro se comprueba,

comparando su comportamiento con el de la clorofilina, conocido testigo positivo

para antimutagenicidad

La determinación del contenido de proteínas y de la actividad peroxidasa de

los cultivos vegetales, contribuyeron a establecer la hipótesis de que la actividad

peroxidasa de las células de cilantro juega un papel importante en la transformación

metabólica de las anilinas probadas

Los extractos de cilantro inhiben la actividad peroxidasa de los cultivos

celulares en una manera semejante a la provocada por el DEDTC, lo que permite

concluir que también pueden estar inactivando a los mutágenos por un mecanismo

similar de inhibición de la actividad peroxidasa.
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Tabla 1 Mutagenicidad inducida por insecticidas en Salmonelta typhimunutn cepa TA98 con y
sin activación metabólica por células de cilantro {Coríandrum sativum)

Testigos negativos

Amortiguador de fosfatos
Medio MS

Medio MS + células muertas por
calor

Tratamientos (gg/frasco de

cocultivo)

Dimetoato

0 (testigos)

2..25

5 62

11 25

22,50

33,75

45.00

67.50

90 00

112 50

Paratión metílico

0 (testigos)

2.25

5,.62

11 25

22 50

33,75

45 00

67.50

90.00

112 50

Revertantes por caja3

Sin metabolismo

29 ± 1
30 ± 2

32 ± 1

30 ±2

35±2

31 ±2

27 ±1

28 ±2

32 ±2

0

0

0

0

30 ±2

32 ±1

37 ±2

34±2

18±2

13±1

0

0

0
i\
u

Con metabolismo

29±1
30 ±2

33±1

30+.1

33 ±2

41 ± 1 *

51 ± 3 *

57 ±1 *

94±3 '

59 ±3 *

29 ±2

30 ±1

22 ±2

30 ±1

41 ±1

47±2 *

59 ±1 *

65±2 *

75 ±2 *

40 ±2

27±2

25 + 2

25±2

* Se obtuvieren diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza,
FDiHo.ri.KuM— = 2 7 9 4 , F ^ ^ ^ , , ^ 135,42, FPlIllkmmH,l[K)!Ínmo,Jlxll¡!ma = 2443, FP j r a [ i 4 r ,M i l J M r a ,n l H^ i m ,= 55 586
y por lo tamo se aplicó la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kxamer, P < 0 001

' Promedio de tres experimentos ± error estándar



Tabla 2 Mutagenicidad inducida por aminas aromáticas activadas por células de cilantro
(Coriandrum sativum) en Salmonelfa typhimurium cepa TA98

Testigos negativos

Amortiguador de fosfatos

Medio MS

Medio MS8 + células muertas por

calor

Tratamientos (pg/frasco de

cocultivo)

NOP"

0 {testigos)

1

10

100

m-PDAc

0 (testigos)

50

100

500

2AF1

0 (testigos)

5

20

Reyertantes por caja*

Sin metabolismo8

29 ±2

31 ±2

31 ±1

30 ±2

54 ±1

94 ± 2 *

323 ±10 *

30 ±2

36 ±2

40 ±1

37 ±1

30 ±1

37 ±1

44 ±1

45 ±1

Con metabolismo1

31 ±2

30 ±2

33 ±1

30 ±1

54±1

193 ±3 *

1077 ± 22 *

30 ±1

203 ±3 *

337 ±8 "

429 ±14*

30 ±1

106 ±1 *

288 ±2 *

583 ± 1 0 '

Se obtuvieron diferencias significativas enlre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de variatiza,
Fonmojbfjunm^^ 808; F«,n mmiraiiiiiB = '432 6 y por lo tanto se aplicó la prueba de comparación múltiple de T ukey-Kramer, P <0 00!
Promedio de tres experimentos ± error estándar.
NOP , 4-nitro-o-feniiendiamina
m-PDA, m-fenilctid¡amina
2AF, 2 aminofiuoreno
MS, medio Murashige y Skoog (1962) modificado

células de cilantro en cultivo
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Tabla 3 Efecto de extractos de cilantro sobre la
tvphimurium cepaTA98

Testigo negativo

Amortiguador de fosfato

Extractos de cilantro

(nl/frasco de cocultivo)

0

50

100

250

500

750

1000

reversión espontanea de Salmonella

Rsvertantes por caja3

31 ± 2

29 ± 1 N.S.,

27 ± 2 N..S..

26 ± 1 N S,.

33 ± 1 N..S

36 + 2 N..S,.

36 ± 1 N S

37 + 1 N S

NS No se obtuvieron diferencias significativas enlrc los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de vananza
Promedio de tres experimentos ± error estándar
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Tabla 4. Efecto de extractos de cilantro sobre la mutagénesis inducida por 100 [jg/frasco de
cocultivo de NOP metabolizado por cilantro (Coríandrum satívum) en Salmonefía typhimurium
cepa TA98

Concentración de clorofila en ei

extracto agregado

{fig/ frasco de cocuitivo)

0

16.25

32.S

3125

162.5

243.75

325 0

Reyertantes por cajaa

1038+10

996 ±16 *

813 ±19 *

468 + 18 *

393 ± 9 •

320 ±11 *

174 ±7 *

Disminución de fa Mutagenicidad

<%)

0

4,09

21.69

54.88

62.18

69.21

83 21

Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza , F = 640 26 y
por lo tanto se aplico !a prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer, P < 0 001

Promedio de tres experimentos ± error estándar

Tabla 5. Efecto de extractos de cilantro frente a la mutagénesis inducida por 500 (.ig/frasco de
mPDA metabolizado por cilantro (Coríandrum satívum) en Salmonella typhimurium cepa TA98

Volumen de extracto de cilantro

agregado

(pl/ frasco de cocultivo )

0

50

100

250

500

750

1000

Reyertantes por caja a

429 ±14

343 ±15 *

281 ±15 *

192 ± 8 *

142 ± 6 *

121 ±6 *

55 ±6 *

Disminución de la Mutagenicidad

(%)

0

20,04

34,,53

55 16

67 01

71 83

87 14

Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza, F= 148.47 y
por !o tanto se aplicó la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer, p < 0 001
Promedio de tres experimentos ± error estándar
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Tabfa 6. Efecto de extractos de cilantro frente a la mutagénesis inducida por 20 ng/frasco de
2AF metabolizado por cilantro (Coriandrum safivum) en Safmonella typhimuríum cepa TA98

Volumen de extracto de cilantro
agregado

(ul/ frasco de cocultivo >

0

50

100

250

500

750

1000

Reyertantes por caja '

582 ±19

468 ±12 *

283 ± 6 '

182 ±4 *

124 ±9 *

113±4 *

44 ±2 "

Disminución de la Mutagenicidad
(%)

0

36 65

51,41

68,78

78.84

80.59

92.43

Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
F= 379.10 y por lo tanto se aplicó la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer, P< 0 001
Promedio de tres experimentos ± error estándar

Tabla 7, Efecto de la clorofiiina frente a la mutagénesis inducida por 100 j¿g/frasco de NOP
metabolizado por' cilantro {Coriandrum sativum) en Satmonella typhimuríum cepa TA98

Clorofiiina
ÍMQ/ frasco de cocultivo)

0

0,1

1,0

2.0

3.0

4 0

5.0

Reyertantes por caja3

1034 ±19

840 ±43 *

610 ±22 *

236 ±10 *

223 ± 6 *

185 ±5 *

127 ±3 *

Disminución de la mutagenicidad
(%)

0

18,80

41.01

77.13

78.31

82 48

87.71

Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
F= 323.94 y por lo tanto se aplicó la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramcr, P<000l
Promedio de tres experimentos ± error estándar



Tabla 8. Efecto de extractos de cilantro sobre la mutación revertante inducida por los insecticidas
Dimetoato (Folimat) y Paratión metílico (Folidol) en Salmonella typhimuríum cepa TA98 activados
metabólicamente por células de cilantro (Coriandrum sativum)

Testigos negativos

Tratamientos (pg/frasco de

cocultivo)

Dimetoato

0 (X testigos)

225

5 62

11.25

22..50

33.75

45.00

67..50

90.00

112.5

Paratlón metílico

0 {X testigos)

2.25

5.62

11.25

225

33,75

45.0

67.5

90 0

112.5

Revertantes por caja3

(Con metabolismo)

32 ± 2

33 ± 2

41 ± 1 *

51+ 2 *

57i1 '

94±3 '

59 ± 2 *

29 ± 2

30 ± 1

22 ± 2

32 ± 2

41 ± 1

47 ± 3 •

59 ± 1 '

65+2 '

75 ± 5 *

40 ± 2

27 ± 2

25 ± 2

22 ± 2

(Con metabolismo) + extracto de

cilantro

32 ± 1

27 ± 2

26 ± 2

32 ± 1

24 ± 2

32 ± 2

33 ± 3

27 ± 2

27± 2

26± 2

32 ± 2

25± 2

26 ± 2

31 ± 1

2 8 + 2

27 ± 2

29 ± 2

26 ± 1

32 ± 1

29± 1

* Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
k Djmcwaiocon roa Juliano Sin c*grKio deciljnQO * ' ^ ^ ' " Diniclajia con Qicutwliyno * autoo Ce etlmEíf» L"rJ ^ * - T ' Pjrjiíon ncTLlK4<aünic1'i))nt9nc JJ

Fp^^niBhkoihfiini^iinB + «ifMo d^MMirt= 24 43 y por lo tamo se aplico la pnicba de comparación múltiple de Tukcy-
Kramer, P< 0.001

* Promedio de tres experimentos ± error estándar
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Tabla 9. Contenido de proteínas en el cultivo de células de cilantro (Conandrum sativum)
después del tratamiento con insecticidasjr aminas aromáticas

Tratamientos

(iigffrasco de cocultivo)

Dimetoato

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

2,25

45.00

112,25

Paratiórt metílico

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

225

45.00

112.25

NOPb

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

100

roPDA6

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

500

2AFd

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

20

Proteínas3

(M9/10ML)

36.0 ± 0.17

33.2 ±0.13

29.5 ±0.77 *

5..6±0..11 *

36 0± 017

33 6 ± 0.22 '

18.3 ±011 •

3,5 ±0,07 *

36 0± 0.17
35 1 ± 0 25

36,0 ± 0.17

34.6 ± 0.40

36.0 ± 017

34 9 ± 0 36

{%)

100

92

54

15

100

93

50

10

100
97

100

96

100

96

Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
F = 1469 y por lo tanto se aplicó la prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer, P < 0.001
Promedio de dos experimentos ± error estándar
NOP, 4-nitro-o-fénilendiamma
m-PDA, /«-feti i le iidía mi na
2AF, 2 aminofluorcno
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Tabla 10. Actividad de peroxidasa en tos cultivos celulares de cilantro (Coríandrum sativum)
antes y después del tratamiento con insecticidas y aminas aromáticas

Tratamientos

(Mg/frasco de cocultivo)

Dimetoato

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

2,25

45 00

112.25

Paratión metílico

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

2,25

45.00

11225

NOPb

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

100

MPDAC

0 (Testigo, cultivo de cilantro)

500

2AFd

0 (Testigo, cultivo de cifaníro)

20

Actividad de peroxidasa*

(nmoles de tetraguayacot/min/ng de proteina) (%)

0 234 ± 0.004

0 227 ± 0.002

0160 + 0 002 *

0 085 ±0,010 *

0 234 ± 0,004

0 225 ± 0,001

O..22O±OOO1

0151 ± 0 003 *

0.234 ± 0 004

0.221 ± 0 001

0 234 ± 0.004

0 225 ± 0.002

0.234 ± 0 004

0 222 ±0.001

100

97

68

36

100

96

94

65

100

94

100

96

100

94

Se obtuvieron diferencias significativas entre ios grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
F = 31f> J y por lo tanto se aplicó ia prueba de comparación múltiple de Tukey-Kramer, P<0 001
Promedio de dos experimentos ± enor estándar
NOP, 4-nitro-a-íénilendiamina
m-PDA, m-fenilendiamina
2AF, 2 aminofluoreno
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Tabla 11. Inhibición de la actividad de peroxidasa en cultivos celulares de cilantro (Coriandrum
sativum) tratados con dietilditiocarbamato (DEDTC)

Tratamientos

DEDTC (mM)

0

0025

0 250

0,750

15

2.5

Actividad de peroxidasa

(nmoles de tetraguayacol/min

por ng de proteina)a

0 238 ± 0.004

0 227± 0.004

0,194 ±0008 *

0.176 ± 0.004 *

0.124+ 0.007 *

0.076 ± 0,004 *

% inhibición

0

5

19

26

48

69

Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
F =85 58 ypoi lo lantose aplicó lapniebadecomparacióninúltipledeTukey-Kramer, P<0001

* Promedio de dos experimentos ± error estándar

Tabla 12. Inhibición inducida por el dietilditiocarbamato (DEDTC) de la activación de la m-PDA
por células de cilantro {Coriandrum sativum) _ _ _

Frasco de cocultivo No mPDA DEDTC Reyertantes por caja* % inhibición

1 Amortiguador de fosfatos
2 DEDTC 10 mM

3 m-PDA

4

5

6

7

8

9

10

11

0
0

500

500

500

500

500

500

500

500

500

0

0

0

0,025

0 25

0.75

1.5

25

5 0

100

25,0

3 4 + 3
33 ± 2

430 ± 8

421 ± 19

327 ± 13

186 ± 35

157 ± 21

76 ± 5

58 ± 12

33 ± 8

30+4

0

33

47

70

75

88

91

95

95

• Se obtuvieron diferencias significativas enirc los grupos tratados y el promedio de los testigos por un análisis de varianza
F = 1072 y por lo tanto se aplicó la prueba de comparación múltiple de "1 ukev-Kramer, P < 0 001.

' promedio de dos experimentos ± error estándar
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Fig. 1 Vías metabólicas de agentes xenobióticos en las plantas, los animales y el
hombre (Sandermann 1988)
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Fig. 2 Esquema propuesto para el metabolismo y la "excreción local" de agentes
químicos ambientales en células vegetales (Higashi 1988).
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Fig. 3 Fórmula química de la clorofila a y de la clorofilina
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Fíg. 4 Fórmula química del Dimetoato (Folimat)

Fig. 5 Fórmula química del Paratión metílico (Fotidol)
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Fíg. 6 Vias metabólicas del Dimetoato (Polimat)
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Fig. 7 Vías metabólicas del Paratión metílico (Folidol)
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Fig. 8 Fórmula química de la anilina 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP)

NH
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m-Fenilediamina

Fig. 9 Fórmula química de la anilina m-fenilendiamina (m- PDA)
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CÉLULA MICROBIANA
(INDICADOR GENÉTICO)

Fig 10 Modelo común para la activación vegeta! de la amina aromática, m-fenilen diamina
(/n-PDA) ( Piewa etai. 1993)
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Fig . 11 Fórmula química de la amina aromática 2-amino fluoreno (2-AF)
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Inhibición inducida pora) díetildttiocarfaamato (DEDTC)de la
|activacíón de la mPDA por células de cilantro (Coríandmm satívum)
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