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.RESUMEN

Los plaguicidas son productos quimicos ampliamente utilizados con propiedades
Unicas disefladas para tener un efecto biolégico intenso en las plagas blanco. Sin
embargo, el uso de diferentes grupos de plaguicidas ha llevado a una contaminacion
cruzada en todo el mundo que causa complicaciones no intencionales que afectan
a los seres humanos. Ademas, los efectos cronicos sobre la salud se han asociado
a la exposicion a plaguicidas, incluidos las alteraciones neuroldgicas, los problemas
reproductivos, teratogénicos y cancer.

Alrededor del 95% de los estudios de plaguicidas se realizan con productos
qguimicos individuales; sin embargo, los trabajos sobre la medida en que estas
mezclas quimicas afectan los sistemas humanos son muy pocos. Por lo tanto, es
importante analizar los efectos citotoxicos y genotoxicos de las combinaciones de
plaguicidas mas utilizadas para una evaluacion adecuada de los riesgos.

El acetoclor pertenece a una subclase de las acetamidas. Es un herbicida selectivo
qgue controla un amplio espectro de malezas de hoja ancha, anuales, juncos y
principalmente en el cultivo de maiz. Esta clasificado como un carcindégeno del
Grupo B2 por la EPA y como posible carcinégeno por la IARC. Mientras que la
atrazina pertenece a las triazinas, de acuerdo a la IARC, éste esta clasificado en el
grupo 3 y la evidencia indica que no es posible clasificarlo como un agente
cancerigeno.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el dafio genotéxico de estos dos
plaguicidas de manera individual y en su combinacién comercial (Harness Xtra) por
medio del ensayo de micronucleos (MN) en linfocitos humanos de sangre periférica.
Los plaguicidas fueron evaluados en tres concentraciones diferentes: en el caso de
atrazina 0.22, 0.44 y 0.66 mM para acetoclor se usaron 0.015, 0.03 y 0.06 mM. En
el caso de la mezcla de acetoclor y atrazina (Harness Xtra) también fueron usadas
tres concentraciones que, con respecto a atrazina fueron 0.0075, 0.015y 0.022 mM
y con respecto a acetoclor fueron 0.015, 0.03 y 0.045 mM. Se tomaron en cuenta
para el analisis 500 células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas,

tetranucleadas, para el célculo del indice de Division Nuclear (IDN) e indice de
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Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis (IPBC). Posteriormente, para los
biomarcadores, se contabilizaron 1000 células binucleadas registrando el nUmero
de MN, los puentes nucleoplasmicos (PN) y los brotes nucleares (BrN). Los
resultados fueron analizados con Statistica 7 y se llevé a cabo un ANOVA y una
prueba post hoc Newman-Keuls con un nivel de significancia de 0.05.

En el caso de acetoclor, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
en los indices (IDN e IPBC) ni en la frecuencia de PN y BrN, mientras que en
micronucleos si se encontraron incrementos significativos en la concentracidon mas
alta (0.06 mM). Con atrazina, hubo dafio citostatico significativo en las tres
concentraciones (0.22, 0.44 y 0.66 mM) y genotdxico en la concentracion mas alta.
En la mezcla de ambos plaguicidas no se observé el mismo dafio genotdxico que
en su formulacion individual de acetoclor y de atrazina, la frecuencia de
micronucleos se vio disminuida con la mezcla en ambos herbicidas. Se concluye
que es importante llevar a cabo este tipo de andlisis de plaguicidas actuando
individualmente y en mezcla, debido a que su efecto puede cambiar al combinarlos
y los estudios deben acercarse mas a la realidad de lo ocurrido en el campo, puesto

gue suelen ser aplicados en mezclas.



II. INTRODUCCION

II.I Uso de plaguicidas.

La creciente demanda de alimentos a nivel mundial ha sido un factor de gran
importancia en la transformacion de los sistemas agropecuarios actuales, los cuales
deben maximizar los rendimientos, logrando inmejorables condiciones
ecofisiolégicas para el desarrollo de los cultivos. La implementacion de nuevas
tecnologias tales como el manejo integrado de plagas (malezas, enfermedades y
vectores), son fundamentales en los sistemas agropecuarios modernos (Diez,
2013). Por lo tanto, existen diversas sustancias quimicas encargadas de prevenir,
destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las especies
indeseadas de plantas o animales, estos productos quimicos son llamados

plaguicidas (Coalova et al., 2013).

Los plaguicidas son compuestos quimicos ampliamente utilizados, con propiedades
Unicas disefiadas para tener un efecto biologico intenso en las plagas obijetivo. Sin
embargo, el uso de diferentes grupos de plaguicidas ha llevado a una contaminacion
cruzada en todo el mundo que causa complicaciones no intencionales que afectan
a los seres humanos (Al-Saleh, 1994). Ademas de que no son especificos de un
organismo blanco y que, dependiendo de la concentracidn y la exposicion, puede

generar efectos adversos en distintos organismos no blanco.

Generalmente el empleo de plaguicidas ha tenido efectos contraproducentes que
incluyen el deterioro ecoldgico y el dafio a la salud humana. Su potencial téxico se
debe a esta dicotomia; es decir, la capacidad para destruir plagas es una poderosa
herramienta para el control de las mismas y, a la vez, esta caracteristica los hace

potencialmente dafinos para la salud y el ambiente (Ortega-Cesefia et al., 1994).



Debido a sus propiedades toxicas, el uso de plaguicidas es en muchos casos una
practica riesgosa e inadecuada, particularmente para los agricultores (Ortiz et al.,
2013). Los efectos cronicos sobre la salud incluidos los neurolégicos, los problemas
reproductivos, teratogénicos y cancer, se han asociado a la exposicion a
plaguicidas. Los estudios epidemioldgicos en agricultores, fabricantes, fumigadores
y en trabajadores industriales o residentes expuestos accidentalmente han
demostrado que el contacto con estos compuestos puede aumentar el riesgo de
padecer cancer (Bolognesi et al., 2011). Por ello, es importante que los riesgos
asociados con su uso sean estimados y evaluados minuciosamente, para juzgar si
son aceptables para la sociedad, o si se requiere intervenciones en forma de
politicas estatales para evitar impactos adversos (Stoorvogel et al., 2003). Por lo
tanto, se debe dirigir la investigacion hacia la prevencion, ya que resulta
imprescindible el empleo de biomarcadores como el ensayo de micronucleos para
la deteccion temprana de los efectos que pueden provocar estas sustancias
(Matheus y Bolafios, 2014).

Las investigaciones sobre la presencia de plaguicidas en México, y sus efectos
sobre la salud y el ambiente, son parciales. De hecho, no existen datos suficientes
sobre la presencia de sus residuos en los diferentes sustratos ambientales del pais
y tampoco hay estadisticas confiables por intoxicaciones en las zonas rurales; no
se han realizado estudios epidemioldgicos para detectar los efectos crénicos, que
deberian existir al menos para los jornaleros agricolas (Albert, 2005). Ademas,
alrededor del 95% de los estudios se realizan con productos quimicos individuales;
sin embargo, los trabajos sobre la medida en que estas mezclas quimicas afectan

la salud humana son muy pocos (Das et al., 2007).

. | Clasificacion de plaguicidas.

Los plaguicidas pueden clasificarse de diversas maneras: segun la plaga a la que
controlan, por la estructura quimica del compuesto utilizado o de acuerdo al grado

o tipo de riesgo sanitario que entrafian. Dependiendo de la plaga a la que estan
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dirigidos se pueden clasificar en: insecticidas, acaricidas, herbicidas, nematicidas,
fungicidas, molusquicidas y rodenticidas. La Organizacion Mundial de la Salud
propone la clasificacion en funcion de su riesgo para la salud, basandose en la dosis
letal media (LDso) que estima la muerte en el 50% de los animales expuestos, en
este caso en ratas u otros animales de laboratorio administrado por via oral y
dérmica (Heydens et al., 2001); esta clasificacion ordena de menor a mayor la
toxicidad en numeros del | al IV, siendo ligeramente téxicos, moderadamente
toxicos, muy toxicos y extremadamente toxicos, respectivamente (Martinez-

Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007).

Por su vida media, los plaguicidas se clasifican en permanentes (indefinidamente),
persistentes (de varios meses a 20 afios,) moderadamente persistentes (de 1 a 18
meses) y no persistentes (de dias hasta 12 semanas) (Ramirez y Lacasafia, 2001).
Otra clasificacion esta determinada de acuerdo a la estructura quimica de las
substancias con actividad plaguicida, siendo los plaguicidas organoclorados,
organofosforados, carbamatos, los acidos carboxilicos, los piretroides, las amidas,
las anilinas, los derivados alquil de urea, los compuestos heterociclicos con
nitrégeno, los fenoles, las imidas, los compuestos inorganicos, entre otros (Badii y
Landeros, 2007). Este trabajo se referira solamente a algunas familias de

plaguicidas relevantes para el estudio.

1.1 Amidas.

Al grupo quimico de las amidas pertenecen herbicidas que llevan en su formula el
grupo NHz, pero tienen propiedades diversas entre si. Por su estructura quimica
pueden configurarse tres subgrupos: cloroacetamidas, clorofenilamidas vy
fenilamidas. Dentro del grupo de las cloroacetamidas se encuentra el alaclor,
metolaclor y acetoclor. Las amidas son un grupo de herbicidas cuya actividad esta
muy ligada con la de las ureas. La capacidad herbicida de las ureas es debida a la
inhibicion de la reaccién de Hill o transporte fotosintético de electrones al igual que

las atrazinas y los herbicidas amidados. Sin embargo, se considera que los
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herbicidas derivados de la dinitroanilina deben su actividad primordialmente a la

inhibicién de la division celular y nuclear de la planta (Pérez, 2000).

El acetoclor pertenece a una subclase de las acetamidas. EI modo de accion
herbicida de las cloracetanilidas no se conoce totalmente; se sabe que esta clase
de herbicidas inhibe la biosintesis de lipidos, alcoholes, acidos grasos, proteinas,
isoprenoides y flavonoides. Al inhibir la sintesis de varios precursores de
terpenoides (por ejemplo, el kaureno), estos herbicidas parecen interferir con la
produccion de giberelina (fitohormona relacionada al crecimiento de la planta). Los
terpenos y las ceras se forman a través de diferentes vias biosintéticas, utilizando
los intermedios y sustratos de coenzima A; la interferencia con la sintesis de ambas
sustancias puede indicar un mecanismo comun de inhibicion a través de acciones
sobre la coenzima A. Ademas, se ha demostrado que las cloracetanilidas se
desintoxican en las plantas por conjugacion con glutation. Esto también ha llevado
a la sugerencia de que estos compuestos causan su efecto herbicida a través de la
conjugacion de acetil coenzima A y otras enzimas que contienen sulfhidrilo, con la
consiguiente inhibicion de alguna funcién critica necesaria para la germinacion o

supervivencia de las plantulas (Heydens et al., 2001).

Acetoclor es el nombre de 2-cloro-N-(etoximetil)-N-(2-etil-6-metilfenilacetamida) y
cuya estructura quimica se representa en la Figura 1 (Pérez, 2000). Tiene la férmula
empirica de Ci14H20NO2Cl y un peso molecular de 269.77. Es un liquido aceitoso de
color ambar claro a violeta a temperatura ambiente con un peso especifico de 1.110
g/mL a 30 °C. El acetoclor tiene un punto de ebullicion de 162 °C a 7 mmHg y una
presion de vapor de 3.4 x108 a 25 °C. La solubilidad en agua es de 233 ppm a 25
°C. El acetoclor también es soluble en disolventes organicos, como alcohol,

acetona, tolueno y tetracloruro de carbono (Heydens et al., 2001).
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Figura 1. Estructura quimica del acetoclor (Heydens et al., 2010)

El acetoclor es un herbicida de accion selectiva que controla un amplio espectro de
malezas de hoja ancha, anuales, juncos y principalmente en el maiz. La empresa
Monsanto fabrica varias formulaciones con el nombre comercial Harness®, mientras

que las producidas por Zeneca se venden con el nombre comercial Surpass®.

1.1l Triazinas.

El grupo quimico de las triazinas fue introducido como herbicida en 1954 y el primer
producto ensayado fue la cloracina (2-cloro-4,6-bis [dietilamino]-s-triazina). La
actividad mas importante de las triazinas es la destruccién de plantas en los
primeros estados de desarrollo, de diez a quince dias después de la germinacion.
Los derivados de triazinas de accion herbicida pueden clasificarse, de acuerdo con
los sustituyentes que posean, en: 1) Derivados con dos atomos de cloro y otro
sustituyente; 2) Derivados con un atomo de cloro y otros dos sustituyentes y 3)
Derivados sin atomos de cloro en la molécula. Su persistencia es de tres a seis
meses, dependiendo del tipo de suelo, dosis aplicada y factores climaticos, aunque
puede extenderse hasta un afio (Pérez, 2000). El grupo de las triazinas destaca
entre los herbicidas mas empleados por los agricultores de los Estados Unidos de
América y México. Estos herbicidas se emplean en pre y pos emergencia de cultivos
de cafia de azlcar, maiz, pifia, platano, naranjo, avena, cebada, esparrago, lenteja,

papa, sorgo, zanahoria, chicharo, tomate y trigo (Flores-Maya, 2000).

La atrazina pertenece al grupo de las triazinas y es un herbicida de accion selectiva

gue se aplica al suelo, que se absorbe por las raices o las hojas de las hierbas y es
13



eficaz antes o después de que germinen. Controla la aparicion de malezas en
cultivos, principalmente de maiz, sorgo, cafia de azlcar, trigo y varios tipos de
pastos, igualmente en lagos y estanques, en campos de golf, en céspedes y a lo
largo de carreteras o vias férreas. En el ambito mundial, el herbicida se introdujo en
1958, pero su uso se ha incrementado constantemente desde hace 50 afios. En
México comenzé a emplearse en 1975 y son diversas las empresas productoras en
el pais. Gesaprim es el nombre comercial mas conocido, pero existen otros

productos con el mismo ingrediente activo (Hansen et al., 2013).

Atrazina es el nombre comun del compuesto 2-cloro-4-(etilamino)-
6(isopropilamino)-1,3,5-triazina. Su formula estructural se representa en la Figura 2.
Esta, es absorbida principalmente por las raices y en menor grado por las hojas. Se
desplaza en el interior de la planta acumulandose en los meristemos (yemas) y en
las hojas. Interfiere el proceso de asimilacion de CO:z y la formacién de almidén en
la actividad fotoquimica (reaccion de Hill), es decir impide la fotosintesis (Pérez,
2000).

Ci

7N
| |
N/

Figura 2. Atrazina 2-cloro-4-(etilamino)-6(isopropilamino)-1,3,5-triazina
(tomado de Pérez, 2000).

CH;

CH; -—CH — N C - NH -~CH; -—-CH;
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II.IV Mezclas de plaguicidas.

Dado que los plaguicidas a menudo se aplican en mezclas a los cultivos, sus
residuos se pueden encontrar en los alimentos y en el agua. Sin embargo, las
mezclas de plaguicidas son comunes no solo en el suministro humano de alimentos
sino también en el ambiente acuatico, incluidas las aguas superficiales que

sostienen la vida en el agua (Hernandez et al., 2013).

La exposicion a multiples plaguicidas puede causar cambios en la toxicocinética de
los compuestos individuales modificando la toxicidad predicha. Las interacciones
toxicocinéticas son el resultado de un plaguicida que altera la absorcion,

distribucion, metabolismo o eliminacidn de otros (Reffstrup et al., 2010).

Hay tres principios que describen cdmo los plaguicidas individuales en una mezcla
se afectan entre si: el concepto de aditividad, no interaccion e interaccién. El primero
se refiere a que pueden derivarse de los conceptos de adicion de dosis y accion
independiente, que suponen que los agentes quimicos actuan por los mismos o
diferentes modos de accion, respectivamente. El segundo concepto denominado
"no interaccion", la toxicidad de una mezcla se asemeja a los efectos que se espera
que ocurran cuando todos los componentes de la mezcla actdan sin aumentar o
disminuir sus efectos. Por el contrario, el tercero surge cuando los efectos de la
mezcla observados se desvian de lo esperado. En este caso, uno o varios
plaguicidas pueden haber interactuado entre si, por ejemplo, facilitando o
disminuyendo su absorcion, transporte, metabolismo o excrecién. Interaccion es el
término para sinergias (efectos de mezcla mayores de lo esperado) y antagonismos
(Hernandez et al., 2013).

El sinergismo se observa cuando el efecto de la exposicion a una mezcla de
plaguicidas es mucho mayor que el esperado de un efecto aditivo y las respuestas
no pueden predecirse por la toxicologia conocida de cada compuesto individual.

Mientras que el antagonismo ocurre cuando un plaguicida interfiere con la accién
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del otro, el resultado es una reduccion en el efecto predicho para los compuestos
individuales que no necesitan ser estructuralmente similares. Una sustancia quimica
puede estimular el metabolismo de una segunda o interferir de alguna manera con

su absorcion (Hernadndez et al., 2013).

I1.V Exposicion a plaguicidas.

Los plaguicidas son aplicados mediante diversos métodos en actividades de tipo
forestal, granjas, habitats acuaticos, vias de ferrocarril, carreteras, zonas urbanas,
jardines, entre otros. Su amplio uso hace que el contacto con ellos por parte de
personas y animales sea inevitable, dada la amplitud en el empleo de estos
compuestos quimicos. ElI envenenamiento por plaguicidas puede resultar de
exposiciones agudas y cronicas. Adicionalmente, los plaguicidas pueden impactar
en poblaciones humanas y animales mediante exposicion secundaria o a través de

efectos indirectos (Badii y Landeros, 2007).

Se consideran dos tipos de intoxicaciones derivadas de la exposicion a plaguicidas:
la aguda y la cronica. Los efectos agudos suceden usualmente al cabo de unos
minutos u horas de la exposicién y pueden ser locales o sistémicos, mientras que
los cronicos pueden manifestarse incluso hasta afios después de la exposicion. Las
intoxicaciones asociadas con el empleo de plaguicidas pueden ocurrir no obstante
las medidas de control, debido al mal uso de los equipos de proteccion laboral y de
los equipos de trabajo (como bombas para fumigar), deficientes medidas de
regulacién, los cambios en los patrones de aplicacion de los plaguicidas y las

diferentes mezclas que se realizan (Sanchez y Ortiz, 2011).

El ambiente es una fuente primordial de exposicion a plaguicidas, a partir de la
actividad agricola. Aproximadamente el 47% del producto aplicado se deposita en
suelos y cuerpos de agua colindantes o se dispersa en la atmdsfera. Esta situacion
depende de condiciones climaticas como la lluvia y la direccién e intensidad del

viento, de caracteristicas geoldgicas como el tipo de suelo y la presencia de
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corrientes de agua y de otros factores como la férmula y la presentacion del
producto (liquido, polvo, gel, aerosol, etc.), asi como de la técnica de aplicacion
(aérea, terrestre, etc.) (Ramirez y Lacasafa, 2001).

Desde el punto de vista de las practicas de uso y manejo de los plaguicidas, existen
patrones de gran complejidad y con una amplia variedad de formas e intensidades
de exposicion. Pero es la poblacidén del sector agricola la que corre mayor riesgo,
principalmente en paises en vias de desarrollo, ya que ahi se aplica el porcentaje

mas elevado de los plaguicidas producidos en el mundo (Sanchez y Ortiz, 2011).

La exposicion que afecta a la poblacion general es ubicua y tiende a ser cronica.
Son diversos los tipos de plaguicidas que, en periodos prolongados, desde multiples
fuentes y a dosis bajas penetran al organismo utilizando distintas vias. Las
principales fuentes de exposicién en la poblacion son los alimentos de origen
vegetal (frutas, verduras, cereales, leguminosas) o animal (carne bovina, porcina y
sus derivados, pescado, productos lacteos, huevo, etc.) y en menor grado el agua,
el aire, la tierra, la fauna y la flora contaminados (Figura 3) (Ramirez y Lacasana,

2001).
Figura 3. Tipos de exposicion a plaguicidas (OMS, 1992).

Exposicién no intencional Exposicion intencional
(dérmica, oral, (a partir del agua, del aire,
respiratoria} de los alimentos)
I |
| | 5 |
Exposicion Exposicién no Suicidios Homicidios
profesional profesional (a partir
del agua, del aire,

de los alimentos)

[ 1 F___L__T

A corto plazo||A largo plazo| |A corto plazo||A largo plazo

Como se menciona anteriormente, en la poblacién general la via de absorcidon mas

importante es el aparato digestivo a partir de la ingestion de alimentos y agua

17



contaminados, pero en el ambito laboral principalmente es el uso de fumigantes en
forma de polvos, vapores y nebulizaciones lo que coloca a la via respiratoria como

la segunda en importancia (Al-Saleh, 1994).

Los plaguicidas se distribuyen en el organismo a través del torrente sanguineo. Los
compuestos liposolubles se unen a las lipoproteinas, mientras que las moléculas
hidrosolubles lo hacen a las proteinas plasméticas o permanecen disueltas en la
sangre. Segun su afinidad, el plaguicida se fijara en érganos o tejidos especificos,
como el higado o los rifiones y aquellos que son lipofilicos se acumularan en tejidos
como el adiposo y el nervioso. El cuerpo humano elimina los plaguicidas por tres
vias principales: la orina, las heces fecales y el aire exhalado (Ramirez y Lacasafia,
2001).

[1.VI Genotoxicidad por exposicion a plaguicidas.

Diversas actividades realizadas por el ser humano, asi como también algunos
eventos naturales contaminan el ambiente; debido a la liberacion de agentes
potencialmente téxicos y genotdxicos. Actualmente constituye una preocupacion
mundial por los riesgos que afectan la salud humana y los ecosistemas.
Desafortunadamente, el desarrollo de la sociedad moderna se basa en la
generacion de una gran cantidad de productos quimicos; muchos de los cuales

ocasionan dafio a los seres vivos, incluido el ser humano (Cedano et al., 2012).

Dentro de los mudltiples efectos de los contaminantes se encuentra el efecto
genotoxico, expresado en sus diversas formas, como, por ejemplo: mutagénesis y
por supuesto la carcinogénesis. Por lo tanto, un agente genotoxico es todo aquel
capaz de lesionar la integridad del material genético y/o sus componentes
asociados. Bajo este término se incluyen los agentes que interaccionan directa o
indirectamente con el ADN, provocando el aumento de mutaciones (mutagénesis);

también los que interfieren en algunos procesos enzimaticos, asi como en la
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reparacion o en la génesis del material proteico involucrado en la segregacion

cromosomica (Cedano et al., 2012).

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian éstas alteraciones
causadas al material genético, de manera directa o indirecta por agentes
ambientales, tanto en células somaticas como germinales. La adecuada
determinacion de la actividad genotoxica exige la disponibilidad de métodos de
deteccidon especificos. El primer paso para realizar los estudios de evaluacion
genotoxica es la ejecucién de ensayos in vitro que permiten evaluar el potencial
mutagénico de los compuestos quimicos en tiempo breve. Estos ensayos de
genotoxicidad a corto plazo resultan de gran utilidad porque permiten detectar
mutaciones génicas, aberraciones cromosomicas, dafio primario a la estructura del
ADN, transformaciones celulares u otras afectaciones, las cuales son inducidas por

agentes quimicos o fisicos que abundan en el ambiente (Arencibia y Rosario, 2009).

II. VIl Ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (MNBC).

El andlisis de la frecuencia de micronucleos (MN) en linfocitos de sangre periférica
se usa ampliamente en epidemiologia molecular y citogenética para evaluar la
presencia y la extension del dafio cromosdmico en poblaciones humanas expuestas
a agentes genotdxicos o que tienen un perfil genético susceptible. Este ensayo
también se ha aplicado con éxito para identificar factores dietéticos y genéticos que
tienen un impacto significativo en la estabilidad del genoma. La alta confiabilidad y
el bajo costo de la prueba de MN ha contribuido al éxito mundial y la adopcion de
este ensayo para estudios in vitro e in vivo de dafio cromosomico (Bonassi et al.,
2007).

El uso del ensayo de MN como prueba de dafio cromosomico sobre cultivos de
linfocitos humanos fue propuesto por primera vez en 1976, cuyo Unico requisito era
la eleccién de tipos celulares con gran actividad mitética. Mas tarde, en 1985, el

ensayo fue mejorado consiguiendo frenar el proceso de division celular cuando la
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célula sélo se hubiese dividido una vez, para ello desarrollaron la técnica del
bloqueo de la citocinesis (CBMN: cytokinesis-block micronucleus) empleando un
agente quimico (citocalasina-B) a fin de impedir la formacion del anillo contrictil. La
técnica fue validada a nivel mundial en 1999 por el programa internacional de
micronucleos humanos (HUMN: Human MicroNucleus Project), con la participacion
de 42 laboratorios (analizando aproximadamente 16500 individuos de diferentes
poblaciones del mundo) (Fenech, 2000).

Los MN se originan a partir de fragmentos de cromosomas 0 cromosomas
completos que no estan incluidos en los nucleos hijos principales durante la division
nuclear (Figura 4). La formacién de MN en las células en division es el resultado de
la ruptura cromosomica debida a lesiones de ADN no reparadas o reparadas
incorrectamente, o la segregacion erronea de cromosomas debido a un mal
funcionamiento mitético. Estos eventos pueden ser inducidos por estrés oxidante,
exposicidn a clastdgenos o aneugenos, defectos genéticos en los puntos de control
del ciclo celular y/o genes de reparacion del ADN, asi como deficiencias en los
nutrientes requeridos como cofactores en el metabolismo del ADN y en la
maquinaria de segregacion de cromosomas (Bonassi et al.,, 2007). Los agentes
clastogénicos inducen principalmente fragmentos cromosémicos y los agentes
aneugeénicos interfieren con el aparato mitético y conducen principalmente a una
mala segregacion de cromatidas completas o cromosomas durante la mitosis. En
ambos casos, la cromatina no se distribuye adecuadamente a los ndcleos hijos y

permanece en el citoplasma como un microndcleo (Hintzsche et al., 2017).

Figura 4. Formacién de micronucleos en el curso de la division celular (modificado de Lobo y
Bolafios, 2014).
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La asociacion entre la inducciéon de MN y el desarrollo del cancer se apoya en una
serie de observaciones. Los mas comprobados incluyen: (i) la alta frecuencia de
este biomarcador en pacientes con cancer no tratados y en sujetos afectados por
enfermedades congénitas propensas a padecer cancer, p. ej. Sindrome de Bloom
0 ataxia telangiectasia; (ii) la presencia de frecuencias de MN elevadas en la
mucosa oral, utilizada como biomarcador de cancer en los ensayos clinicos de
quimioprevencion; (iii) la correlacion existente entre los agentes genotoxicos
inductores de MN y la carcinogenicidad, p. ej. radiacion ionizante y ultravioleta y (iv)
la correlacion inversa entre la frecuencia de MN y la concentracion en sangre y/o la
ingesta dietética de ciertos micronutrientes asociados con un riesgo reducido de
cancer, como el folato, el calcio, la vitamina E y el acido nicotinico. Una evidencia
adicional, basada en la mecénica y la correlacion experimental que existe entre las
aberraciones cromosémicas (AC) y los MN, viene de los resultados en estudios
recientes de cohortes que, en la mayoria de los casos, demostraron que la
frecuencia de AC en sangre periférica de sujetos sanos, es un predictor de riesgo

de cancer (Bonassi et al., 2007).

Los MN en linfocitos en personas sanas no expuestas anormalmente a genotoxinas,
generalmente se originan a partir de fragmentos de cromosomas aceéntricos o
eventos de pérdida de cromosomas (Tabla 1). En los linfocitos, los MN aumentan
con la edad y generalmente las frecuencias son mas elevadas en las mujeres que
en los hombres. Los cromosomas sexuales contribuyen a la mayoria de los eventos
de pérdida de cromosomas con el aumento de la edad. En las mujeres, el
cromosoma X puede representar hasta el 72% de MN observados, de los cuales el
37% carece de un cinetocoro funcional, lo que sugiere que puede haber defectos
en el ensamblaje del cinetocoro al huso mitotico de dicho cromosoma (Fenech et
al., 2011).

Los puentes nucleoplasmicos (PN) son otro biomarcador de dafio clastogénico y se

originan durante la anafase cuando los centrémeros de los cromosomas dicéntricos
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se desplazan a los polos opuestos de la célula durante la mitosis (Tabla 1). En
ausencia de ruptura del puente nucleoplasmico, la membrana nuclear
eventualmente rodea los ndcleos hijos y el puente. Los PN generalmente se rompen
durante la citocinesis, pero pueden acumularse en células binucleadas a las que se

les ha bloqueado la citocinesis utilizando citocalasina B (Fenech et al., 2011).

Una causa comun y un indicador de inestabilidad cromosdmica es la formacion de
PN (Figura 5), estos fueron descritos por primera vez en el maiz por Barbara
McClintock como una respuesta al dafio del ADN. Se observé que estos puentes se
rompen bajo la tension del aparato mitético y se vuelven a formar en la siguiente
interfase dando lugar a ciclos de rompimiento-fusion-puente. Ademas de las roturas
del ADN, los puentes nucleoplasmicos pueden ser causados por un acortamiento
anormal de los teldmeros o por cohesion cromatidica persistente (Hoffelder et al.,
2004).

(A) (B) (©) (D)

Figura 5. (A) y (B) células binucleadas, (C) y (D) celulas binucleadas con un puente

nucleoplasmico (modificado de Fenech et al., 2003).

Se ha demostrado que la formacion de PN se incrementa en un amplio rango de
exposiciones que incluyen oxidantes endégenos, radiaciéon ionizante, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, el carcinégeno 4- (metilnitrosamina) -1- (3- piridil) -1-
butanona del humo del cigarrillo, el pentoxido de vanadio, asi como las deficiencias

de folato y selenio (Fenech, 2010).
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En las ultimas décadas, otra anomalia nuclear Unica conocida como brote nuclear
(BrN) se ha asociado con eventos de inestabilidad cromosémica (Tabla 1). Se han
observado BrN en cultivos bajo fuertes condiciones selectivas, que inducen la
amplificacion génica y también una deficiencia moderada de acido félico (Crott et
al., 2001). Se han desarrollado experimentos in vitro en células de mamiferos para
mostrar que el ADN amplificado se localiza selectivamente en sitios especificos en
la periferia del nucleo y se elimina mediante BrN durante la fase S del ciclo celular
(Shimizu et al., 1998). Los BrN se caracterizan por tener la misma morfologia que
un MN, con la excepcion de que estan conectados al nucleo por un tallo estrecho o
ancho de material nucleoplasmico, dependiendo de la etapa del proceso de
formacién del brote. Los MN también puede originarse por un proceso de brotacion
(Fenech et al., 2011).

Existen tres indices que proporcionan informacién valiosa al ensayo: el Indice de
Division Nuclear (IDN) y el indice de Proliferacién con Bloqueo de la Citosinesis

(IPBC). Estos se calculan de la siguiente manera:

o IDN= (M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)) /N
o IPBC= (M1 + 2(M2) + 3(M3 + M4)) /N

Dénde: M1-M4 representan el nimero de células con uno a cuatro nucleos y N es

el nimero total de células viables.

El IDN proporciona una medida del estado proliferativo de la fraccion de células
viables. Por lo tanto, es un indicador de los efectos citostaticos al retardar o impedir
la division celular y, en el caso de los linfocitos, también es una evidencia de la
respuesta mitogénica que es util como biomarcador de la funcién inmune. El valor
IDN mas bajo posible es 1.0, que ocurre si todas las células viables no se han
dividido durante el periodo de bloqueo de la citocinesis y por lo tanto, todas son
mononucleadas. Si las células viables completaron una division nuclear el valor IDN

es 2.0. Un valor IDN solo puede ser mayor que 2.0 si una proporcion sustancial de
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células viables ha completado mas de una divisidbn nuclear durante la fase de
blogueo de citocinesis y contiene mas de dos nucleos. Por ejemplo, si el 50% de las
células viables son binucleadas, 10% trinucleadas y 10% cuadrinucleadas, el valor
de IDN es 2.2 (Fenech, 2007).

La determinacion del indice de Divisién Nuclear (IDN) aporta informacion importante
sobre las propiedades citostaticas del agente que se esta examinando y que es
relevante para la evaluacion de la toxicidad. En los linfocitos humanos, el IDN
también provee una medida de la respuesta del mitdgeno, que es un biomarcador
atil de la respuesta inmunitaria en los estudios de nutricion y también puede estar
relacionado con la exposicion genotoxica. El enfoque del ensayo CBMN es
importante porque permite apreciar el dafio al ADN (MN, PN y BrN en células BN) y
citostatico (proporciones de células mono, bi y multinucleadas, IDN) eventos que es

posible evaluar en un mismo ensayo (Fenech, 2007).

24



Tabla 1. Criterios definidos por el HUMN-Project para la seleccion de micronucleos (MN), puentes

nucleoplasmicos (PN), brotes nucleares (BrN), células apoptoticas (Ap) y células necréticas (Nec)
(Fenech et al., 2003).

CRITERIOS DE SELECCION

= El didmetro oscila entre 1/6 — 1/3 de la media del nucleo principal.
= No refractarios.
* Intensidad de tincion similar a los nucleos principales.

= Forma similar a los nucleos de la célula binucleada.

MN = No conectados con ninguno de los nucleos de la célula binucleada.
»= Pueden tocar los nucleos de la célula binucleada pero no solaparse
con ellos.
= Continuidad entre los dos ndcleos principales.
= Su ancho no debe exceder ¥4 de diametro de los nucleos principales.
PN = Mismas caracteristicas de tincién de los nacleos principales.
= Raramente puede haber mas de un puente.
= Enla misma célula binucleada puede presentarse también MN
= Mismas caracteristicas de tincién que los MN.
BrN = Conectados al nucleo principal.

» Pueden estar unidos por un puente.
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[ll. ANTECEDENTES

I11.1 Acetoclor

En 1986, el acetoclor fue clasificado como un carcinégeno del Grupo B2 por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) (Heydens et al.,
2010) y como posible carcindgeno por la Agencia Internacional de Investigaciones
sobre el Cancer (IARC, 2018). EI hipotético mecanismo de carcinogenicidad es
mediante la bioactivacion de este herbicida a través de varios pasos, lo que
finalmente lleva a la formacion de un metabolito reactivo al ADN, el 2-metil-6-
etilbenzoquinoneimina (MEBQI) (Coleman et al., 2000). En la ruta de degradacion,
este herbicida es N-desalquilado a 2-cloro-N- (2-metil-6-etilfenilo) acetamida
(CMEPA) que luego se convierte en 2-metil-6-etilanilina (MEA) (Dong et al., 2015).

Estudios recientes han indicado que las ratas son capaces de metabolizar el
acetoclor a sus productos putativos de benzoguinoneimina reactivos al ADN. La
formacion de metabolitos reactivos de ADN a partir de acetoclor depende de la
produccion de MEA. Hay dos maneras posibles para que se formen estas anilinas:
a través de la sintesis de CMEPA por P450 seguido de una reaccion de arilamidasa,
0 por conjugacion del herbicida con glutation por desplazamiento del &tomo de cloro
y la posterior hidrolisis de amida. Se ha sugerido que la formacién de MEA a partir
de acetoclor en ratas y monos depende de la conjugacién del acetoclor con
glutatién, la consiguiente circulacién enterohepética de este conjugado de glutatién
reducido (GSH), la conversion del conjugado de GSH en el metilsulfuro secundario
y la hidrélisis de amida del metilsulfuro secundario a MEA (Liu et al., 2006).
Asimismo, es capaz de degradar MEA al intermedio 4-OH-MEA que se transforma
adicionalmente en imina de 2-metil-6-etil-benzoquinona (MEBQI) (Dong et al.,
2015).

Una extensa literatura sugiere que las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus

siglas en inglés) se generan de manera continua a partir de contaminantes
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ambientales como herbicidas, metales pesados e insecticidas. Las ROS, como el
peroxido de hidroégeno (H202) y los radicales libres superéxido (Oz °) y radical
hidroxilo (OH), en niveles arriba de lo normal pueden reaccionar produciendo
peroxidacién y dafio al ADN (Liu et al., 2006).

Los metabolitos clave del acetoclor, como la quininamina, pueden inducir la
formacion de ROS que probablemente conduzcan a estrés oxidante a través del
glutation oxidado. Por lo tanto, si se produce dafio en el ADN inducido por el

acetoclor, es probable que las ROS estén involucradas (Liu et al., 2006).

El metabolito clave del acetoclor, quininamina, genera ROS que pueden inducir
estrés oxidante a través de la oxidacion del glutation (Liu et al., 2006). La
quininamina también se ha propuesto como el metabolito reactivo para la
hepatotoxicidad resultante de la exposicién aguda al acetoclor, aunque éste tiene
una toxicidad aguda baja (Ashby et al., 1996).

Un gran numero de estudios muestran que las ROS son las principales fuentes de
dafio en el ADN al causar ruptura de las cadenas, la eliminacién de nucleétidos y
una variedad de modificaciones de las bases nitrogenadas. Aunque las células han
desarrollado mecanismos de reparacion para corregir los cambios que ocurren
naturalmente en el material genético, el exceso de ROS puede provocar un cambio
o dafio permanente en el ADN. Ademas, algunos estudios sugieren que las ROS

median el dafio al mismo causado por el herbicida (Liu et al., 2006).

.1l Atrazina

La atrazina esta clasificada en el grupo 3 por la IARC (2018) y la evidencia indica
que no es posible clasificarla como un agente cancerigeno, basado en la
informacion cientifica disponible. Por ser un compuesto persistente, la atrazina
puede representar un peligro para el ambiente y se asocia con riesgos para la salud,

dado que se ha encontrado que llega a contaminar cuerpos de agua. En agua, la
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atrazina se ha relacionado positivamente con cancer de estbmago en humanos y
afectacion al sistema endocrino e inmune de ranas. Su exposicion también puede
darse en el ambiente laboral, ya sea por via inhalatoria o dérmica. Puede producir
reacciones de irritacion, asi como alteraciones en las funciones de algunos 6rganos;
defectos de nacimiento en seres humanos, problemas de reproduccion y alteracion
en los niveles de hormonas. En diversos paises se han establecido restricciones del
empleo de la atrazina (Tabla 2). Se observa que su uso es restringido y prohibido
en paises de Europa, EUA y Australia, mientras que en México y en la mayoria de
los paises de América Latina y El Caribe, su aplicacion esta permitida sin restriccion

alguna (Hansen et al., 2013).

En general, cuando este herbicida se usa solo, los productos de calidad técnica
contienen al menos el 94% de atrazina como el Unico ingrediente activo. Por otro
lado, también se debe indicar que, en Europa, EUA y América Latina, la atrazina
también se formula en combinacién con una gran variedad de otros compuestos
(Ribas et al., 1998). La creciente evidencia ha demostrado que este herbicida tiene
el potencial de inducir estrés oxidante, dafio en el ADN y alteracion endocrina en
diferentes organismos. De hecho, la atrazina puede ingresar a la vida silvestre y al
ser humano a través de distintas vias. En mamiferos, varios estudios indican que la
atrazina se metaboliza principalmente por los citocromos P450 y, en un grado
mucho mayor, por las glutation transferasas (GST), a varios productos metabolitos
incluyendo desetilatrazina (DEA), desisopropil atrazina (DIA), diaminoclorotriazina
(DACT), atrazina-glutation (ATZ-SG) y atrazina-mercapturato (ATZ-mercap) (Jin et
al., 2014).
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Tabla 2. Restriccion del uso de atrazina en diferentes paises (modificado de Hansen et al., 2013).

Region Pais Restriccion
Norteamérica Estados unidos Restringido
Canada Permitido
México Permitido
Europa Italia, Alemania, Suecia, Prohibido
Austria, Francia, Finlandia,
Dinamarca
Bélgica, Irlanda, Luxemburgo, Permitido
Reino Unido
Asia Bangladesh, Camboya, China, Permitido
Indonesia, Malasia, Myanmatr,
Pakistan, Sri Lanka, Tailandia,
Vietham
Oceania Australia Restringido
América Latina y ElI Colombia, Cuba, El Salvador, Permitido
Caribe Honduras, Panaméa, Puerto
Rico, Republica Dominicana,
Venezuela
Antigua y Barbuda, Bahamas, Permitido

Barbados, Bermuda, Belice,
Costa Rica, Republica
Dominicana, Granada,
Guatemala, Guyana, Haiti,
Jamaica, Nicaragua, Saint Kitts
y Nevis, Saint Lucia, San
Vicente y las Granadinas,
Surinam, Trinidad y Tobago
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La atrazina produce genotoxicidad al causar rupturas de cadenas sencillas y dobles
en el ADN a través de la formacién de ROS. El efecto toxicol6gico de la atrazina se
origina a partir de su accion directa como agente oxidante; una vez dentro de la
célula y en presencia de reductores celulares, induce una amplia variedad de
lesiones de ADN, que incluyen aductos, enlaces cruzados ADN-ADN y ADN-
proteina. La fragmentacion o las roturas de la cadena de ADN también se
consideran un tipo de lesion que es potencialmente premutagénica, la produccién
de rompimientos en las hebras del ADN esta relacionada con las propiedades

mutagénicas y carcindgenas de los productos quimicos (Song et al., 2009).

Varios estudios indican que la atrazina puede dafiar la integridad del ADN vy la
estabilidad del genoma celular utilizando el ensayo del cometa y el analisis de

aberraciones cromosomicas (Huang et al., 2015).

[I.11I Estudios sobre mezclas de acetoclor y atrazina

Los plaguicidas raramente aparecen en el ambiente como compuestos Unicos, son
comunmente comercializados y aplicados como mezclas de diferentes productos
quimicos. La mayor parte de los estudios reportan resultados sobre los plaguicidas
individuales, por lo tanto, es importante considerar el efecto de las mezclas
potenciales al evaluar el impacto en la salud humana. Existe evidencia de que las
mezclas pueden causar efectos toxicos mas bajos o altos de lo que se esperaria de

compuestos individuales (Larsen et al., 2003).

Se han realizado estudios sobre la potenciacion de plaguicidas en mezclas para
atrazina, clorpirifos, clorotalonil, cipermetrina, quinolfos y linurén. La exposicién
combinada de dosis no toxicas de atrazina (triazina) y alaclor (cloroacetamida)
indujo frecuencias significativas de fragmentos de cromosomas en ceélulas de
médula ésea de raton, mientras que la exposicion independiente de dosis similares
no indujo efecto significativo (Meinser et al., 1992). Estos estudios indican que las

mezclas de plaguicidas muestran aumento en la frecuencia de las aberraciones
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cromosomicas, la formacién de aductos de ADN y las especies reactivas de oxigeno
que pueden alterar la integridad genética y la bioquimica de las vias metabdlicas
(Dearfield, et al., 1999; Wild, et al., 1975). Se descubrié también, que la atrazina
tiene efectos mutagénicos sinérgicos en moscas de la fruta (Drosophila
melanogaster), moscas domésticas (Musca domestica) y larvas de mosquito (Aedes
aegypti) cuando se combina con plaguicidas como el paration o el carbofurano
(Lichtenstein et al., 1973).

Como se ha dicho anteriormente, los herbicidas triazinicos como la atrazina,
estimulan la actividad del citocromo P450 (CYP450) y el acetocloro, que es
metabolizado y potencialmente bioactivado por miembros de la familia de enzimas
CYP450, CYP2B6 y CYP34A, al aplicarlos juntos, posiblemente aumenta la
bioactivacion del acetocloro como resultado de la actividad CYP450 inducida por la

atrazina (Lerro et al., 2015).

Otros estudios recientes han demostrado los efectos potenciadores de los
herbicidas triazinicos, como la atrazina (el herbicida triazinico mas utilizado), a la
toxicidad de una variedad de insecticidas organofosforados (OP) (Trimble y Lydy,
2006). Las triazinas pueden estimular la actividad de CYP450 aumentando la tasa
de bioactivacion de los OP a la forma de oxon. Esta interaccion da como resultado
la potenciacion de la propiedad inhibidora de la colinesterasa de los OP (Belden y
Lydy, 2001). En los insectos, se ha demostrado que la atrazina induce no solo
CYP450 sino también actividad general de esterasa, que puede aumentar o
disminuir la toxicidad de los insecticidas dependiendo de si el metabolito posterior

es mas 0 menos toxico que el compuesto original (Pape-Lindstrom y Lydy, 1997).
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IV. JUSTIFICACION

El crecimiento poblacional y el aumento en la demanda de alimentos ha
incrementado el uso de plaguicidas a nivel mundial. Si bien estas sustancias
quimicas han contribuido considerablemente a la mejora de cultivos, aumentando
la produccion de alimentos. En México particularmente, se ha visto que la aplicacion
de los plaguicidas a los cultivos se da en mezclas y los estudios sobre evaluacion
de dafo de plaguicidas generalmente se realizan de manera individual. Por lo tanto,
es importante conocer el efecto que estas mezclas de plaguicidas pueden causar

en la salud humana.

Los estudios genotoxicos in vitro, como lo es el ensayo de micronucleos con bloqueo
de la citocinesis (MNBC) son una herramienta util para evaluar el dafio que estas
sustancias son capaces de causar no solo a nivel genotéxico sino también
citotoxico. Se considera un primer acercamiento al efecto que puede provocar un

agente quimico a la integridad del material genético.

Se ha visto que los plaguicidas suelen mezclarse para facilitar su aplicacién
combinando insecticidas, herbicidas y fungicidas. Ademas, comercialmente, se
venden mezclas de plaguicidas con el fin de ampliar su efecto. Pero es desconocido
el dafio que esto causa al ambiente y principalmente a la salud de las personas que
lo aplican o que indirectamente se encuentran expuestas, por ello es importante

evaluar estas mezclas in vitro.

Actualmente, uno de los dos ingredientes activos que es la atrazina aun se
encuentra considerada como un compuesto “sin suficiente evidencia para
clasificarla como un posible carcinégeno” por lo que todavia hace falta estudiarlo,
ya que en algunos paises su uso se encuentra restringido o prohibido. En el caso
de acetoclor, la dltima actualizacion sobre su clasificacion es de “posible
carcindgeno”, por lo que es importante conocer su comportamiento al combinarlo

con otro ingrediente activo como la atrazina.
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V. HIPOTESIS

Dado que las frecuencias de microndcleos (MN), puentes nucleoplasmicos (PN) y
brotes nucleares (BrN) en células binucleadas de linfocitos humanos, son
biomarcadores de genotoxicidad, se espera que los dos herbicidas, atrazina y
acetoclor, induzcan dafio de manera individual, asi como un efecto sinérgico en la

mezcla comercial al comparar con el testigo negativo.

VI. OBJETIVOS

VI.I Objetivo general

o Evaluar el posible dafio genotoxico inducido en linfocitos humanos de sangre
periférica in vitro por la exposicién directa a los herbicidas: acetoclor y
atrazina de manera individual, y en combinacion comercial bajo el nombre de

Harness Xtra.

V1.1l Objetivos particulares

o Evaluar el efecto en la frecuencia de MN, PN, BrN del herbicida acetoclor y
atrazina de manera individual, y en combinacion en tres diferentes

concentraciones.

o Evaluar el efecto mitogénico mediante los indices IDN e IPBC de los tres

herbicidas antes mencionados.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VIl.I Toma de muestra

La obtencién de muestra de sangre periférica se llevo a cabo con una jeringa nueva,
estéril y heparinizada tomando de 6-7 mL de sangre del antebrazo a cada una de
las dos donadoras que, anteriormente firmaron un consentimiento informado
(Anexo), las cuales estuvieron sanas, no fumadoras con edades de entre 20-23

afios y en ayuno.

VII.1I Cultivo celular

Los cultivos celulares se realizaron por duplicado y se establecieron afiadiendo 0.5
mL de sangre periférica heparinizada en 4.5 mL de medio de cultivo RPMI 1640
(Biowest) en un tubo cénico para centrifuga estéril. El cultivo de linfocitos se estimuld
agregando 200 pL de fitohemaglutinina (MicroLab). La sangre se afiadi6 por goteo

en condiciones de esterilidad para posteriormente incubar a 37 °C durante 24 h.

VILIII Preparacion de los plaguicidas

Los plaguicidas se obtuvieron de casas distribuidoras de agroguimicos en la Ciudad

de México de las siguientes marcas:

o Surpass (Dow AgroSciences)
Acetoclor: 75.3% de ingrediente activo.
Registro: RSCO-HEDE-0288-302-009-075
Presentacion: concentrado emulsionable.

o Gesaprim (Syngenta)

Atrazina: 43% de ingrediente activo.
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Registro: HSCO-HEDE-0204-008-043.

Presentacion: suspension acuosa.

o Harness Xtra (Monsanto)

Acetoclor: 46.3 % de ingrediente activo.
Atrazina: 18.3% de ingrediente activo.
Registro: RSCO-MEZC-1245-301- 009-065.

Presentacion: concentrado emulsionable.

Todas las concentraciones fueron establecidas con base en ensayos preliminares y
literatura (Rayburn et al., 2005). Se utilizé agua estéril para diluir los plaguicidas y
fueron empleadas tres concentraciones distintas: para acetoclor se usaron 0.015,
0.03 y 0.06 mM; para atrazina 0.22, 0.44 y 0.66 mM y para Harness Xtra
(combinacién comercial de atrazina + acetoclor) se us6 0.015, 0.3 y 0.045 mM en

relacion a acetoclor y 0.0075, 0.015 y 0.022 mM en relacion a atrazina.

VII.IV Tratamientos

Pasadas las 24 h de iniciado el cultivo se afiadieron los tratamientos usando como
testigo positivo 55 pL (11 pg/mL) de bleomicina (Teva) y los tres herbicidas en sus
tres distintas concentraciones. Como testigo negativo se utilizé agua estéril. Se
dejaron incubar 24 h a 37 °C.

VII.V Blogueo de la citocinesis

Cumplidas las 48 h de iniciado el cultivo se afiadi6 270 uL (1 mg/mL) de citocalasina
B (Cayman) para el blogueo de la citocinesis. Los cultivos permanecieron en la
incubadora a 37 °C hasta concluir las 72 h.
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VII.VI Cosecha celular

Transcurridas las 72 h se llevé a cabo la cosecha celular, la cual consistio en la
centrifugacion de los cultivos durante diez minutos a 1500 rpm y lavados con fijador
Carnoy frio (acido acético y metanol 3:1). Estos lavados se llevaron a cabo hasta
que el botdén se tornd blanco y el sobrenadante fue transparente. Los tubos se

mantuvieron en refrigeracioén hasta la elaboracion de las laminillas.

VII.VII Elaboracién de laminillas y tincién

Las laminillas se realizaron en portaobjetos limpios y a temperatura ambiente
deslizando de 2 a 3 gotas del botdn celular. Se tifieron con colorante Giemsa diluido
en amortiguador de fosfatos de pH 6.8 en proporcion 1:20 durante 3 a 5 minutos,
finalmente se enjuagaron con agua de la llave. Es importante mencionar que a las
laminillas les fueron asignadas claves aleatorias para evitar subjetividad al momento

de la observacion.

VIIL.VIII Observacién al microscopio

Se analizaron las laminillas al microscopio 6ptico (Zeiss) a 40x. Para el célculo de
los indices se contabilizaron 500 células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas,
tetranucleadas para el indice de Division Nuclear (IDN) e indice de Proliferacién con
Bloqueo de la Citocinesis (IPBC). Posteriormente, para el analisis genotdxico, se
contabilizaron 1000 células binucleadas registrando el nimero de micronucleos
(MN), los puentes nucleoplasmicos (PN) y los brotes nucleares (BrN). Para el conteo
celular y de biomarcadores, se siguieron los criterios de seleccion antes

mencionados por Fenech et al. (2003).
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VII.IX Analisis estadistico

A partir de los experimentos realizados, se elaboraron pruebas de T para datos
pareados con el fin de determinar si existian diferencias intraindividuales
significativas entre las repeticiones, obteniendo una p<0.05 y demostrando no ser
significativamente distintos, se realizO0 una segunda prueba para comparar
diferencias significativas interindividuales, corroborando asi, que no existieron
discrepancias, los datos representados a continuacibn son un conjunto de
repeticiones de ambos donadores analizados. Posteriormente, se realizo un analisis
de varianza (ANOVA) y después una prueba de comparaciones multiples Newman-
Keuls con una significancia del 0.05. Todo el analisis estadistico fue hecho con el
programa Statistica 7 y fue elaborado para los datos de los indices de division
nuclear (IDN) e indice de proliferacion con bloqueo de la citocinesis (IPBC); y

también para los tres biomarcadores (MN, PN y BrN).
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VIl RESULTADOS

Las Figuras 6, 7 y 8 muestran imagenes de células que fueron observadas y
tomadas en cuenta para el analisis y que cumplieron con los criterios de clasificacion
antes descritos.

Figura 6. Células que fueron tomadas en cuenta para el célculo de los indices: se observan una

célula mononucleada (1), binucleada (2), trinucleada (3) y tetranucleada (4).

¥
¢ %

a b

Figura 7. Células binucleadas con micronucleos sefialados con flechas. En donde (a) muestra una
célula binucleada con un microntcleo y en (b) una célula binucleada con dos microntcleos. Todas

cumplen con los criterios de seleccion segin Fenech et al. (2003).
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Figura 8. Células binucleada con un puente nucleoplasmico en (a) y en (b) se muestra una célula

binucleada con 3 brotes nucleares sefialados con flechas.

VII.I Acetoclor

El IDN e IPBC no mostraron resultados estadisticamente diferentes al compararlos
con el testigo negativo. En las tres distintas concentraciones de acetoclor se observa
una disminucion en los indices al compararlos con el testigo negativo, pero estos no

fueron significativos (Tabla 3).

Tabla 3. Estadistica descriptiva de los tres indices: IDN e IPBC en tres concentraciones diferentes

de acetoclor

Tratamiento IDN IPBC
iat ia+
Concentracion % de i.a.** Media £ D.E. Media £ D.E.
(mM)
Testigo Negativo 1.95+0.21 1.84 £0.17
Testigo positivo 1.54 £0.23 1.51+0.23
0.015 0.41 1.87 £ 0.15 1.76 +£0.12
0.030 0.83 1.89+0.21 1.79+0.16
0.060 1.67 1.78 £ 0.16 1.74+0.14

*Diferencias significativas obtenidas por ANOVA y la prueba de Newman-Keuls con una p<0.05.

**Porcentaje de ingrediente activo para comparar la mezcla comercial.
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En cuanto a la frecuencia de micronucleos, se observa una relacion entre el
aumento de la concentracion del plaguicida y la frecuencia de micronucleos, ya que
a la mayor concentracion de plaguicida (0.060 mM y 1.67 % de i. a.) se evidencia
una media de 29.25 + 9.639 micronucleos en 1000 células binucleadas, lo cual en
el analisis estadistico concluyo ser significativamente diferente (p<0.05) al comparar

con el testigo negativo.

Al comparar la frecuencia de puentes nucleoplasmicos y brotes nucleares no fueron
significativamente diferentes con el testigo negativo, sin embargo, la frecuencia mas
alta de BrN fue para la concentracion de 0.06 mM con 1.67 % de i. a. de acetoclor
(Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de microntcleos, puentes nucleares y brotes nucleares en 1000 células

binucleadas en tres diferentes concentraciones de acetoclor.

MN/Bn PN/Bn BrN/Bn
Tratamiento

Concentracion | % de i.a.** Media + D.E. Media + D.E. Media + D.E.

(mM)
Testigo Negativo 5+2.16 05+1 1.75+ 2.87
Testigo positivo 19.25 +8.99 * 0.5+0.58 1.75+ 2.87
0.015 0.41 6.25 + 3.40 15+1 2+2.83
0.03 0.83 9+1.41 0.5+0.58 2+1.83
0.06 1.67 29.25+9.64 * 1.25+1.26 2.25+3.30

*Diferencias significativas obtenidas por ANOVA y la prueba de Newman-Keuls con una p<0.05.

**Porcentaje de ingrediente activo para comparar la mezcla comercial.
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VIILII Atrazina

Los IDN e IPBC fueron significativamente diferentes al comparar las tres
concentraciones de atrazina con el testigo negativo. Se observa que los indices
disminuyen conforme aumenta la concentracion de atrazina, siendo la de 0.66 mM
y 14.4 % de i. a. la que indujo un promedio de 1.265 + 0.061, que es mas bajo que

el testigo negativo e incluso menor que el positivo (Tabla 5).

Tabla 5. Estadistica descriptiva para los tres indices: IDN e IPBC en tres concentraciones diferentes

de atrazina.
IDN IPBC
Tratamiento
Concentracion % de i.a.** Media = D.E. Media + D.E.
(mM)
Testigo negativo 2.05+£0.3 1.92 + 0.08
Testigo positivo 1.48 £ 0.08* 1.48 + 0.05*
0.22 4.8 1.77 £ 0.12* 1.73 + 0.10*
0.44 9.6 1.43 + 0.06* 1.41 + 0.05*
0.66 14.4 1.26 + 0.06* 1.26 + 0.06*

*Diferencias significativas obtenidas por ANOVA y la prueba de Newman-Keuls con una p<0.05.

**Porcentaje de ingrediente activo para comparar la mezcla comercial.

Asimismo, se obtuvo una diferencia significativa de micronucleos en comparacion

con el testigo negativo en la concentracion mas alta (0.66 mM y 14.4% de i. a.)
obteniendo una media de 13 + 5.715 MN en 1000 células BN (Tabla 6).
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Tabla 6. Frecuencia de micronucleos, puentes nucleares y brotes nucleares en 1000 células

binucleadas en tres concentraciones diferentes de atrazina.

MN/Bn PN/Bn BrN/Bn
Tratamiento
Concentracion | % dei.a.** Media £ D.E. Media = D.E. Media + D.E.
(mM)
Testigo negativo 425+ 1.26 0x0 00
Testigo positivo 21.75+6.13* 0.75+ 0.96 0.25+0.5
0.22 4.8 3.5+451 0.75+0.96 2.25+2.63
0.44 9.6 9+4.83 05+1 0.75+0.96
0.66 14.4 13 +5.71* 2.25+45 05+1

*Diferencias significativas obtenidas por ANOVA y la prueba de Newman-Keuls con una p<0.05.

**Porcentaje de ingrediente activo para comparar la mezcla comercial.

Respecto a los PN que no fueron significativamente distintos en el andlisis
estadistico, se observé una media de 2.25 + 4.5 puentes por célula binucleada en
el conteo de 1000 células, considerada una frecuencia baja para la concentracion
mas alta del plaguicida. En los BrN se observa una tendencia inversa al aumentar
la concentracion, es decir, para la concentraciéon mas baja del plaguicida (0.22 mM
y 48 % de i. a.) se encontr6 una frecuencia de 2.25 + 2.63 que no fue

significativamente distinta al testigo negativo (Tabla 6).
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VILIII Acetoclor y atrazina

Para la mezcla comercial de atrazina y acetoclor, no hubo efecto significativo en los
indices (IDN e IPBC) en comparacion con el testigo negativo. Estos muestran una

cifra muy similar al testigo negativo (Tabla 7).

Tabla 7. Estadistica descriptiva para IDN e IPBC en tres concentraciones diferentes del herbicida
Harness xtra (atrazina + acetoclor).

Tratamiento IDN IPBC
Acetoclor Atrazina Media + D.E. | Media £ D.E.
Concentracioén % de Concentracion % de
(mM) i.a.** (mM) i.a.**
Testigo negativo 2.03+£0.21 1.92 +0.19
Testigo positivo 1.55+0.13* 1.53+0.11*
0.015 0.41 0.0075 0.16 2.04+0.24 1.90+0.18
0.03 0.82 0.015 0.32 2.01+0.23 1.86 +0.16
0.045 1.2 0.022 0.48 1.94+0.26 1.84+0.21

*Diferencias significativas obtenidas por ANOVA y la prueba de Newman-Keuls con una p<0.05.

**Porcentaje de ingrediente activo para comparar la mezcla comercial.

Acerca de la frecuencia de micronucleos contabilizados en 1000 células
binucleadas, en la concentracion mas alta de la combinacion comercial los
resultados fueron significativamente diferentes en comparacion al testigo negativo;
se observo que a 0.045 mM/1.2% de i. a. con respecto a acetoclor, se obtuvo una
media de 10.25 * 0.957 micronucleos. Para los puentes nucleoplasmicos, no se
logra ver un aumento significativo en los tratamientos con el plaguicida, igualmente
para los brotes nucleares no hubo diferencias estadisticamente significativas (Tabla

8).
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Tabla 8. Frecuencia de micronlcleos, puentes nucleares y brotes nucleares en 1000 células

binucleadas en tres concentraciones diferentes del herbicida Harness xtra (atrazina + acetoclor).

MN/Bn PN/Bn BrN/Bn
Tratamiento
Acetoclor Atrazina Media + D.E. | Media = D.E. | Media = D.E.
Concentracion | % de | Concentracion | % de
(mM) i.a.** (mM) i.a.**
Testigo negativo 4+216 00 0.5+ 0.58
Testigo positivo 20 £ 8.76* 0.75+£0.96 15+191
0.015 0.41 0.0075 0.16 5.25+2.99 0.75+1.5 2.25+2.87
0.03 0.82 0.015 0.32 7 +3.16 0.75+0.96 0.75+0.5
0.045 1.2 0.022 0.48 10.25 + 0.96* 1+0.82 1+1.41

*Diferencias significativas obtenidas por ANOVA y la prueba de Newman-Keuls con una p<0.05.

**Porcentaje de ingrediente activo para comparar la mezcla comercial.
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IX DISCUSION

Acetoclor

En los resultados obtenidos en respuesta a la exposicion de linfocitos a tres
concentraciones distintas de acetoclor con respecto al célculo de los indices (IDN e
IPDN), no se encontrd dafio citostético, es decir no interfiere en la progresion del
ciclo celular puesto que estos indices no mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo negativo. Los resultados también mostraron

que el herbicida acetoclor en su formulacion individual caus6 dafio genotoxico.

Esto puede observarse en la concentracion mas alta (0.060 mM/1.67 % de i.a.)
donde se obtuvo una media de 29.25 + 9.639 micronucleos la cual fue
significativamente diferente al compararla contra el testigo negativo, siendo incluso
mayor el dafio al testigo positivo (bleomicina) el cual indujo una media de 19.25 +
8.995 micronucleos. Esto es una evidencia de dafio genotéxico inducido por el

herbicida.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con estudios previos, donde
se asocia el uso de acetoclor con cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer de
pancreas y melanoma (Lerro et al., 2015). En estudios con animales, donde se
encontraron tumores pulmonares y sarcomas histiociticos en ratones, mientras que
en ratas Sprague-Dawley se observaron tumores olfativos nasales y tumores de
células foliculares tiroideas (EPA, 2007) asociados a la exposicion de acetoclor.
También se han reportado adenomas y carcinomas hepaticos, adenomas renales,

sarcomas y tumores ovaricos benignos en ratas y ratones (Lerro et al., 2015).

Asimismo, concuerda con los estudios de Ashby et al. (1996) donde demuestra que
el acetoclor es clastogénico en linfocitos humanos cultivados. Esta actividad
clastogénica se observo que es independiente del metabolismo auxiliar (mezcla S9)

y fue mas marcada cuando se usaron linfocitos aislados en comparacion con el
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hemocultivo de sangre completa. Estos datos de toxicidad genética in vitro son
consistentes con el sustituyente cloroacetilo que reacciona preferentemente con los
grupos sulfhidrilo (-SH) de los constituyentes celulares como el glutation (GSH por
sus siglas en inglés), a diferencia de los atomos de nitrégeno y oxigeno del ADN per
se. Cuando estos nucledfilos celulares protectores del ADN se agotan (con dosis
crecientes de acetoclor), se produce una reaccion en los grupos sulfhidrilo de la
cromatina que inducen clastogenicidad (Liu et al., 2006). Por lo que los resultados
positivos obtenidos en el presente estudio coinciden con otros publicados
anteriormente donde se ha demostrado que el acetoclor puede acelerar la
metamorfosis inducida por la hormona tiroidea en Rana pipiens y Xenopus laevis
(Cheek et al., 1999; Crump et al., 2002), conducir a la reduccion de la fertilidad
(Ashby et al., 1997) y aumentar la aparicion de adenomas nasales en ratas (Green
et al., 2000), asimismo, se ha mencionado que puede influir en el crecimiento de la
lombriz de tierra, la reproduccién y mal metabolismo de la celulosa (Xiao et al., 2006)
e incluso causar el intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos humanos (Hill
et al., 1997).

Por otro lado, se ha observado que, en células de higado de renacuajo, acetoclor
causa un aumento de dafio al ADN relacionado con estrés oxidante mediado por
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) (Liu et al., 2006).

En cuanto a los BrN, que de acuerdo con Fenech (2000) corresponden a
amplificacion génica, no hubo una respuesta positiva al tratamiento con acetoclor,
es decir, no se observo que esta alteracién fuera causada por el herbicida. Con
respecto a los PN los cuales evidencian la induccion de cromosomas dicéntricos,

no se obtuvieron resultados significativos en su formacion (Fenech et al., 2003).

Atrazina

Se puede observar en los resultados que existe una diferencia estadisticamente

significativa en los indices de Division Nuclear e indice de Proliferacion con Bloqueo
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de la Citocinesis (IDN e IPBC). Se observo efecto citostatico del herbicida dosis-
dependiente, ya que, al aumentar su concentracion, el valor de los indices
mencionados disminuye. Posiblemente el plaguicida esté induciendo efecto dentro
del ciclo celular como ha sido sugerido por Ribas et al. (1998).

La disminucion en el valor de los indices (IDN y el IPBC) en comparacion con el
testigo negativo, indica que las células estan sufriendo un retraso en su ritmo de
divisién; Fenech et al. (2007) describen que un valor de 2.0 indica que las células
se estan duplicando y que la mayoria se han dividido en al menos una ocasion, en
este trabajo se encontré una media para el testigo negativo de 2.049 + 0.296 para
el IDN, lo que es el esperado mientras que para la concentracion mas alta del
plaguicida es de 1.265 + 0.061, valor considerado bajo, es decir las células estan
disminuyendo su tasa de division debido al dafio causado por el plaguicida,
evidenciando efecto citostatico. Estos resultados coinciden con estudios hechos en
linfocitos humanos donde se encontré dafio citostatico provocado por este herbicida
y se observaron diferencias significativas en el indice de la tasa proliferativa (Ribas
et al., 1998). También Flores-Maya (2000) reporta que los herbicidas triazinicos
(metribuzina y ametrina) causan dafio citotéxico con y sin activacion metabdlica
vegetal en cultivos de linfocitos humanos al aumentar las células de tercera division
y a concentraciones altas causa la disminucion de las células de primera

generacion.

En cuanto a los tres biomarcadores (MN, PN y BrN) los resultados mostraron que la
atrazina causa dafio genotdxico en las condiciones experimentales realizadas en
este trabajo, ya que se observd un incremento significativo en la frecuencia de
micronucleos en la concentracion mas alta (0.66 MMy 14.4 % de i. a.) en la cual se
encontré una media de 13 £ 5.715 micronucleos. Sin embargo, este efecto no fue el
mismo en PN y BrN, pues no se obtuvieron diferencias significativas para estos dos

biomarcadores.
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Contrario a lo que se encontr6 en los resultados de este estudio, otros autores han
reportado que la atrazina no genera rompimientos cromosomicos en linfocitos
humanos in vitro en una concentracion de 0.001 pg/mL agregado a las 4 h de haber
iniciado un cultivo de 72 h, ni en linfocitos de ratdn in vivo en concentraciones de 20
png/mL a los 90 dias de exposicion (Roloff et al., 1992). Igualmente, en linfocitos
humanos con las técnicas de aberraciones cromosoémicas, intercambio de
crométidas hermanas y micronucleos, la atrazina no generé dafio genotoxico en
concentraciones de 5, 25, 50 y 100 pug/mL agregados a las 24 h de haber iniciado
el cultivo de 72 h (Ribbas et al., 1998).

Sin embargo, Meinsner et al. (1992) reportaron rompimientos cromosémicos en
meédula ésea de ratén en concentracién de 20 ppm a los 90 dias de exposicion y
linfocitos humanos en concentracién de 1 pug/mL agregado a las 4 h de iniciar el
cultivo de 72 h, igualmente, Zeljezic et al. (2006) reportaron dafio genotdxico en
linfocitos humanos con el ensayo de difusibn del ADN y ensayo cometa en
concentraciones de 0.047, 0.47 y 4.7 pg/mL con un tiempo de exposicion de 8 h,
también Lioi et al. (2008) describen dafio cromosdémico y aumento del estado pro-
oxidante en linfocitos humanos con las técnicas de aberraciones cromosomicas,
intercambio de cromatidas hermanas y ensayo de G6PD (glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa) en concentraciones de 5, 8.5, 17, 51 uM agregados al inicio del
cultivo de 72 h, finalmente Rayburn et al. (2001) informan dafio genotdxico
significativo en células de ovario de criceto chino a concentraciones 0.014, 0.09 0.14
y 1.4 uM en un cultivo de 48 h. Los datos de la presente investigacion concuerdan

con estos autores donde atrazina causo dafio genotoxico.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, el tiempo de exposicién que se uso en
los estudios en linfocitos humanos donde se obtuvieron resultados negativos
(Ribbas et al., 1998) fueron mucho mas cortos o con concentraciones mas bajas
gue los usados tanto en este proyecto como en los estudios donde se reportaron
resultados positivos para genotoxicidad (Lioi et al., 2008) por lo que se puede sugerir

gue atrazina a concentraciones bajas con un tiempo de exposicion mas largo o a
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concentraciones mas altas que las reportadas por Ribbas et al. (1998) con un tiempo
de exposicidbn mas corto puede inducir dafio al ADN. También, se sugiere que
probablemente su efecto genotoxico esté relacionado con estrés oxidante
basandose en los resultados obtenidos también por Lioi et al. (2008) que observaron
un mayor incremento en la actividad de la enzima G6PD relacionada con la

formacién de intermediarios reactivos de oxigeno.

Mezcla de atrazina y acetoclor

Ya que en los resultados de ambos herbicidas por separado se encontraron efectos
diferentes: en el caso de acetoclor, dafio genotoxico y en la atrazina dafio citostatico
y genotodxico, en la combinacién comercial, los resultados fueron totalmente

diferentes a lo esperado.

En cuanto a el IDN e IPBC, se esperaba observar un efecto similar o mayor a los
resultados obtenidos con los plaguicidas de manera individual. En el caso de
atrazina se presentaron diferencias significativas con el plaguicida individual en
estos indices (IDN e IPBC). Sin embargo, en la mezcla de ambos herbicidas no se
mostré un aumento significativo en el efecto citostético, lo que se le puede atribuir
al porcentaje de ingrediente activo presente en la mezcla comercial de cada
plaguicida. Para la exposicion del herbicida individual se utilizd 4.8% del ingrediente
activo en la concentracion mas baja (0.22 mM), sin embargo, en la mezcla comercial
se encontraba a un porcentaje menor de 0.48% (diez veces mas bajo), por lo cual
se podria asumir que debido a esa baja concentracién no se vio un efecto de la

atrazina en los indices mencionados.

En comparacion con acetoclor, no se esperaba observar ninguna modificacion en
los indices ya que de manera individual no indujo efecto citostatico. Esta hipotesis
se confirmo en la mezcla ya que no se obtuvieron diferencias significativas entre los
indices y sus respectivos testigos negativos. Este efecto se le puede atribuir a que

(en comparacion con atrazina) se tenian los mismos (o similares) porcentajes de
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ingrediente activo tanto en la prueba individual como en la mezcla comercial, por lo

gue el efecto se mantuvo.

Para el caso de la genotoxicidad, acetoclor en su formulacién individual indujo la
formacion de micronucleos de manera significativa contra el testigo negativo (29.25
+ 9.639 micronucleos) en la mayor concentracion (representando un 1.6% de
ingrediente activo), al igual que atrazina que fue significativamente diferente en la
concentracion mas alta (0.66 mMy 14.4 % de i. a), la cual indujo una media de 13
+ 5.715 microndcleos, por lo que se esperaba que en conjunto (Harness Xtra)
ambos herbicidas indujeran una mayor frecuencia de micronucleos. Sin embargo,
tuvo el efecto contrario ya que no se encontré6 aumento sino una reduccién con una
media de 10.25 + 0.957 micronucleos a pesar de seguir siendo un valor

estadisticamente significativo en comparacion con el testigo negativo.

La poca induccion de MN podria deberse a que el efecto de acetoclor al encontrarse
combinado con la atrazina, se vio afectado dando como resultado una reduccion en
la frecuencia de micronucleos. Comportamiento que no se esperaba dado que esta
comprobado que acetoclor causa rupturas en el ADN (Ashby et al., 1996; Liu et al.,
2006). De estos resultados es posible deducir que al estar combinado con atrazina
el efecto sinérgico esperado no se observd. Es decir, el comportamiento de la
mezcla de estos dos herbicidas fue antagénico y no sinérgico, donde atrazina
posiblemente interfiri6 con el efecto genotéxico de acetoclor observado en la
reduccion significativa de la frecuencia de micronucleos. Y de la misma manera es
posible explicar como es que a pesar de haberse inducido efecto genotéxico con
atrazina de manera individual no se observé un efecto sinérgico. Como se mencioné
anteriormente, probablemente se requiera una concentracion mas alta o un tiempo
de exposicibn mayor a concentraciones bajas para poder evidenciar dafo
genotoxico. En la mezcla, la concentracion de atrazina se redujo mientras que el
tiempo se mantuvo, por lo que no se obtuvo una respuesta genotdxica esperada

gue aumentara el valor de micronucleos observado.
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Las interacciones toxicodinamicas ocurren cuando la presencia de dos (0 mas)
compuestos cambia la respuesta sin afectar la dosis en cada uno de los
compuestos. Ocurren en el sitio del receptor celular, o en la molécula objetivo, o
entre los sitios u objetivos del receptor. Cuando la interaccion tiene lugar en el
mismo sitio del receptor, esto generalmente produce antagonismo (Reffstrup et al.,
2010). Por lo que se ha comprobado que una sustancia puede estimular el
metabolismo de una segunda o interferir con su absorcion (Hernandez et al., 2013).
En este caso, probablemente ocurre algo similar, puesto que a pesar de que el
porcentaje de atrazina usado en la combinacion comercial fue bajo (0.48 %), fue
suficiente para reducir el efecto de acetoclor pero no el suficiente para inducir dafo

genotdxico por si mismo.

Puede sugerirse que atrazina en combinacién con acetoclor, esta evitando que éste
llegue a causar el dafio que se observé de manera individual; ya que también se
observo un efecto similar en experimentos anteriores donde herbicidas triazinicos
indujeron un efecto antagonico en mezclas con procloraz, un fungicida (Hernandez
et al., 2013); por lo que posiblemente este efecto antagdnico puede ser atribuido a

atrazina.

Se ha observado que acetoclor causa estrés oxidante y dafio directo al ADN (Ashby
et al., 1996; Liu et al., 2006) por lo que se sugiere que atrazina puede afectar su
absorcion, distribucion, metabolismo o eliminacion (Reffstrup et al., 2010) llegando
a disminuir el efecto genotédxico de acetoclor y asi evitando que llegue a interactuar
con el ADN. ElI mecanismo por el cual el efecto antagonico se esta observando es
incierto, sin embargo, se ha observado que plaguicidas que generan estrés oxidante
de manera individual, al estar en mezcla se tiene este efecto, como es el caso de la
mezcla de propoxur y permetrina, en el cual se encontré que de manera combinada

el efecto genotdxico se redujo (Wang et al., 2017).

Sin embargo, hacen falta mas estudios para conocer el mecanismo por el cual se

esta observando este efecto antagonico en la mezcla de atrazina y acetoclor.
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X CONCLUSIONES

Atrazina aplicada en su forma individual causé un efecto genotéxico al
aumentar la frecuencia de micronudcleos y también provoco dafio citostatico
al disminuir significativamente los indices de Division Nuclear e indice de

Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis.

El herbicida acetoclor en su forma individual indujo dafio genotéxico al
aumentar la frecuencia de micronucleos, pero no manifesto efecto citostéatico
al no provocar alteraciones en los indices de Division Nuclear e indice de

Proliferacion con Bloqueo de la Citocinesis (IDN e IPBC).

La combinacion de acetoclor y atrazina caus6 dafio genotdxico, sin embargo,
se observa un efecto antagonico probablemente inducido por atrazina al
disminuir el nimero de micronucleos que acetoclor induce de manera
individual, esto sucede, aunque atrazina se encuentra en una baja

concentracion reduciendo asi el dafio que anteriormente demostré causar.

Es muy importante conocer el efecto que los plaguicidas pueden causar a la salud

humana y conocer a fondo las interacciones que existen en las mezclas de estos

compuestos ya que es de esta manera como generalmente se aplican. También es

relevante recalcar la utilidad y facilidad del ensayo de micronucleos con bloqueo de

la citocinesis, ya que permite saber no solo el efecto genotoxico que una sustancia

puede causar, sino también las alteraciones que este podria tener en la division

celular.
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XII' ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA INVESTIGACION

Por medio de la presente, el (la) que suscribe ,

de manera libre y sin coercidén alguna, autorizo a ser sometido (a) a la toma de
muestra de sangre que sera practicado el dia del mes del afio

alas horas, para que se realice en ella el estudio denominado:

Ensayo de micronlcleos con bloqueo de la citocinesis.

De igual forma, se me informd6 que no tiene riesgo para mi salud, ya que consiste
en la toma de una muestra sanguinea de 7 mL del antebrazo con materiales nuevos

y estériles.

Nombre y Firma
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