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RESUMEN

El crecimiento poblacional genera necesidades alimenticias proporcionales, lo
que plantea problemas basicos de aumento en la produccion agricola. Sin embargo,
por la accion de diferentes plagas (maleza, nematodos, roedores, etc), se pierde
anualmente gran parte de la produccién mundial durante el crecimiento, la recoleccion
y el almacenamiento. Uno de los problemas que mas afecta los cultivos es la maleza,
la cual entra en competencia por el agua, la luz y los nutrientes, lo que hace
indispensable el uso de herbicidas. Uno de los mas utilizados en la agricultura
mexicana es el tiocarbamico EPTC, para cultivos de: algodén, maiz, caha de azucar,
tomate, chicharo vy frijol. Estudios previos han mostrado que este plaguicida después
de ser activado por el metabolismo de la raiz de Vicia faba, induce intercambio de
cromatidas hermanas en linfocitos humanos in vitro.

En este trabajo se investigd la capacidad metabdlica de Vicia faba para
bioactivar al herbicida EPTC es la induccion de dafio al ADN y los efectos citotoxicos en
linfocitos humanos de sangre periférica a través del ensayo de electroforesis unicelular
alcalina o ensayo cometa, empleando como sistema de activacion in vivo a la raices, las
cuales se expusieron al herbicida y sus extractos fueron aplicados a los linfocitos
humanos.

Se expusieron directamente a los linfocitos interfasicos con 1.5, 2.5, 5.0, 8.0 y
10.0 ug/mL de EPTC y con 400 ng/ml de Mitomicina C (MMC) como testigo positivo
directo, por 2 h, los resultados mostraron que el herbicida EPTC no produce efecto
genotoxico, células con poca longitud de la cauda (caudas pequenas) del cometa (4-16

um), de 2 al 8 % de linfocitos con cometas con dafio minimo al ADN (nivel 1). El
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analisis de varianza evidencié que no hubo diferencias significativas con relacion a los
valores del testigo negativo (RPMI1640), demostrando que EPTC no es mutageno
directo. La MMC indujo 22+3.6% de células con dano al ADN o con cometas, dentro
de los niveles 2 y 3, aumentd a 52+1.02 um la longitud de la cauda del cometa
(migracion del ADN) y no alteré la viabilidad linfocitaria.

Cuando las células se coincubaron con 20 ul de extractos de las raices de Vicia
faba tratadas por 4 h con EPTC y con etanol (3600 mg/L, como promutageno indirecto,
testigo positivo), se incremento significativamente la longitud de la cauda del cometa de
32 2.2 a 94 +2.2 um, la frecuencia de linfocitos con cometas del 21 al 82 % con
mayor dafno al ADN (en los niveles 2 y 3, caudas grandes), con respecto a la fraccion
S10. El dafo sobre el ADN mostré un comportamiento de concentracién-respuesta. El
etanol previa activacion metabdlica produjo aumento en la longitud de la cauda de 194 +
3.0 um, el 78 % de células con cometas, en los niveles 2-4 comparada con la S10. La
fraccion enzimatica S10 de la raiz de Vicia faba por si mismo no indujo efectos
genotoxico y citotoxico en las células humanas con respecto al valor del testigo negativo
(RPMI1640). El herbicida EPTC y el etanol no causaron efectos adversos sobre la
viabilidad de los linfocitos con y sin activacion metabdlica vegetal in vivo comparados
con los valores del testigo negativo y la fraccion S10.

Los resultados demostraron que el herbicida EPTC necesita del metabolismo de
la raiz de Vicia faba para producir dafo al ADN, lo cual corrobora que el sistema
enzimatico de la raiz del haba puede transformar al herbicida a productos muy reactivos
al ADN. Probablemente los sulféxidos del EPTC provoquen el daho al ADN ya que

tienen accion alquilante y son las formas activas del plaguicida.



I INTRODUCCION

Actualmente, los problemas de la contaminacion del aire, del agua y del suelo
son de caracter internacional, pero sobre todo en paises que reunen factores de
crecimiento industrial, poblacional y urbano como son: Brasil, ltalia, EUA, Inglaterra,
Japon, Francia, Chile, México, entre otras. Destacan las enormes y variadas cantidades
de productos quimicos liberados al ambiente que afectan su entorno e inclusive la salud
humana (Rico et al. 2000).

Uno de los agentes quimicos que alteran el ambiente son los plaguicidas
utilizados para el combate de plagas agricolas, de vectores de algunas enfermedades
transmisibles, de insectos y roedores, tanto en campos agricolas como en las casas.
Estos se han utilizado histéricamente aportando multiples beneficios econémicos e
industriales; sin embargo, cada dia la preocupaciéon es mayor acerca de los efectos
agudos y cronicos sobre la salud causan debido a la aspersion indiscriminada de estos
productos, implicando aspectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos (Keith
2001). La intoxicacién aguda, en especial por los organofosforados, se relaciona con
cancer, danos al sistema reproductor o alteraciones neuroldgicas (Ecobichon y Joy
1984, Ecobichon 2001, Keith 2001, Abou-Donia et al. 2002 ).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada ano entre 500,000
y 1 millén de personas se envenenan con plaguicidas y de 5,000 a 20,000 mueren. Al
menos la mitad de los envenenados y el 75 % de los que fallecen son trabajadores
agricolas, el resto lo causa el consumo de alimentos contaminados (OMS 1990).

La Organizacion de Agricultura y Alimentos (FAO) define a un plaguicida como:
“cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,

incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies no



deseadas de plantas o animales que causen perjuicios o que interfieren de cualquier
otra forma en la produccién, elaboracién, almacenamiento, transporte o
comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o
alimentos para animales o que pueden administrarse a los animales para combatir
insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos” (Harris 2002).

Durante 1995, en México el volumen de plaguicidas utilizados ascendio a 54,000
toneladas. Los cultivos que emplearon las mayores cantidades de estos productos
fueron maiz, hortalizas y algodén (INEGI 1998). En México se ha registrado un aumento
en ventas de plaguicidas; de 1995 al 2000, mientras que la importacion de plaguicidas
crecio un 28.2% (CCA 2002).

En diferentes paises se reportaron problemas en la salud humana causada por
plaguicida desde la década de los sesenta, cuando aun no habia control en su uso. En
el valle de Mexicali, Baja California, en 1988 se presentd una epidemia caracterizada
por nauseas, cefalea, dolor de abdomen que afectdé a una cuadrilla de agricultores
debido al metomil (Valdez et al. 2000).

En el Estado de Yucatan, los expedientes de 33 pacientes entre 1997 y 1998,
mostraron que la intoxicacién aguda por plaguicidas (IAP), no fue en agricultores como
era de esperarse (7 casos), sino por envenenamiento (26), lo que pone en evidencia el
problema que generan los agroquimicos (Duran y Colli 2000).

En 1998, un estudio realizado en el Valle de Mexicali, Baja California, revelo el
grave problema de salud que representa tanto el uso de los plaguicidas aprobados por
el gobierno como aquellos que no lo estan, observandose similitudes con datos
obtenidos en el Valle Imperial en el estado de California, EUA, ambos estados cuentan

con zonas de la alta produccién de algodén en el mundo. Los principales sintomas



fueron: nauseas, cefalea, diarrea e irritacion de la piel en la época de aspersion sobre
los cultivos, siendo los carbamatos (aldicarb y methonyl) y los organofosforados
(fosolén y metamidofos) los principales productos en el Valle de Mexicali (Montoya et al.
1981, IMSS 1995, Reppeto y Sanjay 1996, Valdez et al. 2000).

Tadeo et al. (2000) encontraron por cromatografia liquida de alta resolucion,
concentraciones importantes de residuos de diferentes herbicidas, como fenoxiacidos,
benzonitrilos, triazinas, cloroacetaminas, carbamatos, tiocarbamatos, entre otros, en
cereales, frutas y vegetales provenientes de los campos agricolas espanoles. Albero et
al. (2003) determinaron residuos significativos de organofosforados en jugos de frutas
provenientes de supermercados espafoles.

Estudios controlados en grupos expuestos a los insecticidas d-aletrina y piretrina,
demuestraron que ambos ocasionan alteraciones en la funcién respiratoria y bloqueo
de la acetilcolina (Rico et al. 2000).

Clements et al. (1997), describen dano sobre el ADN de la atrazina, metaloclor,
glifosato, metribuzin y 2,4-D amina, en eritrocitos del renacuajo de la rana Catesbeiana
utilizando la electroforesis unicelular alcalina.

Tennant et al. (2001) observaron que las triazinas, cianazina, atrazina y simazina
inducen dano al ADN en leucocitos de ratones in vivo, utilizando la técnica de
electroforesis unicelular alcalina.

Underger y Basaran (2002) y Grover et al. (2003) mostraron dafio en el ADN en
linfocitos de trabajadores ocupacionalmente expuestos a diversos plaguicidas

asperjados en los campos agricolas de la India y Turquia.



1. Clasificacion de los plaguicidas

Para los plaguicidas se utilizan diferentes tipos de clasificaciones, debido al
amplio numero de sustancias y combinaciones de los productos. Con frecuencia, se
catalogan segun su uso, es decir, el objetivo con el que se aplican y no desde el punto
de vista de los efectos sobre la salud humana; una segunda separacion es con respecto
al mecanismo de accion, por ejemplo los organofosforados, comparten la capacidad de
inhibir la enzima colinesterasa (Agencia de Proteccién Animal, EPA 1996). La OMS
propone la clasificacion en funcién de su riesgo para la salud la cual se revisa y
actualiza periodicamente, basandose en su comportamiento téxico en ratas de
laboratorio exponiéndolas por vias oral y dérmica se estima la dosis letal (LDso) para
producir muerte al 50% de los animales expuestos, separando de menor a mayor la
toxicidad en numeros del 1 al 4, sin embargo, especifica los efectos a mediano y largo
plazos de exposiciones moderadas que suelen ser habituales en condiciones normales
del uso de estos productos por los humanos (OMS 1990).

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) propone que deben investigar los
principios activos de los plaguicidas sobre la salud de las personas, de sus productos o
derivados del metabolismo que algunos pueden resultar mas téxicos (Harris 2002). Los
derivados ael metabolismo del principio activo del plaguicida tanto en animales como en
plantas puede dar como resultado un metabolito acumulable y/o eliminado, e inerte o
generar toxicidad (Plewa et al. 1984, Keith 2001, Abou-Donia et al. 2002).

Los plaguicidas de mayor importancia en México estan representados por los

organofosforados, los carbamicos y los tiocarbamicos (DGEIE 1995).



1.1. Herbicidas tiocarbamicos
Los herbicidas carbamicos son derivados del acido carbamico:
NH,-COOH

La adicién de grupos funcionales da origen a los carbamatos, tiocarbamatos y
ditiocarbamatos.
La sustitucion de un atomo de azufre en un oxigeno del acido da origen a los

tiocarbamicos.
NH,-COO-SH

Estos compuestos estan divididos en dos clases, los derivados S-alquilo 6 S-
benzilo, incluyen al cicloate, eptam ¢ EPTC, pebulate, tiobencarb, molinate y butilate y
los derivados S-cloroalil, el dialate, el trialate y el sulfalate (Fuerts 1987, WHO 1988,
Roberts 1998). Son compuestos con amplio uso en suelos agricolas y forestales,
inhibiendo el desarrollo de plantulas preemergentes de hierbas, de pastos anuales y
perennes (Fuerts 1987, WHO 1988).

La formula general de los tiocarbamicos es:

-
\2R3

R1 8



Donde R1 es un grupo alquilo unido al azufre, originando a los S-tiocarbamatos
6 en el oxigeno a los O-tiocarbamatos. R2 y R3 son dos grupos alquilo 6 un grupo
ciclico 6 un hexametileno (WHO 1988).

Estos herbicidas pueden ser liquidos 6 sélidos, no se ionizan a pH al normal del
ambiente, son altamente volatiles por lo cual necesitan de incorporarse rapidamente al
suelo, la mayoria son concentrados y absorbidos en la raiz con una eficiente
translocacion por los vasos del xilema, su degradacién en el suelo suele ser en forma
de sulfatos, sulféxidos y acido sulfénico (Devine y Vanden 1991, Roberts 1998).

Al investigarse la influencia de la estructura molecular con relacién a su eficacia
como herbicida, se ha comprobado que la prolongacién de la cadena unida al oxigeno
disminuye su actividad (Roberts 1998).

La penetracion de los herbicidas carbamicos es normalmente por absorcion a
través de las raices y de las hojas, su accién es mediante el bloqueo de la sintesis de
aminodcidos, lipidos, carotenoides, celulosa, folatos, asi como por la inhibicién de la

division celular y la fotosintesis (Roberts 1998, Zimdahl 1999).
1.2. Toxicidad de los herbicidas tiocarbamicos
1.2.1. En plantas

Los herbicidas tiocarbamicos alteran varios procesos bioquimicos tales como la
fotosintesis, la respiracion, la biosintesis de lipidos (suberina y cutina); inhiben la
enlongacion de los acidos grasos (excepto la enzima acetil-CoA carboxilasa), de

isoprenoides (cuareno precursor de giberelinas) y de flavonoides en la raiz, en el tallo
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y en las hojas (Still et al. 1970, Kolatokudy y Brown 1974, Karunen y Wilkinson 1975,
Fuerts 1987, Roberts 1998, Baldwin et al. 2003). Bloquean la sintesis de proteinas y
de acidos nucléicos in vitro e in vivo en diferentes especies vegetales (Mann et al.
1965, Moreland et al. 1969, Ebert 1980, Weisshaar y Boger 1987, Wilkinson 1987,
Zimdahl 1999). Los meristemos apicales son los mas afectados por estos herbicidas,
asi como los intercalares cercanos al nddulo del coledptido impidiendo el desarrollo de
las hojas primarias y dé la raiz, este proceso se debe al bloqueo de la division y de la
elongacion celular (Ebert 1980, Ashton y Grafts 1981, Zimdahl 1999).

Se ha observado que los herbicidas dialate y trialate inducen anormalidades
cromosoémicas, alteraciones en el nucleo, agrupamiento del material cromosémico,
microntcleos, puentes anafédsicos y detencién de la division celular en células
meristematicas (Banting 1970, Hepler y Yackson 1989).

Los herbicidas molinate y butilate producen aberraciones cromosoémicas en
células de la punta de la raiz de Vicia faba (Gémez-Arroyo et al. 1992). En presencia
del metabolismo tanto in vivo como in vitro de Vicia faba el butilate y el molinate
inducen significativamente el intercambio de cromatidas hermanas (ICH), en linfocitos
humanos en cultivo, estimulan la cinética de proliferacion celular (CPC) y alteran los
indices de replicacion (IR) y mitético (IM) (Calderén-Segura 1998, Calderén-Segura et
al. 1999).

Al realizar el ensayo de Ames en Salmonella typhimurium cepas TA98 y TA100
aplicando los herbicidas EPTC y Asulam de manera directa y al aplicar la fraccion
enzimatica S9 de Nicotiana tabacum 'y S9 de higado de rata, se obtuvieron resultados
negativos tanto en forma directa como cuando son aplicados ambos metabolismos

(Coballase-Urrutia 1997). Los mismos plaguicidas producen un aumento significativo



de ICH en células meristematicas de Vicia faba y en linfocitos humanos en cultivo en
presencia del metabolismo de Vicia faba (Rosales 1998, Luna-Martin del Campo

2000).

1.2.2. En animales

Los plaguicidas entran al sistema bioldgico animal siguiendo los siguientes
pasos: 1) absorcion: oral, dérmica o inhalacién, 2) distribucion en los tejidos
(disposicion); 3) reaccion con proteinas y tejidos; 4) transformacion enzimatica y no
enzimatica y 5) excrecion (Ecobichon 2001, Abou-Donia et al. 2002).

La toxicidad de este tipo de herbicidas ha sido estudiada en ratas a las que se
administré dialate, trialate, pebulate y molinate (0.5 a 200 mg/kg), los sintomas
observados son anorexia, hipersalivacion, lagrimeo, piloereccion, hipotermia,
depresion, fibrilacion muscular, incoordinacién, convulsiones, pardlisis respiratoria,
dilatacién vascular en el cerebro, cerebelo, visceras, hemorragia meningial, dano
gonadal y cambio en la estructura de los espermatozoides (Akulov et al. 1972, IARC
1976, Ecobichon 2001). En ratas y cobayos expuestos a dosis letales del herbicida
dialato se observd ausencia de coordinacion y la muerte por paralisis respiratoria dos
horas después de su aplicacion (Doloshitsky 1969).

Rebrin y Aleksandrova (1971) reportaron 20% de mortalidad en ratas
inyectadas durante cuatro meses con 232 mg/kg de cicloato y en los conejos por via
dérmica de 115 mg/kg/dia se observé hipertermia y edema en la piel (Medved e

Ivanova 1971).



El herbicida EPTC considerado como medianamente toxico por la OMS, tiene
efecto inmediato en el sistema nervioso al inhibir reversiblemente la enzima
acetilcolinesterasa (AchE), el exceso del neurotransmisor evidencia clinicamente una
paralisis del musculo esquelético y/o debilidad muscular generalizada, asi como
sofocacion respiratoria por la paralisis del diafragma y el musculo intercostal
(Ecobichon 2001, Abou-Donia et al. 2002).

Durante dos meses la administracion de 3.6 mg/kg/dia de molinate a ratas
macho jovenes no causando efecto en su fertilidad pero si provocé alteraciones a sus
espermatozoides, al aparearse con hembras normales se produjo reabsorcién
embrionaria, por lo que se supuso un efecto letal dominante, provocando muerte
posnatal (Voytenko y Medved 1973, Anina et al. 1975).

En seres humanos se ha encontrado un caso por intoxicacion, causada por
agua contaminada con molinate proveniente de los campos agricolas, la
sintomatologia registrada fue diarrea, nauseas, debilidad, escalofrio, dolor abdominal y
conjuntivitis, estos efectos desaparecieron al dejar de consumir el agua contaminada,
un analisis posterior del agua reveld una concentracion de 0.006 ppm del herbicida
(Minakawa et al. 1978).

Los casos en humanos son accidentales o intencionales y estan asociados mas
comunmente con la toxicidad aguda causada por carbamatos como aldicard, metomil
y propoxur (Ecobichon y Joy 1984); se registro el caso de un hombre de 39 afios que
ingirio 500m| de Sevin-80 (80% concentrado de carbaryl) y murié 6 horas mas tarde, el
andlisis de los tejidos vy fluidos reveld las siguientes concentraciones en ppm, fluido
estomacal (2.5), contenido estomacal (148), contenido intestinal (176) sangre (14),

higado (29), rifon (25) y orina (31) (Forago 1969).



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

herbicidas tiocarbamicos.

El dialato y el trialato se comportan como mutagenos en Streptomyces
coelicolor y en Pellargonium, producen aberraciones cromosoémicas e intercambios de
cromatidas hermanas (ICH) en células de ovario de criceto dorado in vitro dando
resultados positivos en el ensayo de linfoma en ratones con activacion metabdlica
animal (S9) (Carrere y Morpurgo 1981, Douglas et al. 1981, Sandhu et al 1984).

Innes et al. (1969) mostraron que el dialato causa tumores en higado, pulmén y
estébmago en ratas y ratones machos expuestos a 100 mg/kg, mientras que el sulfalato
administrado a ratones y ratas hembras induce tumores en glandulas mamarias
(WHO 1988). El vernolate y el butilate causan mutaciones letales recesivas ligadas al
sexo en Drosophila melanogaster (Murnik 1976).

El potencial de inhibicion de pesticidas carbamicos en receptores neuronales
nicotinicos de rata depende de la combinacién de las subunidades o y B, como es el
caso del receptor 044 donde el potencial de inhibicion tiene el siguiente orden:
fenoxicarb > EPTC > carbaril, bendiocarb > propoxur > aldicarb (Smulders et al. 2003).

Gonzélez et al. (2003) mostraron dafno sobre el ADN en células ovaricas de
criceto dorado (CHO), expuestas al el ditiocarbamato zineb y al azurro (nombre

comercial).



Zimmerman et al. (2004) encontraron que los sulféxidos provenientes del
metabolismo del molinato, vernolato, etiolato y EPTC producen aductos S-(N,N-
dialquilaminocarbonil) en hepatocitos a nivel de cisteina y serina en ratas inyectadas

con 100 mg/kg diarios por 5 dias.
3. Metabolismo de los tiocarbamicos

Diversos estudios han corroborado que algunos agentes quimicos inducen
directamente modificaciones en el ADN, en tanto que otros requieren del metabolismo
realizado por la fracéién microsémica S9 de las células hepaticas de mamiferos o de
enzimas vegetales para activarse y provocar el dano (Gentile et al. 1982). A estos
agentes quimicos que requieren de la activacion metabdlica para ejercer dano al
material genético se les denomina promutagenos o mutagenos indirectos (Plewa et al.
1984a, 1988b). El termino activacion vegetal denota el proceso por el cual un agente
quimico no mutagénico es transformado por la accién enzimatica de una planta en
mutageno (Plewa 1978, Plewa et al. 1993). Tanto en plantas como en animales,
diversas enzimas que intervienen en el metabolismo de los plaguicidas se localizan en
el reticulo endoplasmico (Veleminsky y Gichner 1988), sin embargo en los vegetales
algunas enzimas que participan en la activacion mutagénica ademas de detectarse en
este organelo se les encuentra en el citoplasma y en la pared celular (Sandermann
1992, Werck-Reichhert y Feyereisen 2000, Dixon et al. 2002).

El metabolismo de los plaguicidas y otros xenobidticos en las plantas ocurre en
tres fases en contraste con las dos fases en animales. . La fase | del metabolismo es

la mas importante del herbicida y es el factor de selectividad ya que es muy comun la



activacion o incremento de su fitotoxicidad. La conjugacion del herbicida en la fase |l

usualmente resulta baja actividad fitotoxica remanente de la reaccion en la fase |.

Ejemplos de esta activacion se dan con EPTC, paration y ésteres de acidos organicos.

La fase lll del metabolismo es particular de las plantas, en esta fase el conjugado es

convertido en un conjugado secundario insoluble (Sandermann 1982). La descripcion

general de las tres fases se muestra en el cuadro | y en la figura 1, indicando las rutas

del metabolismo de los tiocarbamatos en plantas (Shimabukuro et al. 1981, 1982,

Shimabukuro 1986, Grover y Cesna 1991).

Cuadro |. Generalidades de las fases del metabolismo de los plaguicidas en las

plantas (Shimabukuro 1986)

Caracteristicas Pr.o;:‘m'adad Fase | Fase Il Fase lll
inicial
Conjugacion
secundaria o
o — Oxidacion incorporacion
Reaccion oM Reduccion Conjugacion hacia el interior
patréon ST ;
Hidrdlisis de polimeros
(residuos
insolubles)
Solubilidad Lipofilica Amofilica Hidrofilica HiarsHhcs.
insoluble
5 Movilidad | Modificadac | ;iaga 6 »
Translocacion : movilidad Sk Inmovil
selectiva : inmovil
reducida
Modificada 6 Muy
Toxicidad Toxica ligeramente reducida No toxica
toxica 6 no téxica
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3.1. Reacciones de fase |

Esta fase incluye reacciones no sintéticas tales como oxidacion, reduccion e
hidrdlisis que modifican el compuesto original, dichos procesos son catalizados por
oxigenasas de funcion mixta (MFO), que insertan un atomo de oxigeno a partir de Oz
para producir agua. Este complejo enzimatico son las proteinas citocromos P-450 (Cit
P-450), dividido en tres componentes principales: flavoproteina (NADPH-citocromo P-
450 reductasa), fosfolipido (fosfatidilcolina) y hemoproteina (Cit P-450) cuya funcién es
de oxidasa terminal, son analogos al Cit‘ P-450 de la fraccién microsémica de higado
de rata y en plantas se han detectado gran variedad con alta especificidad a los
sustratos (Higashi et al. 1981, Higashi 1988, Werck-Reichhart et al. 2000, Morant et al.
2003). La nicotinamida dinucledtido fosforilada reducida (NADPH) es la mejor fuente
de electrones para la reduccion de la Cit P-450 (Frear et al. 1969, Higashi et al. 1981,
Werck-Reichhart y Feyereisen 2000). Este complejo enzimatico (Cip P-450) tiene un
papel importante en el metabolismo natural de la planta ya que interviene en la
formacion de metabolitos secundarios necesarios en los procesos de defensa al
elaborar antifedantes, en la reproduccion para atraer polinizadores, asi como en la
calidad del fruto (cascara, pigmento, tamano) (Verpoorte y Memelink 2002).
Actualmente, la biotecnologia para la produccion de Cit P-450 es una nueva
alternativa para la generacion de nutrientes y antioxidantes en las plantas (Morant et

al. 2003).



3.1.1. Reacciones de oxidacion

La reaccion de oxidacion del herbicida es la mas comun en las reacciones
primarias dando como resultado la desintoxicacion o la activacion del herbicida.

A parte del complejo MFO, también intervienen en este metabolismo oxidante
reacciones de peroxidasas y oxigenasas. La oxidacion en el atomo de azufre forma
sulféxidos de tiocarbamicos, que son mas solubles en agua, reactivos y toxicos que la
molécula original. Los sulféxidos son capaces de reaccionar con los sulfidrilos y son
potentes agentes carbamilantes de los grupos tioles del glutation (GSH), de la
coenzima A (CoASH) y de otros componentes tisulares (Casida et al. 1974, Hatzios y
Penner 1982, Shimabukuro 1986, Gray 1991, Quistad et al. 1994, Staub 1995,
Veverka et al. 1997, Zimdalh 1999). La S-oxigenacion del EPTC en microsomas
hepaticos del pez rayado Morone saxatilis depende del medio donde se encuentre, en
el agua dulce el EPTC es S-oxigenado en un proceso que involucra actividad de
monoxigenasas, en contraste en el agua salada el EPTC -S-6xido y EPTC-sulfona son
constituidos en un proceso independiente de la actividad monoxigenasas e involucra el
papel de cooxidacién de acidos grasos (Cashman y Olsen 1989).

La reaccion general de oxidacion de los tiocarbamatos en las plantas es:

Enzima microsémica
MFO ¢ peroxidasa

RSC(O)NR1R2 ——  » RS(0O)C(O)NR1R2
Tiocarbamato NADPH Sulféxido tiocarbamato
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3.1.2. N-desalquilacion

Es una reacciéon oxidante frecuente en el metabolismo de los herbicidas,
considerada de desactivacion sin embargo, en otros herbicidas se producen derivados
muy toxicos, estas reacciones involucran la eliminacién de un grupo metilo o alquilo
cercano al atomo de nitrégeno, también es catalizada por el complejo MFO formando
un producto inestable, el N-hidroximetil (Casida et al. 1974, Adams y Lee 1983, Hubell

y Casida 1977).

Enzima microsémica
(MFO)
RSC(O)NR1R2 ——® RS(O)C(O)N-H-R2
Tiocarbamato N-desalquilacion

3.1.3. Formacion de sulfonas

La transformacion de los sulféxidos tiocarbamatos dan origen a las sulfonas que

son muy inestables y de vida corta (Shimabukuro 1986).

3.2. Reacciones de fase Il

Incluye la sintesis o formas conjugadas de metabolitos que son desactivados
por la unién de una molécula hidrofilica endégena como glucosa, malonato, glutation o

lignina. La conjugaciéon es el mecanismo de desintoxicacion del herbicida,
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incrementando su polaridad o la de sus metabolitos lo que hace mas dificil su
aislamiento y caracterizacion (Shimabukuro 1986, Sanderman 1988, Coleman et
al.1997). El sustrato principal es el glutation (GSH) que esta presente en todas las
células vegetales y en las animales en su forma reducida, el grupo estructural
sulfihidrilo (SH) de la cisteina es el mas importante en la interaccion con los sulfoxidos
tiocarbamicos y los xenobidticos (Lamoureux y Rusness 1981, Ezra y Gressel 1982,
Shimabukuro 1986, Anders et al. 1992).

ElI GSH, la cisteina y la glicina cuya funcion es la degradacion de los sulfoxidos
tiocarbamicos, son auxiliados por el complejo enzimatico glutation-S-transferasas,
enzimas citosolicas que catalizan el ataque del glutation que rompen el enlace
carbonilo y transfieren el grupo carbonilo de los sulféxidos al GSH, dependientes de
NADPH. Por lo que en estudios con antidotos para plantas de cosechas se incrementa
el GSH para la inactivacion de metabolito téxico (Ezra y Gressel 1982, Huckle y
Milburn 1982, Mozer et al. 1983, Shimabukuro 1986, Dixon et al. 2002).

La reaccion de conjugacion de los sulfoxidos tiocarbamicos en plantas se

engloba en la siguiente reaccion:

GSH-S-T
RS(O)C(O)NRH1 R2—>Glutatién S(O)C(O)N productos divididos
Sulféxido GSH-SH
Tiocarbamico

+

Acido sulfénico + CO2



3.3. Reacciones de fase lll

Los metabolitos conjugados de la fase |l pueden ser polimerizados o
incorporados dentro de organelos celulares como las vacuolas, en la pared celular y
en otros constituyentes citoplasmaticos, uniéndose a moléculas especificas como
ligninas, taninos, pectinas y polisacaridos u otros componentes vegetales (Lamoureux

y Rusness 1983, Sanderman 1988, Coleman et al. 1997).

4. Metabolismo del EPTC

ElI EPTC es rapidamente degradado en el suelo por los microorganismos en tiol,
residuos amino y CO,. EI EPTC es rapida y eficientemente degradado a sulféxido y su
sulfona o puede ser hidrolizado en dos grupos propilo: 1-hidroxipropil que es inestable
y se transforma en N-dipropil-EPTC y propionaldehido. ElI N-dipropil-EPTC es
subsecuentemente hidrolizado a la forma acida S-etil carbonoico formandose
probablemente CO, y metanetiol (figura 2) (O’keefe et al. 1987).

La biotransformacién del EPTC se ha mostrado con Rhodococcus sp. cepas
TE1 y N186/21 con el plasmido pBS303, que cuentan con los genes eptA 'y thcB que
codifican para las enzimas de las reacciones metabdlicas N-desalquilacion y de las
citocromos P-450 (Shao y Behki 1993, Nagy et al. 1995).

El EPTC mezclado con sales sodicas provoca disminucion en la flora

microbiana del suelo (Stiles et al. 2000).
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4.1. En plantas

El primer paso en el metabolismo del EPTC en plantas superiores (como el
maiz) es la oxidacion a sulféxido o sulfona (Carringer et al. 1978). El sulfoxido del
EPTC puede reaccionar enzimaticamente con el glutation y formar su conjugado.
Estudios /in vivo han mostrado que el glutatién y la cisteina se conjugan en el maiz,
produciéndose N-mélonilcisteina conjugada (Lamoureux y Rusness 1983)

Los metabolitos secundarios, malonilcisteina y acido tidlico del EPTC, son
detectados en algodén y maiz, en la figura 3 se muestra la ruta del metabolismo del
EPTC en estas plantas (Roberts 1998).

El sulféxido del EPTC inhibe la enzima aldehido deshidrogenasa (ADH) de la
mitocondria (responsable de la conversién de acetaldehido a acetato) provocando la

fitotoxicidad (Shimabukuro et al. 1982, Shimabukuro 1986, Staub et al. 1999).

4.2. En animales

Con la fracciéon microsdmica S9 de ratéon macho albino se han mostrado las tres
fases del metabolismo del EPTC, (1) la oxidacion del atomo de azufre, (2) la
hidroxilaciéon del grupo etilo y (3) la hidroxilacion del grupo propilo, siendo el principal

metabolito el sulféxido EPTC (Figura 4) (Hoogenboom 1995, Roberts 1998).
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5. Sistemas de prueba

Son varias las especies que se emplean como biomonitores de genotoxicos
quimicos: Tradescandia paludosa, Allium cepa, Vicia faba, Zea mays, Hordeumn
vulgare, Crepis capillaris, Lycopersicon sculentum, de las cuales los mas utilizados
son Allium cepa 'y Vicia faba (Grant 1994). Las células somaticas de la punta de raiz
de Vicia faba son comunmente empleadas para detectar el dano cromosomico por
agentes quimicos ambientales (Kihiman 1971).

Con el fin de detectar los efectos genotdxicos provocados por la gran variedad
de mutagenos tanto fisicos como quimicos, se han desarrollado diversos sistemas de
evaluacion del dafio genético. Diversos de ellos han sido empleados para evaluar el
dano inducido al ADN como son: las aberraciones cromosomicas, aductos,
intercambios de cromatidas hermanas (ICH), micronucleos y recientemente la
electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa (Singh et al. 1988, Tice et al. 2000).

La electroforesis unicelular alcalina se ha adaptado en genética toxicologica, en
los estudios de biomonitoreo humano para detectar directamente el dafio del ADN
provocado por diversos agentes fisicos y quimicos ademas, ofrece un método
adecuado para detectar mutagenos y carcindgenos ambientales en linfocitos humanos

(Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000)

6. Electroforesis unicelular alcalina

Se han desarrollado diversas pruebas para detectar dano al ADN, desde las
bioquimicas, espectrofotométricas y las basadas en sedimentacion de ADN danado,

pero todas tienen el problema de alto costo, dependiendo de el grado de sensibilidad y
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del tiempo que se debe de invertir (Prieto y Llépiz 1999). La electroforesis unicelular
alcalina es una prueba rapida y de bajo costo y con una elevada sensibilidad muy
grande lo que permite detectar rupturas de cadena simple y sitios alcali labiles. Se
utiliza para monitoreo ambiental y analisis de sensibilidad a radiaciones (Prieto y
Llépiz 1999, Valverde et al. 1999). La ecotoxicologia ha llevado a cabo con esta
técnica experimentos con células de diferentes organismos como, plantas, anélidos,
moluscos, peces, anfibios y mamiferos (Cotelle y Férard 1999).

La técnica de la electroforesis unicelular o ensayo cometa ha resultado una
herramienta util en la determinacion de rupturas sencillas y en los sitios labiles en el
ADN de células de eucariontos. Las modificaciones con relacion al pH de las
soluciones de lisis y electroforesis que Singh et al. (1988) hicieron a la técnica
desarrollada por Rydberg y Johanson (1978), optimizaron la desnaturalizaciéon del
ADN vy la migracién de los fragmentos, aumentando la sensibilidad en la deteccion del
dano al material genético.

El dano al ADN es considerado como uno de los principales eventos de
iniciacion para enfermedades como el cancer, que pueden deberse a factores
quimicos, fisicos y biolégicos. Las maodificaciones en la estructura quimica del ADN
causantes de dano pueden ser cambios en el sitio de una base o pérdida de éstas
(sitios apurinicos y apirimidicos), el entrecruzamiento de cadenas de ADN ¢ bien
rompimientos de una o dos hebras. Sin embargo, las células tienen la capacidad de
reparacion, que depende de la estructura, nivel de dano y la frecuencia de dafos en el

genoma (Moustacchi 2000).



I JUSTIFICACION

El herbicida tiocarbamico EPTC 6 eptam es considerado medianamente téxico,
debido a las reacciones agudas que genera como: hipersalivacion, lagrimeo, hipotermia,
depresion, fibrilacion muscular, dilatacion vascular en el cerebro. Su efecto inmediato es
sobre el sistema nervioso al inhibir reversiblemente a la acetilcolinesterasa (AchE),
(Akulov et al. 1972, IARC 1976, Ecobichon 1996, 2001). Asi mismo, no solo la molécula
original del EPTC ocasiona efectos adversos en la salud sino también sus derivados
metabdlicos, que son almacenados en diferentes estructuras vegetales después de su
biotransformacion, resultan un riesgo adicional, ya que al ser ingeridos por los animales
o por el hombre pueden causarles alteraciones en el funcionamiento de diferentes
organos como pulmones y cerebro (Ecobichon 2001).

En México, el EPTC se aplica en los cultivos de cereales, frutas y verduras,
plantas que tienen un papel importante en la dieta del hombre.

La apertura de los aranceles por los tratados de comercio y demanda de uso de
estos agentes quimicos en los campos agricolas mexicanos crea la necesidad de
regular su uso.

Tomando en cuenta el riesgo que representa para la salud humana y animal ya
sea de manera directa o indirecta, en este trabajo se investigo el papel del metabolismo
de la raiz de Vicia faba en la biotransformacién del plaguicida en un promutageno en
linfocitos humanos de sangre periférica, usando como sistema de evaluacién
genotodxica y/o dano sobre el ADN al ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina,
que es un método adecuado para detectar agentes genotdxicos y/o carcinégenos

ambientales (Tice et al. 2000).



1 OBJETIVOS

1. Evaluar el danho genotéxico en forma directa en los linfocitos periféricos humanos in
vitro causado por la exposicion al herbicida tiocarbamico EPTC a diferentes
concentraciones mediante el ensayo de electroforesis unicelular alcalina o ensayo

cometa.

2. Determinar que el herbicida EPTC es un promutageno activado a través del
metabolismo vegetal de las raices in vivo de Vicia faba, utilizando como prueba del

efecto genotdxico el ensayo cometa en linfocitos humanos de sangre periférica.

3. Analizar la accion citotéxica del herbicida EPTC en los linfocitos in vivo con y sin

activacion metabdlica.
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IV HIPOTESIS

1. Si el herbicida EPTC ha mostrado ser un promutageno activado por la fraccion S10
de las raices de Vicia faba, al provocar intercambio de cromatidas hermanas en
linfocitos humanos en cultivo, entonces este mismo efecto se evidenciara a través de
la induccion de rompimientos del DNA en linfocitos humanos de sangre periférica. A
medida que aumenta la concentracién del herbicida EPTC, se incrementara la

frecuencia de cometas y la longitud de sus caudas.



V. MATERIALES Y METODOS

1. Propiedades fisicoquimicas del herbicida EPTC

Compuesto 95% puro con férmula molecular CoH19gNOS, peso molecular de
189.3 g/mol, punto de fusion 127 °C/20mmHg, punto de congelacion inferior a los -30
°C, presion de vapor 0.01 mPa (25 °C), densidad 0.9546 (30 °C), solubilidad en agua
375 mg/L (25 °C), miscible en disolventes organicos e hidrolizado en soluciones de
acido fuerte (pH 1) a un derivado inactivo; liquido aromatico de color amarillo cuyo
nombre comun es EPTC 6 eptam vy el establecido por las normas de la IUPAC es S-

etildipropiltiocarbamato y con CAS RN [754-94-4] (Tomlim 1994).

2. Aplicaciones

Su modo de accion es sistémico selectivo absorbido por la raiz y el coledptilo de
las plantas, con translocacion acropétalo por tallos y hojas inhibiendo el crecimiento de
tejido meristematico. Su uso puede ser anual o perenne especialmente en la maleza,
como en Cyperus spp, hierbas de hojas anchas en los cultivos de papas, frijol,
chicharo, leguminosas, canfa de azucar, alfalfa, algodén, maiz, lino, fresa, girasol,
citricos, almendras, plantas ornamentales, nuez, pifas y otros. De aplicacion pre-
emergente con incorporacion en el suelo, compatible con otros pesticidas como el
diclormid, se absorbe en los suelos secos y se lixivia por medio de la lluvia. Se

degrada por la accién de microorganismos (Tomlim 1994).



3. Toxicologia en mamiferos

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) clasifica al eptam 6 EPTC
como medianamente toxico (en el nivel Il) y la Agencia de Protecciéon al Ambiente
(EPA) en el nivel lll; la sintomatologia presentada en los casos registrados mas
frecuentemente suelen ser vomito, diarrea, debilidad muscular, irritacion moderada de
ojos, piel y el tracto respiratorio, salivacion, bradicardia, hiperreflexia, taquicardia,
relajacion de esfinteres, lagrimeo, rinorrea, entre otros. La LDsp oral en ratas es > 200
mg/kg.; cutanea en ratas >2000 mg/kg, en conejos 1000 mg/kg. La LCso (4 h) por
inhalacion en ratas machos es de 4.3 mg/l y en ratas hembras es de 3.8 mg/l (Tomlim
1994).

La LCso de el EPTC en la codorniz blanca es de 20,000 mg/kg por siete dias,
en peces trucha arcoiris de 19 mg/l y en el pez luna de 14 mg/l ambos peces por 96 h

(Tomlim 1994).

4. Electroforesis unicelular alcalina

El ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina es un método adecuado
para detectar agentes genotodxicos y/o carcindgenos ambientales. Este ensayo utiliza
suspensiones celulares mezcladas con agarosa de bajo punto de fusiéon para formar

un gel que tenga soporte sobre un portaobjetos con una capa de agarosa de fusion

[95)

(V%)



normal y se lisan en una solucion con alta concentracion de sales y detergentes para
eliminar la membrana celular, el citosol y el citoesqueleto. Posteriormente, se colocan
en una camara de electroforesis con amortiguador alcalino para permitir el
desenrrollamiento del ADN, se aplica una corriente eléctrica que induce la migracion
de los fragmentos dafados con direccion al anodo y finalmente se neutralizan los
geles, que pueden ser conservados utilizando metanol absoluto frio para su posterior
analisis (Woods et al. 1999). El gel es tenido con un colorante fluorescente como el
bromuro de etidio (Ostling y Johanson 1984, Ostling et al. 1987, Singh et al. 1988,
Anderson et al. 1998), cuando el ADN tiene rupturas, los fragmentos producidos al
desplazarse forman una imagen similar a un “cometa” con cabeza y cauda, la cabeza
es el nicleo de la célula y la cauda los fragmentos de DNA danado (imagen 1, A); si
las células no presentan daho tienen nucleos intactos, sin cometas (imagen 1, B)
(Singh et al. 1994, Ashby et al. 1995). Ademas de la longitud de la cauda, existe el
parametro denominado “momento de la cauda” referido como cantidad relativa del
ADN vy se calcula obteniendo el producto de su longitud y la intensidad de la misma
(Hellman et al. 1995). El tamano de la cauda (migracion del material genético) se
relaciona con la cantidad de dano estableciéndose una relacién dosis-efecto (Olive et
al. 1990). Este ensayo evalua la diferente sensibilidad de las poblaciones celulares,
induccion de la apoptosis, resistencia y cinética de reparacion del ADN (Rojas et al.

1999, Tice et al. 2000).
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Imagen 1. Nucleos de linfocitos humanos: células sin

dafio (A), células con dafo (B) al ADN (cometas).

5. Aislamiento de linfocitos humanos de sangre periférica

Se tom6 una muestra de sangre periférica de un donador sano con una jeringa
heparinizada, la cual se centrifugdé a 2500 rpm por 30 minutos en dos tubos de
centrifuga, la fase intermedia blanca correspondiente a los linfocitos fue aislada y
transferida a tubos de centrifuga estériles con 3 ml de solucién de Hank’s (Gibco);
posteriormente, se pasaron con un pipeta Pasteur estéril a otros tubos con 5 ml a un
gradiente de Ficol (Gibcol, se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos.

Se transfirio la fase blanca a tubos estériles con 5 mL de solucioén salina de
Hank a un pH de 7.5 (Gibco), el botén celular se mezclé y se lavd dos veces con la

misma solucion y centrifugandose dos veces a 1200 rpm durante 10 minutos.
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Posteriormente se elimind el sobrenadante y se agregaron 5 mL de medio RPMI
1640 (Gibco) adicionando 5 ul de antibidtico penicilina-estreptomicina (Gibco) (1%) e

incubaron a 37 °C.

5.1. Cuantificacion de linfocitos humanos

Se tomaron 10 pl del botdn celular y se colocaron en la camara de Neubauer.

Se contd el total de células de los cuatro cuadrantes principales para determinar la

cantidad de linfocitos por mL de medio RPMI 1640 (Gibca) para obtener 250,000

linfocitos por tratamiento, aplicando la siguiente férmula:

N¢ linfocitos/mL = (total de células) (2) (10,000)

4

6. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determind antes e inmediatamente después de los
tratamientos con y sin activaciéon metabolica del plaguicida, 10 pl de células en
suspension fueron mezcladas con 10 pl de azul tripano (0.4 % en PBS) ( método de
exclusion). el porcentaje de viabilidad linfocitaria se determind en 100 células

continuas.



7. Tratamientos directos con el herbicida EPTC a linfocitos humanos

Se coincubaron 25 X 10* linfocitos (con una viabilidad mayor al 95%) con 1.5,
2.5, 5, 8 y 10 pg/ml de herbicida (disuelta en agua desionizada), a un volumen final de
500 pl, el testigo negativo fue el medio RPMI 1640 y el positivo, la mitomicina C (MMC

400 ng/ml) por 2 horas a 37 °C.

8. Activacion metabdlica in vivo

8.1. Obtencion de los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con

EPTC y etanol y su aplicacion a linfocitos humanos

Las semillas de Vicia faba (var. minor) se sometieron a imbibicion por 24 horas,
para después colocarlas entre dos capas de algodén humedecido con agua de la llave
para su germinacion en oscuridad, cuando las raices alcanzaron una longitud de 4 a 6
cm, 40 plantulas por tratamiento se introdujeron en las siguientes concentraciones:
100, 200, 300, 400 y 500 mg/l de EPTC durante 4 h en oscuridad y a temperatura
ambiente. Se empled como testigo positivo al etanol (EtOH, 98% de pureza, Sigma)
3600 (mg/l), que ha demostrado ser un promutageno en esta planta, el cual verifica la
capacidad metabdlica de Vicia faba, ya que logra incrementar significativamente la
frecuencia de ICH en células de criceto dorado tanto in vivo como in vitro (Takehisa et
al. 1982) y en linfocitos humanos en cultivo (Obe et al. 1986, Calderon-Segura 1993,
Gomez-Arroyo et al. 1995, Calderén-Segura et al. 1999). El testigo negativo fue solo

agua desionizada, ambos testigos estuvieron bajo las mismas condiciones



experimentales. Transcurrido el tiempo en oscuridad, las plantulas, se lavaron tres
veces con agua de la llave y con agua desionizada posteriormente, se cortaron 2 cm
de la raiz principal, se maceraron y homogeneizaron sin dejar fragmentos fibrosos, en
una solucion amortiguadora de fosfatos de sodio (NaH2PO4H,O y Na;HPO4H,0) 0.1 M
a pH=7.4, a temperatura de 4 °C. La relacion de volumen de la solucion amortiguadora
(ml) con el peso fresco de los cortes de raiz (g) fue de 1:1 (Takehisa et al. 1982).

El homogeneizado se ultracentrifugé por 30 min a 11,500 rpm a 4 °C. El
sobrenadante con los metabolitos resultantes del EPTC, del etanol y de la fraccion
enzimatica S10 (testigo negativo), se esterilizaron a través de un filtro miliporo de 0.45
um e inmediatamente después, los filtrados se utilizaron para los tratamientos y el
ensayo cometa (Takehisa y Kanaya 1983). Se ahadieron 20 pul de los extractos
resultantes a los linfocitos humanos aislados.

Los testigos negativos fueron:

a) 25 X 10* de linfocitos + RPMI 1640

b) 25 X 10* de linfocitos + RPMI 1640 + 20 pl de extractos de las raices

sumergidas en agua desionizada (fraccién microsomica S10)

El testigo positivo fue:

A) 25 X 10* de linfocitos + RPMI 1640 + 20 pl de extractos de las raices

tratadas con etanol (3600 mg/l).

El volumen final de los lotes experimentales fue de 500 ul, coincubandolos por 2
h a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se continud la técnica del ensayo cometa en los

tratamientos directos, incluyendo la evaluacion del dano del ADN.




9. Elaboracion de geles con monocapa de agarosa mas células con

tratamiento directo y previa activacion metabdlica

Los geles para la electroforesis unicelular alcalina, fueron preparados colocando
una monocapa uniforme de agarosa de fusion normal (NMA 1% Gibco) en PBS
(amortiguador de fosfatos con pH de 7.5 Gibco) dejando solidificar a temperatura

ambiente.

Después del tratamiento, todos los lotes experimentales se centrifugaron a 4000
rpm por 5 min, se eliminaron 450 ul del sobrenadante, se lavaron 3 veces con medio
RPMI 1640 (Gibco) a 37 °C y se agregaron 50 pl del medio RPMI, el botén celular se
mezclo, se tomaron 10 ul que se transfirieron a otro microtubo para analizar la
viabilidad linfocitaria que fue de 95%. Se tomo una mezcla de células (5X10°) de cada
concentracion del extracto y de los testigos y se transfirio a nuevos microtubos
anadiendo 75 pl de agarosa de bajo punto de fusion (LMPA 0.5% Gibco) a 37 °C.
Posteriormente, a los geles conteniendo las células se les colocaron los cubreobjetos
y se dejaron solidificar a 4 °C por 5 min, se quité el cubreobjeto por deslizamiento y se
adicioné 75 pl de LMPA (0.5%) manteniendo la preparacion a 4 °C por 5 minutos

(Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000).



9.1. Lisis celular

Las laminillas se colocaron en una solucion de lisis: 2.5 M de cloruro de sodio
(NaCl, Sigma), 100 mM de &cido etilendiamintetracético con dehidrato de sodio (Na;
EDTA. 2H;0, Sigma), 10 mM de hidroximetil-amino-metano (Trisma base Sigma) y
200 mM de hidroxido de sodio (NaOH, Sigma ) disueltos en 89 ml de agua
desionizada ajustando a pH 10.0 y aforando a 100 mL con 1% de Tritén-X (Sigma) y
10% de dimetil sulféxido (DMSO, Sigma) la solucién fue colocada en vasos de koplin a

4 °C por 1 hora (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000).

9.2. Electroforesis unicelular alcalina

Los geles se colocaron en la acomodaron de electroforesis con amortiguador
alcalino recién preparado (300 mM NaOH/1 mM EDTA a pH 13) durante 20 min para
desenrollar el ADN, a temperatura ambiente, el corrimiento electroforético se llevo a
cabo por 20 min a 25 volts y 300 mA (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000).

Transcurrido el tiempo de corrimiento los geles fueron lavados tres veces
durante5 min con un amortiguador neutralizante (Trisma base 0.4 mM, pH=7.5) (Rojas
et al. 1999, Tice et al. 2000).

A cada gel se le agregé 50 uL de bromuro de etidio (20 pg/ml) en oscuridad,
para tenir el ADN vy visualizar el dano (rupturas al ADN) (Rojas et al. 1999, Tice et al.

2000). Todos los pasos fueron llevados a cabo en luz amarilla.
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10. Determinacion del dano del ADN en linfocitos humanos

Para cada concentracién del plaguicida con y sin activacion metabdlica se
analizaron 25 células en cada laminilla, se determind en 50 células consecutivas la
frecuencia de células con y sin dafno al ADN (con y sin cometas), asi como el diametro
del nucleo, la longitud de la cauda y los niveles de dano sobre al ADN dentro de cinco
categorias: nivel 0= célula sin dafho (sin cometa); el nivel 1= 5-25 pm; nivel 2= 25-50
um; nivel 3= 51-100 y nivel 4 = 101 um, las observaciones se realizaron en el
microscopio de fluorescencia, con el objetivo micrométrico 40X, con filtros de
excitacion de 515-560 nm y de barrera de 590 nm.

Los geles fueron reetiquetados con una clave desconocida por el lector para

evitar prejuicios.

11. Analisis estadistico

En cada experimento se realizaron tres repeticiones cuyos valores se

compararon entre si, mediante una prueba “t” de student; posteriormente se aplicaron

analisis de varianza (ANOVA) y de comparacion multiple Newman-Keuls.
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V. RESULTADOS

1. Tratamientos directos con EPTC a los linfocitos humanos

Los tratamientos directos con 1.5, 2.5, 5, 8 y 10 pg/ml del herbicida EPTC, se
adicionaron a los nucleos de los linfocitos humanos por 2 h, mostraron resultados
negativos en la induccién de dano al ADN vy la longitud de la cauda (4 + 2.6 um) la
frecuencia de células con dafo al ADN (con cometas) correspondié a2 +2.0a 8 + 1.5
%, en la categoria 1, estando dentro de los intervalos reportados con respecto a los

valores del testigo negativo (RPMI1640), (Cuadro Il y graficas 1, 3y 5).

La mitomicina C (MMC, 400 ng/ml) aumentd significativamente la longitud de la
cauda del cometa a 52 + 1.02 um vy las células con dano al ADN a 22 + 6 %, presento
mayor proporcion de cometas en los niveles 1 a 3, al ser comparados con los valores
del testigo negativo (Cuadro Il y graficas 1, 3 y 5). La MMC no alter6 la viabilidad de

los linfocitos periféricos humanos in vitro (Cuadro Il y gréficas 1, 3y 5).

2. Activacion metabdlica in vivo por la raiz de Vicia faba
2.1Tratamiento con los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con

EPTC y etanol a los linfocitos humanos in vitro

Al coincubar los linfocitos humanos con los extractos de las raices de Vicia faba
(sistema de activacion metabdlica in vivo) tratadas con 50, 100, 200, 400 y 500 pg/l )
se incrementaron de 32 + 2.0 a 94 + 3.5 ym la longitud de la cauda, de 21 + 3.5 % a

82 +.1.7 % la frecuencia de células con dano al ADN (con cometas), con elevada



proporciéon de cometas en las categoriast a 3, obteniendo una relacion de
concentracion-respuesta (Cuadro Il y gréficas 2, 4 y 6).

Con el etanol previamente activado por la raiz de Vicia faba, se indujo 194 + 3.0
pm la longitud de la cauda y 78 + 2.4 % de células con dafo del ADN, con mayor
proporcion de cometas en los niveles 1-4 al ser comparados con fraccién S10 de la
raiz de Vicia faba sin tratamiento (Cuadro Il y gréficas 2, 4 y 6). La fraccion S10 no
produjo efectos genotodxico y citotéxico en los linfocitos humanos al ser comparada con

los valores del testigo negativo (Cuadro Il y graficas 2, 4 y 6).

3. Evaluacion del efecto citotoxico del EPTC y del etanol con y sin activacion

metabdlica por la raiz de Vicia faba

No se observaron diferencias significativas en los valores del porcentaje de la
viabilidad de los linfocitos tratados con EPTC y etanol con y sin activacion metabdlica
in vivo con relacién a los valores de la S10 y del testigo negativo (RPMI 1640) (Cuadro

Il'y gréficas 7 y 8).



VIl DISCUSION

Los plaguicidas son un grupo de agentes quimicos diversos usados como
fungicidas, nematicidas, acaricidas, insecticidas y herbicidas. México es un de los
paises en América Latina que en los ultimos anos ha incrementado el uso de estas
sustancias debido a la necesidad de aumentar su produccion agricola. Sin embargo,
muchos de estos agentes quimicos contaminan el suelo, agua, aire y afectan
directamente a los organismos, incluyendo los humanos.

En este trabajo se evalud la capacidad metabdlica de la raiz de Vicia faba para
bioactivar el herbicida EPTC como promutageno con inducciéon de dafio al ADN y
efecto citotoxico en linfocitos humanos de sangre periférica a través de la
electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa). Este ensayo ha mostrado ser una
prueba para medir la relacion entre dafo al ADN y la exposicién a genotdxicos
ambientales en animales y humanos, ademas esta técnica ofrece considerables
ventajas sobre otros métodos citogenéticos como son las aberraciones cromosémicas,
el intercambio de cromatidas hermanas y los micronucleos, debido a que no necesita
de células en cultivo (Tice et al. 2000).

Al aplicar directamente el herbicida EPTC a los linfocitos humanos se observo
gue no es un agente genotodxico directo en células humanas ya que los resultados
mostraron que no produce dafo al ADN. Esto concuerda con resultados obtenidos con
diferentes plaguicidas carbamicos (Gémez—Arroyo et al. 1995, Calderén-Segura et al.

1999, Luna-Martin del Campo 2000).
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Cuando los linfocitos humanos fueron coincubados por 2 horas con 20 pl de los
extractos de la raiz de Vicia faba tratadas con 50, 100, 200, 400 y 500 mg /I de EPTC,
se incrementd significativamente la longitud de la cauda del cometa, el porcentaje de
células con dafno al ADN y el grado o nivel de dano en comparacion con los valores de
la fraccion S10 con una clara relacion de concentracion-respuesta. Este efecto
muestra que el EPTC necesita del metabolismo de Vicia faba para producir
rompimientos de la hebra de ADN (Luna-Martin del Campo 2000).

La accién genotéxica del EPTC en los linfocitos humanos es similar a los
resultados obtenidos con los plaguicidas tiocarbamicos molinate y butilate después de
la activacion metabdlica in vivo por la raiz de Vicia faba induciendo intercambio de
cromatidas hermanas en linfocitos humanos periféricos in vitro (Calderon-Segura
1998, Calderén-Segura et al. 1999). De igual manera, los herbicidas ametrina y
metribuzina previa activacion metabdlica in vivo e in vitro por la raiz de Vicia faba en
linfocitos humanos en cultivo indujeron intercambio de cromatidas hermanas (Luna-
Martin Del Campo 2000, Flores-Maya et al. 2005) e incrementaron significativamente
la frecuencia de células con dafno mediante el ensayo cometa en linfocitos humanos
(Lépez-Gonzalez 2004).

ElI EPTC ejerce su mayor efecto herbicida después de la conversion metabdlica
a su derivado sulfoxido o sulfona (Owen 1991, Katagi y Mikami 2000). Este proceso
puede ser catalizado por el grupo de monoxigenasas dependientes del sistema
citocromos P-450 (Cit P-450) conocidas como oxidasas de funcién multiple (OFM) 6
probablemente a las peroxidasas que se encuentran en la raiz de Vicia faba (Blée
1998, Barret y Harwood 1998). La sulfoxidacion del EPTC representa el principal

mecanismo para generar intermediarios reactivos electrofilicos, los sulféxidos que
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quizas sean los agentes alquilantes son por lo tanto, los candidatos para interaccionar
potencialmente con el ADN (Casida et al. 1975). Otra manera potencial de dano de
estos productos metabdlicos es la posibilidad de unirse covalentemente a
biomoléculas que contienen grupos sulfihidrilos o tioles que pueden interferir con el
metabolismo de la coenzima A (CoA) u otros procesos bioquimicos. Su conjugacion
con el glutation (GSH) es un ejemplo de su reactividad quimica al interaccionar con el
sulfihidrilo, los conjugados CoA-sulfoxidos, pueden obstaculizar competitivamente
otras reacciones que utilizan la acetil CoA u otros intermediarios CoA (Lay y Casida
1976, Carringer et al. 1978, Hoogenbom 1995). También estos metabolitos pueden
inhibir la actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) en mitocondrias de
higado de ratones (Quistad et al. 1994). Se ha evidenciado que el sulféxido-EPTC
inhibe la elongacién de los &acidos grasos en las plantas (Baldwin et al. 2003).
Recientemente, se ha demostrado que este metabolito produce aductos en
hepatocitos de rata (Zimmermann et al. 2004). Sin embargo, Coballase-Urrutia (1997)
obtiene resultados negativos con los herbicidas EPTC y Asulam con y sin activacion
metabolica vegetal de Nicotiana tabacum y con la fraccion S9 de higado de rata
coincubados con Salmonella typhimurium cepas TA98 y TA100. Estos datos no
coinciden con lo obtenido en este estudio, probablemente esto puede deberse a las
diferencias en el metabolismo que realizan las enzimas de la fraccién S9 y las de N.
tabacum, mientras que las enzimas de Vicia faba, han mostrado activar diferentes
plaguicidas carbamicos en metabolitos capaces de interactuar con el ADN y producir
genotoxicidad en celulas humanas (Calderén-Segura et al.1999, Gomez-Arroyo et al

1995, Luna-Martin del Campo 2000, Lépez-Gonzalez 2004, Flores—Maya et al. 2005).
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La accion genotoxica directa de la mitomicina C (MMC) ha sido evaluada en
diferentes sistemas biolégicos in vivo e in vitro empleando distintos pruebas de
evaluacion de dano al ADN, indicando que es un agente inductor de aberraciones
cromosomicas, ICH, microntcleos , aductos y migracién del ADN por electroforesis
unicelular alcalina, siendo conocida su accioén intercalante ADN-ADN. Por tal motivo,
en el presente trabajo se utilizd la MMC (400 ng/ml) como testigo postivo que aumento
significativamente la longitud de la cauda del cometa y la frecuencia de células con
dano al ADN.

Para comprobar la capacidad metabdlica del haba, se utilizd como testigo
positivo al etanol (3600 ng/l), que incremento significativamente la longitud de la cauda
del cometa (migraciéon del ADN) la proporcién de cometas en los niveles de dano al
ADN 2y 3, al ser comparados con la fraccion S10 de la raiz de Vicia faba (sin
tratamiento) (Cuadro Il y Graficas 2,4 y 6). La activacion metabdlica vegetal del etanol
consiste en su transformacion a acetaldehido, esta reaccion de oxido-reduccion
involucra la participacion de la enzima alcohol deshidrogenasa dependiente de la
nicotinamida adenina dinocledétido (NAD) y en &cido acético por la aldehido
deshidrogenasa (ALDH) también dependiente de NAD, llevandose a cabo en las
mitocondrias y/o en el citoplasma (Obe y Ristow 1977). Se ha comprobado que el
principal metabolito es el acetaldehido sin embargo, pueden generarse radicales de
oxigeno reactivos los cuales se pueden unir covalentemente a ADN, proteinas y otras
biomoléculas complejas (grupos ribonucleétidos y desoxirribonucleétidos) en la célula,
formando aductos, aberraciones cromosémicas e intercambio de cromatidas
hermanas en células de mamifero (Fraenkel-Conrat y Singer 1988, Tuma y Casey

2003). Se han caracterizado diversos aductos del acetaldehido que podrian estar
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implicados en sus efectos mutagénicos y carcinogénicos en distintas lineas celulares
(Wang et al. 2000). Lo cual apoya los resultados genotoxicos obtenidos en el presente
estudio y confirma que el alcohol es un potente promutageno activado por Vicia faba
(Gomez-Arroyo et al. 1995, Calderén-Segura et.al. 1999).

El analisis de viabilidad de los linfocitos coincubados con el EPTC y etanol
con y sin activacién metabdlica vegetal por la raiz de Vicia faba mostré que no ejerce
efecto citotoxico ya que los datos son muy semejantes al ser comparados con los
valores del testigo negativo y de la fraccion S10 (Cuadro Il y Gréficas 7 y 8).

Los datos de la viabilidad de los linfocitos tratados con EPTC de manera directa
y previa activacion metabdlica in vivo por Vicia faba indicaron que el efecto citotdxico
no influye en la accién genotdxica del EPTC ya que no se encontré correlacion entre
ambas pruebas (Cuadro Il y Graficas 1 a 8). Este mismo efecto se obtuvo con los
testigos positivo directo (MMC) e indirecto, (etanol) con relacion al testigo negativo y a
la fraccion S10 (Cuadro Il y Graficas 1 a 8).

Los resultados de este estudio muestran que el EPTC requiere de la activacion
metabolica por la raiz de Vicia faba para actuar como promutageno y generar dano al
ADN en los linfocitos humanos in vitro (Lopez-Gonzalez 2004).

En los ultimos anos el uso de los plaguicidas carbamicos excede a las 20 000
toneladas asi mismo, se ha incrementado el riesgo de cancer, alteraciones
neuroldégicas, inmunoldgicas y reproductivas en la poblacion mundial (Lang 1993,
Woodroff et al. 1994), los estudios sobre sus efectos genotdxicos y/o mutagénicos
dados por la bioactivaciéon animal y vegetal deben ser investigados, mas aun cuando
hay evidencia de residuos de estos en frutos, cereales y hortalizas, y sugiera medidas

de regulacion para disminuir el riesgo en los animales y el ser humano.
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Vil CONCLUSIONES

e El herbicida tiocarbamico EPTC, es genotoxico indirecto que se activa a través
del metabolismo vegetal.

e  Se evidencia la capacidad metabdlica de la raiz de Vicia faba para transformar al
EPTC en metabolitos capaces de inducir dano significativo al ADN de los
linfocitos humanos periféricos, mediante la electroforesis unicelular alcalina.

e La mitomicina C (mutageno directo) y el etanol (previa activaciéon metabdlica in
vivo por Vicia faba) producen un incremento significativo de células con dano al
ADN, siendo mas potente el etanol, lo cual indica que son testigos positivos para
el ensayo cometa.

e E|I EPTC con y sin activacion metabdlica vegetal in vivo por la raiz de Vicia faba
no disminuye la viabilidad de los linfocitos por ello no es un herbicida citotéxico.

e La fraccidon enzimatica S10, no induce dano al ADN ni citotoxicidad en los

linfocitos humanos in vitro.
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Cuadro Il. Evaluacion del dano al ADN en linfocitos periféricos humanos, inducidos por el herbicida
tiocarbamico EPTC con y sin activacion metabdlica in vivo por la raiz de Vicia faba mediante
electroforesis unicelular alcalina®.

% células  Longitud de

condafioal lacauda % Niveles de dafio al ADN ihaad
celular
ADN (bm)
“X=+SE
X=SE __ X+SE 0 1 2 3 4 X=SE.
T‘fgj"fgo')"o 2+23 1135 9800 0 0 0 0 9700
Linfoitos tratados
directamente con
EPTC (ugm)
15 2:26 12200 94:00  4+15 0 0 0 %00
25 8+15  16+20  97:00 _ 3:05 0 0 0 9400
50 2:23  8:20 _ 98+30 _ 2x00 0 0 0 %6+9.0
80 5:28 610 _ 9%6:05 _ 3:05 0 0 0 88+ 1.0
10.0 2:20 420 _ 98:20 _ 2:00 0 0 0 86+9.0
TeSUQOPOSIVO -+ . a6 5.1 34470 45510  3:10 8230 6214 95106
Mtomicina C
Linfocitos
oobedscnle 5 55 4iuif  @Bwin 200 0 0 0 98400
fraccion S10 de la
raiz de Vicia faba
Linfocitos
coincubados con los
extractos de las
raices de Vica faba
despues del
tratamiento con EPTC
(pgml)
50 21"x35 37200  79:55 5200 _ 2705 0 0 %10
100 2820 6615  72:50  14:05 26225  16:75 _ 9:14 _ 9800
200 3B +29 69" +1.4 65+35 11+35 27+25 2+10 6+1.4 %6 +1.0
400 5210 77 =15  48:70 10225 _ 49:35 _ 18+60 0 94+50
500 817 94 =35 18:10  2x90  5/:50  35x00 0 R=7.0
Testigo positivo
Linfocitos coincubados
S T§x24  194x30 22:70  3x10  7+10  12:30  18x14 950
tratadas con Etand 3600
mg/mi
# n=200 células en dos experimentos

No se encontraron diferencias significativas entre el testigo negativo y cada grupo de

aplicando el analisis de varianza Fepre=1.73
* Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada grupo de tratamiento, utilizando un
(ANOVA) donde Fgpr=65.38 @ p<0.0001, y aplicando la prueba de comparacion multiple de Newman-
p<0.001
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1. Promedio de células con daino sobre el ADN en linfocitos periféricos humanos
sin activacion metabdlica por la raiz de Vicia faba.
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2. Promedio de células con dano sobre el ADN en linfocitos periféricos humanos

con activacion metabdlica por la raiz de Vicia faba.

% Células con dafio

S10 50 100 200 400 500 Etanol

Extractos EPTC (pg/ml) 3600 mg/
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3. Promedio de la longitud de la cauda en células con dafo scbre el ADN en
linfocitos periféricos humanos sin activacion metabdlica por la raiz de Vicia faba.

% Longitud de la cauda
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4. Promedio de la longitud de la cauda en células con daino sobre el ADN en
linfocitos periféricos humanos con activacion metabdlica por la raiz de Vicia

faba.

% Longitud de la cauda
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5. Promedio de los niveles en células con dano sobre el ADN en linfocitos
periféricos humanos sin activacion metabélica por la raiz de Vicia faba.

% Células con dafno

T-RPM

| 1640

Niveles de dano (EPTC pg/ml)

400 ng/ml

B Nivel 0
B Nivel 1
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O Nivel 3
B Nivel 4
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6. Promedio de los niveles en células con dano sobre el ADN en linfocitos
periféricos humanos con activacion metabdlica por la raiz de Vicia faba.

% Células con dafio
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7. Promedio de la viabilidad en células con daino sobre el ADN en linfocitos
periféricos humanos sin activacion metabdlica por la raiz de Vicia faba.

% Viabilidad celular
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8. Promedio de la viabilidad en células con dano sobre el ADN en linfocitos
periféricos humanos con activacién metabélica por la raiz de Vicia faba.

% Viabilidad celular
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