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. RESUMEN

El control de diversas ectoparasitosis que afectan tanto al ganado como al
hombre mismo, ha originado que la industnia quimica desarrolle productos cada vez
mas cfectivos para ¢l control de inscctos, gencrando beneficios en la produccion y
¢n salud. Por otra parte cs indispensable evaluar, no solamente la cfectividad de
estos productos, sino también la seguridad de su mancjo en cuanto a los posible
cfectos citogenéticos quce estos pudicran tener, tanto cn animales como en vegetales,
pcro sobre todo cn ¢l hombre. Un insecticida de reciente introduccion es el fipronil,
el cual pertencce al grupo de los fenilpirazoles, se caracteriza por actuar como
inhibidor no compectitivo del acido gamma-amino-butirico, que es ¢l principal
neurotransmisor cn insectos. Se ha introducido en México para ¢l control de pulgas.
El insccticida sc somcetié a la prucba de mutacion y recombinacion somiiticas, la
cual utiliza como bioindicador a la mosca de la fruta Drosophila melanogaster,
provocando la pérdida de heterocigocidad en las células de los discos imagales para
el ala cn la larva de tercer estadio, ya que al sufrir una célula alteracion genémica al
darse las divisiones mitdticas s¢ favorece la expresion de {os clones mutantes como
alteraciones cn la forma de los pelos formando manchas que incluyen desde un clon,
hasta las que incluyen mas de 200; lo anterior para determinar su ¢fecto genotéoxico
y asi poder demostrar la posibilidad de inducir resistencia en las pulgas. Sc
cruzaron hembras dec la linea fir3/7TMM3, BdS con machos mwh/mwh, designada
como cruza cstindar, para obtener la progenic transheterocigotica  para los
marcadores en la que el parametro a evaluar es la apariciéon de manchas en las alas,
alteraciones morfolégicas en la estructura de los pelos, flr en forma de fluma y mwh
que cs la alteracion de pelos multiples en las alas, lo cual es un indicador de
mutacion. A las larvas de 72 horas de edad, que es la tercera fase lamvani, se les
administré el compuesto cn el alimento durante 48 horas a concentraciones de 0.01,
0.005 y 0.001 ppm, quc fucron las concentraciones ¢n Ias que se obtuvicron los
adultos. Se utilizé como testigo negativo solucidn de ctanol al $% y como testigo
positivo N-Nitrosopirrolidina a 10mM, Ja cual ¢s un potente agente mutagénico y
carcinogénico. A partir dc los especimenes obtenidos se hicicron preparacionces
permancntes con las alas y se procedid a la lectura y registro de las manchas, lus que
se clasificaron como manchas simples chicas, manchas simples grandes y manchas
gemelas. El analisis estadistico se realizé con ¢l programa de computo SMNMART con
P=0.05 y cl procedimicnto de decisiéon multiple de Frei y Wurgler de dos hipotesis.
LLos resultados indican quc ¢l compuesto unicamente induce un incremento en fa
frecuencia de manchas simples grandes aceptindolo como positivo con respecto al
control negativo, ademis sc observa que s sumamente toxico cn cste sistema de
prucba cn basc a las concentraciones a las que permitié trabajar, por lo que la
aparicion de organismos resistentes puede llegar a presentarse siose aplican dosis

menores a las recomendadas.
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L T o CAPITULO 1

En cl Gltimo siglo, a partir de la revolucion industrial, con las guerras mundiales
y con la liegada del hombre a la luna, el desarrollo cicntifico y tecnoldgico ha sido
cnorme. Se¢ ha dado solucidon a un gran namero de problemas, lo que a su vez
ha generado otros. Tal es ¢l caso de los productos y subproductos
quimicos, usados o generados cn la agricultura y  en las diferentes ramas de la
industria, quc si bicn han panticipado en ¢l mcjoramiento dc las condiciones de
vida, sc¢ ha demostrado que  muchos de cllos tienen c¢fectos  indesecables.
El problema se incrementa debido a que actualmente se producen miles de
sustancias que  sc liberan al  ambiente, y de las  cuales ain  es necesario
determinar su capacidad  para provocar mutaciones, con la finatidad de evitar
sus cfectos sobre la poblacion humana y animal. Una mutaciéon  es una alteracion
sobre la sccucncia de las bases nitrogenadas que codifican informacion en cl
material genético, ADN. 1s modificaciones puceden ocurmr ¢n los genes o en
los cromosomas, y pucden resultar de la accion directa de los agentes quimicos
sobre ¢l matcrial hereditario, o bien requerir de alguna biotransformacion (Instituto
de Investigacioncs Biomeédicas, 1980, Wallace, 1994).

Por lo anteriormente expucsto ha sido nccesario  establecer sistemas
biolégicos en los cuales sea posible estimar ¢l riesgo que presenta un compuesto
dado para el hombre. En la  actualidad se cuenta con diversos sistemas de
investigacién para identificar mutagenos, uno de estos sistemas gue ha cobrado gran
importancia cn los ultimos diez aflos es el quc utiliza inscctos para la deteccion de
mutiagenos ambientales; en este grupo es usada principalmente, la
fruta Drosophila mclanogaster, constituye praobablemente cl s
rapido y mas eficicnte para detectar mutaciones génicas ¥y Cromosomicas en
células germinales  y  somaticas (Instituto de Investigaciones Biomdédicas, 1980;
Graf, 1984; Pacz, 1996; Ramos, 1993, Graf, 1994; Sociedad Mcxicana de Gendtica,
1995; Marec, 1996; Delgado ¢t al.. 1995).

Un grupo de compuestos quimicos altamente difundidos ¢n  todo el
por endc con los quc, no solamente ¢l ser humano, sino una gran variedad de
especies tiene contacto, son los insecticidas, cn  esto radica su importancia
como objcto de estudio cn ¢l campo de la toxicologia genética. Sin embargo, ¢l uso
constante de este tipo de sustancias ha provocado, ¢l desarrollo  de resistencia
cn los insectos por modificacién de su genoma, en algunas de las veces para
protegerse de los efectos de los insccticidas y delegar asi a sus descendientes esta
resistencia. En  los mamiferos cs importante, no sdlo la
toxicidad por cxposicion aguda o envenenamicnto, sino
estos pucdan tener como mutagenos potenciales. Aun hace
genotdxicidad de la mayoria de estos compuesto

mosca e la
stema animal mas

plancta y

valoracion de su

la repercusion que
falta determinar  la
s, sin perder de vista a los nucvos
grupos, como lo son los fenilpirazoles teniendo al fipronil como respresentante,
sera necesario evaluarlos detenidamente, y con mayor razon cuando se ha iniciado
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mayor

comercializacién  de cllos (Pedigo, 1989;Humphreys, 1990;Colliot,
1992;Cortinas, 1993 Jcannin, 1995;Kalc, 1995; Hosic, 1995).

1.1 HIPOTESIS.

El fipronil podria actuar como agente genotoxico de mancera directa o indirecta
induciendo mutaciones sobre las células somaiticas dec las alas de Drosophila
melanogaster, y por scr estc un organismo cucariota superior, ¢l riesgo de que los
inscctos sufran dafio genético y que desarrollen resistencia por esta misma causa cs
muy alto.

1.2 OBJETIVOS.

1. OBJETIVO GENERAL.

1) Evaluar la posible capacidad mutagénica del fipronil utilizando la prucba
de manchas en ¢l ala con Drosophila melanogaster.

11. OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Rcalizar prucbas de toxicidad con cl fipronil para obtener las concen-
traciones convenientes para llevar a cabo ¢l estudio de mutagenicidad

2) Comparar cl efecto mutagénico inducido por ¢l fipronil en dos cruzas: la
estandar y la de alta capacidad mectabolica.
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T CAPITULO 2.
2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

i.a relacién entre ¢l hombre y los inscctos dota de tiempos muy remotos donde
1o mis importante cra la supervivencia y ¢l mantenimicento de lus especies, con lo
que inicia asi una lucha encamizada entre cstos dos bandos. Algunos de los inscctos,
mucho mas antiguos quc cl hombre, desarrollaron mecanismos de adaptaciéon para
lograr su desarrollo. Los asentamientos humanos, ¢l cambio de una vida némada por
una scdentaria, alteré ¢l medio para poder habitarlo lo que trajo consigo la
modificacién de los habitos de varios grnupos dc insectos que se vicron favorecidos
por ¢l alimento, cl calor y refugio que encontraron, algunos desarrollaron
adaptaciones estructurales para mcjorar la existencia parisita, en las quc se incluyen
partes bucales picadoras-succionadoras para nutrirse de sangre u otros fluidos de los
tejidos, pérdida de alas para cl cctoparasitismo y tallas diminutas para permitir la
invasiéon cn ¢l cuerpo del vertebrado. Desde milenios anteriores a la aparicién de
fegistros  humanos rclacionados con molestias  asociadas a los  arntropodos,
cvolucionaron sistemas de relaciones casuales y obligadas entre los artropodos y sus
hospedadores vertebrados. Los insectos precedicron al hombre sobre 1a tierra por fo
menos 400 millones de aitos y los microorganismos cstaban ya presentes mucho

antes que estos. Por lo que se establecicron primeramente relaciones entre ¢stos y
posteriormente incluyeron al hombre. 12
sin duda alguna a los

conocimiento de los inscctos se remonta
ticmpos prehistoricos, aunque cntonces ¢l hombre sc
intercsaba principalmente por las plagas que le afectaban directamente. Por medio
de cscritos  antiguos  se  pucde obscervar claramente la  trascendencia  que
representaban las  molestias  que  producian los  insectos, como  cjemplo
mencionaremos que en el antiguo testamento biblico se narra como ¢l pucblo de
Egipto fuc castigado por la obstinacion del Faradén al no permitir ta libertad del
pucblo Hebreo, por lo que se hizo acrecdor de lo que sc conoce como las sicte
plagas, de las cuales tres tienen que ver con inscctos: se dice que Aaron tomo su
vara y golpeo la tierra y ¢l polvo se convinio en piojos ¢ inmediatamente infestaron
a hombres, mujeres y et ganado de aquella tierra, después hubo una nube de moscas
negras y gordas que atacaban metiéndose en la boca y bajo los parpados de las
personas, mas adelante se cuenta que un viento del este soplo todo el dia y trajo una
nube densa de langostas que acabaron con lo quedaba de los cultivos. Aun cn la
época contemporinca las nubes cspesas de langosta destruyen extensas arcas de
cultivo en el cercano Oriente y cn Africa, ocasionando grandes pérdidas de
alimento. Incluso s¢ han asociado las plagas como castigo divino por los pecados
cometidos por hombres, aunque cllo no sca muy consistente en ¢l concepto cristiano
de un Dios bondadoso, tal ideologia perdurd durante varias centurias, como lo
prucban las cronicas cscritas en Hunpgria durante los siglos X1y XIiI, cuando las
sicmbras de cereal fucron destruidas por enfermedades. Los desastres que no se
atribuian a la ira de Dios, se consideraban como obra de fos espiritus malignos, las

7



I R CAPITULO 2

brujas y los ducndces o diablillos, todos cllos cnemigos de las fuerzas benéficas en el
mundo. Hasta el siglo XVIII, se culpaba a cstas fucrzas demoniacas de los estragos
Y. por

causados cn la agricultura por plagas de insectos y enfermedades

consiguicnte, en los tratados antiguos de agricultura abundan las recetas mugicas
para controlar dichas plagas. No fuc sino hasta mediados del siglo XIX, que
comenzaron a aplicarse sistematicamente los métodos cicentificos en ¢l control de
Ya en nuestra cra cencontramos cvidencias que algunos pucblos tenian

plagas.
conocimicnto del papz! que jugaban los inscctos como causantes de enfermedades,

cn México sc cncontré una represcntacion en picdra de una pulga la cual se estima
aproximadamente en ¢l aito 1200

que fué claborada entre los anos 1200 a 1500 d.C.
d.C. un artesano indio americano representé un enjambre de mosquitos listos para el

ataque cn una picza de barro encontrada cn Mimbres, Nuevo México; una vasija de
barro dcl Peni, de entre 400 a 900 d.C. muestra las perforaciones de donde se han
extraido individuos de Tunga pencerans del pic de un hombre (Hardwood, 1987;
Cremlyn, 1995).

Muchos aspectos de la civilizacion modemna han sido influidos por las
rclaciones que ¢l hombre ha tenido en ¢l pasado con los insectos, 105 patégenos que
transmiten y las enfermedades que resultan de esta transmision. Cuanto han
contribuido estos hechos al estado politico-cconomico actual del mundo es, por
supuesto, una cucestion de conjcturas. Se ha sugerido que los patogenos transmitidos
por inscctos, por cjemplo los tripanosomas transmitidos por la mosca tse-tsé en
América, pudicron haber contribuido a la exterminacion de las taunas de parte del
Terciario tardio y del Cuaternano. Sin duda, el desarrollo politico y social del
hombre prehistérico se vio afectado por epidemias y pandetmnias asociadas con los
artropodos, cuando mcnos desde que se constituycron clases y grupos migratorios.

Los registros referentes a la desolacion causada por la ficbre amarilla, el tifo y la
Ia historia, cncontrindosc cvidencias de la

pcste s¢ remontan muy atriis cn
existencia del paludismo cn ¢l periodo ncolitico. En tiempos histéricos, osta y otras
enfermedades han sido determinantes cn ¢} florecimicnto, decadencia y caida de
impcrios, asi como cn ¢l establecimicnto o no establecimicnto de nuc arcas y en
la construccidén de proyectos de ingenicria, Existe una evidencia clara de que las
enfermedades asociadas con artrépodos influyeron en curso de los imperios Griego
y Romano. La gran peste de Atenas en el afno de 430 a.C., que sc cree pudo haber
sido tifo, desmoralizé a los atenienses y aterrorizo a los peleponcnses invasores,
causo la muerte de Pericles y, probablemente, amplio la duracion de la gran guerra

del Pcloponcso, tanto como lo hizo la estrategia. En 396 a.C., ¢l sitio cartaginés de
Siracusa fracasé debido a una epidemia, que posiblemiente fue de la misma
enfermedad. Si este sitio hubicse terminado con éxito, Cartago, en lugar de Roma
sc habria convertido en cl poder dominante del Meditarranco.l.a malaria afecto
también a Grecia, climinando la extension oriental del imperio de Alejandro el
grande y conduciendo finalmente, junto con el aleoholismo, a la muerte del
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conquistador. Es intercsante la especulacidn de que el paludismo pudo haber

exterminado una gran parte de la vigorosa extirpe griega, responsable de 1a época de
oro del imperio, lo cual condujo a reemplazaria en una gran parte por esclavos
introducidos para servirles. Se han descrito las diversas epidemias que acontecicron
en ¢l imperio romano desde cl primer siglo D.C. hasta su caida en ¢l afo de 476
D.C., y. finalmente, hasta la época de Justiniano cn cl siglo IV. Estas epidemias,
probablemente debidas a causas mixtas, asociadas o no con artrépodos, fucron
propagadas por los cjércitos romanos, los hunos invasores, los godos y otros. No
cabe duda de quc su influencia en la caida de Roma fue grande. Se cree que Ia peste
de Justiniano dio ¢l golpe "de gracia® al antiguo imperio. Aunque el imperio fnca de
Sudamérica fuc cxterminado por los conquistadores espafoles, existe evidencia de
que las cpidemias pudieron haber conducido a los Incas a un estado de
vulncrabilidad en la época de Ia conquista (Cremlyn, 1995).

No hay duda acerca de la influencia de los patogenos transmitidos por artropodos
en cl progreso del hombre con épocas posteriores. Durante y despu de la edad
media, Europa sufrié repetidas pandemias de peste. L.a malaria o paludismo fue muy
frecuente cn la mayor parte del continente; en Inglaterra, Oliver Cromwell y
posiblemente Jaime I, muricron de esta enfermedad, y en Francia Luis XIV la
contrajo, pero fuc curado con quinina. Los pantanos en Roma cran conocidos por su
“mal-aria” (mal-aire). La tripanosomi impidio el desarrollo de Africa hasta el
presente siglo, y la ficbre amarnlla, introducida al nuevo mundo a través del
comercio dc esclavos de Africa, impidio el desarrollo de gran parte de América,
incluyendo los primeros intentos para construir cl canal de Panama . El tifo fue el
responsable en gran parte del colapso dec los frentes ruso y balcano en la primera
guerra mundial. Gracias al DDT y al control de los piojas, se controlaron epidemias

v la de Colonia, Alemania, que hubicran cobrado un
ades del

como la de Néipoles, halia
nimero mucho mayor de vidas ¢n la scgunda guerra mundial. Las activi
hombre, asi como los niveles nutricionales, han contribuido en gran medida a los
scrios cfectos de las enfermedades asociadas con artréopodos. Los prejuicios vy las
la actuahdad, los programas de control y
Ias leishmaniasis

supersticiones han frenado, aun cn

erradicacion. Como cjemplo dec las
americanas ticnen mucha mayor importancia clinica ¢n los Jugares donde el nivel

nutricional es bajo: ¢l paludismo pucde minar Ia fortalesa de las poblaciones rurales,
que, por lo tanto, producen menos alimento, con una consccucnte disminucién del
y un incremento de {a susceptibilidad de fa poblacion

relaciones nutricionale

nivel nutricional

de sanidad v nutricidon son bajos, micntras que los niveles de
De gran intluencia han sido i

plagas, los nivele
cnfermedades parasitarias ¢ infecciosas son altos
gucrras y los desastres naturales, tales como las grandes inundaciones y terremotos.

artropodos de importancia

tones  de salubridad. que

Los programas de control comunes en contra de lo
médica pueden interrumpirse al disminuir las condi
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resultan de migraciones masivas, apiflamicntos o cualquier interfercncia con los
modos de vida. Por cjemplo, en la convencion de la Organizacion de Alimento y
Agricultura de las Nacioncs Unidas, Hevada a cabo en 1977 en Nairobi, Kenia, se
hizo hincapié en que los enfrentamicntos entre los cjércitos y las gucrrillas en Africa
habian interferido en las operaciones de control de la mosca tse-tsé, con el resultado
de que las moscas invadicron nucvamente muchas arcas de las que ya habian sido
erradicadas, llegando incluso a termitorios previamente desocupados. Como
consccucncia, s¢ prescntaron amcnazas de scrias epidemias de la enfermedad del
sucio y nagana (Tripanosomiasis humana y animal). La perspectiva actual debe
incluir cicrtas reflexiones acerca del futuro. l.as vidas humanas salvadas por la
conquista de las enfermedades asociadas con antropodos se afaden a los problemas
poblacionales. Sc debe encontrar la forma de que las ventajas descadas se logren en
todos los aspectos, a través de la educacion, de estudios socioccondédmicos v del
ambicnte (Hardwood 1987).

El hombre al comprender que los insectos cran los causantes directos o
indirectos de diversas enferimedades o de pérdidas on las cosechas comenzé a probar
diversas sustancias con c¢l fin de combatirlos. Por ¢jemplo, ¢l azufre sc¢ conocia
como preventivo de diferentes enfermedades y se empleaba para combatir a los
insectos mucho antes del ano 1000 a. de C. incluso su uso como fumigante fue
mencionado por Homero. Plinio en ¢l ano 79 d.C. recomendaba utilizar al arsénico
como insccticida, y en ¢l siglo XVI, los chinos ya aplicaban cantidades moderadas
de compucstos de arsénico con este fin. En e) siglo XVII aparecicd ¢l primer
insccticida de origen natural; la nicotina, obtenida de los extractos de hoja de
tabaco, quc sc¢ usaba para controlar ¢l picudo del cinielo y la "chinche de encaje™.
En 1705 Hamberg propuso ¢l cloruro de mercurio como preservador para la madera
Yy, cicn afios después, Prévost describio la inhibicion de las esporas de anublo por el
sulfato de cobre. Se han usado también bastante los insecticidas vegetales, por
cjemplo ¢l pirctro, al parccer descubicrto por los persas, y ¢l polvo de tabaco.
utilizado en Europa Occidental  como insecticida en ¢l siglo XVIIL Lo mas
probable es que estos primcros descubrimicntos se hicieran gracias a la perspicacia
dec algun observador, asi como a la aplicacién del método de prucbha vy error, sin que
faltaran en ello algunos clementos de supersticion (Cremlyn, 1995).

En el iltimo cuarto de siglo se han sintetizado muchisimos insccticidas
organicos. Entre éstos sc encuentran los insecticidas organoclorados (hidrocarburos
clorados), los compucstos de organofosforados » los carbamatos. El DDT o
diclorodifeniltricloroctano fue descubicrto en Alemania en 1873, siendo ¢! Dr. Paul
Muller quien descubriera en 1939 sus formidables propicdades insecticidas,  al
inicié de la segunda guerra mundial, cn Suiza; luepo del éxito inicial de las prucbas
de campo contra la catarina del colorado se comenzd & comercializarlo,
efectuindose un extenso trabajo sobre su aplicacidén en Inglaterra, los estados
Unidos y Alemania. Este compucsto climina los piojos que transmiten <l tifo y es
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igualmente cfectivo contra los mosquitos que propagan el paludismo. su uso, fuc sin
duda una valiosa ayuda para c! triunfo dec lus potencias occidentales en la scgunda
guerra mundial, ya que permitié que se llevasen a cabo las operaciones militares en
los trépicos, en donde, si no hubicra sido por éste, cl peligro de epidemias habria
sido demasiado grandc. Después del éxito del DDT, varios insccticidas anilogos
muy utiles, como ¢l mectoxicloro, fueron descubicrios y s¢ encontré que un bucn
numero de compucstos organoclorados de  diferentes tipos cran  excelentes
inseccticidas de contacto. El hexacloruro de benceno (HCB) o mas correctamente ¢l
hexaclorociclohexano, fue descubierto por ¢l quimico inglés Michael Faraday cn
1825, y sus propicdades insecticidas fucron conocidas hasta 1942 también en
Inglaterra. Se demostro que s6lo uno de los cinco isomeros ¢s altamente insccticida;
csta ¢s la forma gamma también conocido como "Gammaexano” o lindano. Este
material ¢s habitualmente mas toxico para los insectos que ¢! DDT y tambicn
presenta considerable accion acaricida. Utilizando !a reaccion de condensacion de
Dics-Alder, los quimicos amecricanos produjeron, a fines de la década de los
cuarentas, varios nucvos insecticidas que fueron conocidos como los ciclodicnos.
Estos compuestos con anillos benceénicos gemelos comenzaron a emplearse en el
ganado a principios de la década de los cincuentas; tencmos como cjemplos al
dieldrin (isomecro del endrin), el aldrin (isémero del isodrin), ¢] heptacloro, ¢l
epoxido del heptacloro y ¢l isobenzan (telodrin), estos insecticidas organoclorados
tienden a ser muy cstables in wivo. Durante la segunda gucrra mundial sc
sintetizaron en Inglaterra ¥y en Alemania varios compuestos organofosforados,
“gases nerviosos’, con gran toxicidad para los mamiferos. Fl punto de partida para
su dcsarrollo inicial, lo constituyeron las investigaciones sobre su  cfecto
necurotdxico, llevadas a cabo por el doctor Gerhard Schrader y sus colaboradores, en
Alemania, con el fin de usar estos gases en la guerra quimica. Entre los primeros
compucstos estaban ¢l paration, Schradan y Bladan, muy cfectivos para ¢l controtl de
insectos pero toxicos para los mamiferos, por lo que las investigaciones posteriores
se han oricntado cada vez mas hacia el descubrimicnto de insccticidas muis
selectivos y menos peligrosos. El malation (1950} fue ¢l primero de los insccticidas
de amplio espectro de accion y, a la vers, de una toxiaidad muy baja para los
mamiferos. Una ventaja  muy importante que tienen  los  insecticidas
organofosforados cs que, por lo general, se degradan rapidamente en matenales
atéxicos, después de su aplicacidon; cn consccuencia no tienen efectos duraderos,
como los insccticidas organoclorados, de manera que no tienden a acumularse en el
ambicnte y, por lo tanto, no pasan a las cadenas alimentictas.  En 1947, la compania
Geigy, cn Suiza, descubrio varios insccticidas, todos del mismo grupo, el de los
ésteres carbamicos, siendo ¢l micmbro mas efectivo de dicho grupo el carbaryl o
sevin, que no comercializo si no hasta una década mas tarde. Este producto ha
tomado una importancia creciente como posible substituto del DDT. Debido a su
tendencia  a  tener  un espectro insceticida mucho mias  estrecho que  los
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organoclorados u organofosforados, los carbamatos han sido llamados insccticidas
"rifle” (Hardwood, 1989; Cremlyn, 1995; Warc, 1996).

2.2 INSECTICIDAS

Entre los productos que sc han usado como insccticidas se incluyen: agentes
obtenidos dec plantas como las pirctrinas, rotenona y nicotina; compucstos
organoclorados como demetdn, diclorvos o paratién. Con la notable excepcion de la
nicotina, los insecticidas obtenidos de plantas son relativamente atéxicos. En
general, los compucestos organoclorados tienen la ventaja de scr menos toxicos que
los organofosforndos, pcro ticnen 1a desventaja de ser relativamente persistentes con
cllo causan contaminaciéon ambicental. El problema tiene especial importancia para
las aves silvestres, abcejas y peces, siendo el DDT el insccticida clorado mas
estudiado por esta razén (Wallace, 1989).

CLASIFICACION DE LOS GRUPOS COMUNES DE INSECTICIDAS

Venenos Idigcs(ivos FumiJ,an(cs Inscclicid:L de
contacto
Organicos Inorgahicos Organicos Inorganicos
Sistémicos l
Organicos Inorgénicos
Naturales Sintéticos
Minerales Botinicos
Organoclorados Organofosforados Carbamatos Piretroides Otros

(Pedigo 1989; Wallace 1989)
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CAPITULO 2

2.2.1 PIRETROS.

El pirctro ¢s un insccticida de contacto obtenido de las cabezas florales del
Crysanthemum cincrariacfolium y sc ha usado como insccticida desde la
antigicdad. La produccién del piretro como insccticida data de aproximadamente
1850 y a diferencia de la nicotina y el derris, el uso del piretro ha crecido, a pesar
del aumento de insecticidas sintéticos. Este debe su importancia a la notable rapida
accion de derribo (unos cuantos segundos) que ticne sobre insectos voladores,
aunado a la muy baja toxicidad para los mamiferos, debido a su ripido metabolismo
a productos atéxicos. De este modo, a diferencia del DT, ¢l pirctro no cs
persistente y no deja residuos toxicos, que pucde ser la razén por la cual este
insecticida no ticnde a desarrollar poblaciones de inscctos resistentes. Sin embargo,
una de las desventajas principales  del piretro es su falta de persistencia,
principalmente en su uso contra plagas cn la agnicultura, debida a su inestabilidad
antc la presencia de la luz y el aire. Frecuentementre los insectos sc pucden
recuperar si han sido expuestos a una dosis subletal de piretro, 1o que quiere decir
que cste compuesto debe ser mezclado con  pequedas  cantidades de  otros
insccticidas para asegurarse de que los inscctos no puedan recuperarse. El piretro sc
obticne a partir de las flores secas del crisantemo, por medio de la extraccion con
queroscno o dicloruro de etileno y ¢l extracto se concentra por destilacion al vacio.
Conticne cuatro componcntes insecticidas principales Hamados piretrinas. Estos son
los ésteres de dos ciclopentenolonas (6,R"™ CH/CH3) Yy dos icidos
ciclopropanocarboxilicos (7:R: CH3 6 CO2CH3), o ac1idos crisantémicos y piretrico.
La sintesis de ostos compuestos abrié la postbilidad de obtener piretroides sintéticos,
¢l primero de los cuales fue la aletrina. La accion primaria de los piretroides debe
ser (pucs no sc sabe con claridad) sobre ¢l sistema nervioso para producir esc
derribo instantinco en los inscctos voladores, algunos estudios histologicos han
revelado una desorganizacion extensiva del tojido nervioso. I.a capacidad de los
inscctos tratados para recuperarse de dosis subletales de los piretroides se debe a la
rapida desintoxicacion enzimatica in vive probablemente por medio de merzclas de
oxidasas microsémicas. lLos piretroides afectan tanto al sistema nervioso central
como al periférico de los inscctos tratados, causando descargas repetidas seguidas
de convulsiones del insccto. La aplicacion de concentraciones mayores de
piretroides dio como resultado el bloqueo total de lu transmisién nerviosa. La
actividad insccticida de los pirctroides muestra un cocficiente de temperatura
negativo, son mas potentes a temperaturas mas bajas. La adicion de sinergastas a las
preparaciones  de  piretro permite reducir sustancialmente  la cantdad  de
componentes  activos sin perder su actividad  insecticida. Los  sincrgistas  son
cOMpuUCEstos CUros, pero su Uso sc justifica con los pirctroides que también son caros
y casi sicmpre no son persistentes. LLos pxrulrmd-.s son los unicos insecticidas que
comercialmente se formulan con sinergist: ya que asi se mejora la eficacia det
insccticida durante su vida relativamente imitada (Cremlyn, 1995, Ware, 1996).
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2.2.2 INSECTICIDAS CARBAMICOS.

El desarrollo exitoso de los insecticidads organofosforados estimuld cl examen
de otros compucstos quc sc sabe que poscen actividad anticolinesterasica. Uno de
dichos compucstos es ¢l alcaloide fisostigmina, ingredicnte activo del haba de
Calabar. Se¢ supuso que las propicdades fisiolégicas de este alcaloide cstaban
basadas ¢n la partec fenilmetilmetilcarbamato de la cstructura, y e¢so condujo al
descubrimiento de un buen niamero de drogas parasimpaticomiméticas, como la
ncostigmina. Los compucstos, ya que son bases bastante fucrtes, son ionizados en
solucioncs acuosas y, por 1o tanto, tienen una solubilidad en lipidos muy baja. En
consccucncia, son incapaces de penetrar la vaina impermeble a los iones que rodea
cl sistema nervioso de los inscctos. De este modo, se hicicron esfucrzos para
sintctizar compucestos en los que la parte del carbamato N sustituida en la molécula
fue unida a una fraccion menos basica y mas lipofilica, va que ¢stos compucstos
deberian mostrar una accion mas insecticida (Cremlyn, 1995, Ware, 1990).

Usos. Algunos carbamatos se utilizan como insecticidas, especialmente el
carbaril, para ¢l control dec ccloparasitos, este ¢s un insccticida de contacto con
pocas propicdades sistémicas y un amplio espectro de actividad, sc ha usado como
sustituto del DDT, con el proposito de reducir 1a contaminacion ambiental, ya que
s¢ biodegrada y por lo tanto no se acumula en el ccosistema. Otros se usan como

herbicidas sclectivos como ¢l barban. Se incluyen en este grupo ¢l carbofuran y ¢l
dimetilan.

Accién Toxica. Los carbamatos son inhibidores reversibles de Ta colinesterasa.
Para su actividad insccticida, los carbamatos parcce que requicren un grado de
semejanza estructural con la acetilcoling, que es ¢l substrato natural de 1a enzima,
por lo quc <l carbamuato compite fucrtemente con la acetilcolina por los sitios
reactivos en la acetilcolinesterasa. Bl principal mecanismo bioquimico de
resistencia de  los  inscctos a los carbamatos insccticidas
desintoxicacion via la hidrolisis enzimatica; por tal razén
resistentes al carbanil,

1a
parece  ser ta
. las moscas domésticas
muestran una concentracién anormalmente alta de 1a enzima
esterasa carbénica la cual convierte ¢l carbaril en ¢l alfa-naflol mmactivo (Cremlyn
1995).

Exerecion. Estos compucstos

s¢ climina con la orinacn 24
leche.

Antidoto. Es 1a

s¢ metabolizan ripidamente:; ¢l 802, de la dosis
4 horas, ¢l 0.5-15%% con las heces vy ¢l 0.1-1% con la

administracion intramuscular de sulfate de atropina. Los
diuréticos son también utiles. Los reactivadores de la colinesterisa no son efectivos
(Humphreys 1990).

2.2.3 INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS.

El micmbro mas impontante de este grupo es el 11,1+ lru.loro 2,2 di-(p-
clorofenil)etano, tambien Hamado dicloradifentitricloroctano o DT fabricado
por la condensacion del cloral y el clorobenszeno en presencia de un exceso de acido

-
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sulfurico concentrado. Los benceficios obtenidos por la humanidad a partir del uso de
insecticidas organoclorados han sido enormes, y en particular ¢l DDT sc ha
convertido cn el insecticida mas ampliamente utilizado en ¢l mundo. Cuando cste sc
descubrid, sus principales ventajas mostraron scr in estabilidad, su persistencia en la
actividad insecticida, bajo costo de fubricacion, baja toxicidad para los mamiferos, y
un amplio espectro de actividad insccticida. El descubrimicnto de las propicdades
insccticidas del DDT estimulé 1a bisqueda de compuestos organoclorados analogos;
aunquc muchos cientos de compuestos fucron sintetizados, s6lo pocos han sido o
suficientemente activos y de bajo costo para su explotacién comercial. Todos sec
obtienen por cloracion de diversos hidrocarburos en una proporcion del 33-67% y

todos cllos, al contrario de la accidn no persistente, “fulminante™, del piretro, ticnen
cfecto moderadamente prolongado. A pes

ar del extenso uso del DDT se sabe
comparativamente poco acerca de su mecanismo de accion; los sintomas generales

de envenenamicento por cl DDT cen los insectos y vertebrados son tremores
violentos, pérdida de movimicento seguido de convulsiones y muerte, lo que indica
claramente que ¢l DDT actia sobre el sistema nervioso y produce efectos toxicos o

n
cl tejido nervioso a concentraciones mucho menores que las que inducen cfectos
toxicos en otros tcjidos y sistemas de enzima

Aparentemente cjerce su actividad
toxica al unirsc a la membrana nerviosa interfiriendo en 1a transmisidon de impulsos

ncrviosos, posiblemente perturbando el equilibrio i6nico del sodio o del potasio a
través de las membranas nerviosas, En 1950 se informo acerca de un buen numero
de ejemplos de cepas de insectos resistentes al DDT (principalmente moscas
domésticas) y los problemas que sc derivaron de tal situacion fucron graves. La
resistencia a un determinado insecticida scri mis extensa si el tdGXico es persistente
y si el insccto tiene un ciclo de vida cortto, lo que explica por qué, dado el uso a gran

ecscala del DDT y otros insccticidas organoclorados, hubo un riapido surgimiento de
insecctos resistentes. Se han propuesto vanos factores para explicar el fendmeno de
1a resistencia de los inscctos. Tales como las caructeristicas morfolowicas, lenta
velocidad en la captacion del DDT, tendencias del comportaniento y aumento de la
detoxificaciéon del DDT y de otros insecticidas organoclorados. Los mecanismos de

defensa bioquimicos son los mias importantes (Wallace, 1989 Cremlyn, 1995, Ware,
1996).

Absorcién, distribucion ¥

exerecion. Estos compucstos ticnen  por
caracteristica comun ¢l ser insolubles en agua y ser solubles en grasas y ¢n los
solventes de estas. Aplicados en forma de solucion oleosa o de emulsion todos
pucden pasar a través de Ta picl intacta; ¢l dicldrin s¢ absorve también en forma de
polvo. Ya que sc han absorvido, a excepcion del metoxicloro, se acumulan en la
grasa corporal, aunque la concentra

on varia de acuerdo al compuesto, siendo cl
DDT el que mas facilmente se almacena en los teiidos. De los isomeros del HOB, el

isomero beta se acumulia mas facilmente. También varia ¢l ticmpo de permancencia
de los hidrocarburos clorados en los tejidos, el DDT, ¢l isomero beta del HOB y el
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toxafeno pucden permanccer en la grasa corporal mas de tres meses. En gencral,
ninguno dec cstos compucstos mucstra tendencia a acumularse en algtin 6rgano vital;
no hay evidcencia de acumulacion en los lipidos cercbrales. Como su absorcién
intestinal es ecscasa la mayor parte de la dosis oral se ¢limina con las hcces sin
alteracién. Una importante via de excrecién del DDT es con Ia leche, por 1o que la

mantequilla preparnda con aquella pucde contener clevados indices de este, la
acumulacién dc cstos compucstos cn las crias pucde causarles intoxicacién

(Humphrecys, 1990).
Toxicidad. Estos compucstos pueden provocar sintomas de intoxicacién aguda

¥y por su persistencia en la grasa corporal también pucden originar intoxicacion
crénica, el peligro de esta depende de la velocidad de liberacion del insecticida del
tejido adiposo y por cllo es mayor en cl caso del DDT y del beta-HCB. Los
animales con poca grasa corporal son mis susceptibles de padecer intoxicacion que
los grucsos, ya quc cn estos sc acumula ¢ inmoviliza cl insecticida cn los depositos
grasos, pero cn periodo prolongado de ayuno se movilizan causando intoxicacién
severa, por lo que también los jovenes son mas susceptibles que los vigjos. Para
determinar ¢l efecto de cualquier dosis de un compuesto es imporntante considerar la
forma dec administracion; la dosis Ictal cs mcenor si ¢l insecticida se aplica en accite
vegetal que si se usa aceite mineral o suspensiones o polvo seco, por gjemplo cf
DDT es dicz veces mas téxico en solucién oleosa que en acuosa (Humphreys,

1990).
Sintomatologia.

a) Intoxicacion aguda. En gencral
cstimulantes difusos de! sistema nervioso central, las manifestaciones son muy

diversas predominando las de tipo ncuromuscular, estas manifestaciones pueden
aparecer desde pocos minutos hasta dias después debido principalmente a la dosis y
tipo dcl compucesto, iniciando con hipersensibilidad, cspasmos musculares,
incoordinacién hasta la aparicion de convulsiones clonico-ténicas, nistagmos,
hipertermia dec hasta 47 grados C debida a la actividad muscular y a una
interferencia de centros termorreguladores, la muerte se da por insuficiencia
respiratoria causando una cianosis generalizada. Algunos en contrastc pesentan
depresién aguda, somnolencia, anorexia y renucncia a moverse, scguidos por

los compucstos de este grupo son

cmaciacion y deshidratacion.
b) Intoxicacién crénica. En general, los sintomas de la intoxicacion crénica son

semcjantes a los de la intoxicacién aguda, pero con frecucncia aparecen en primer
lugar los temblores en los musculos del cuello y cabeziy. Gradualmente se extienden
hasta afcctar a la mayoria de los musculos de todo ¢l cuerpo, aumentando su
intensidad hasta dificultar o imposibilitar cualquier movimiento voluntario. Los
temblores dan paso a convulsiones que gradualmente se hacen mis frecucntes y
graves. Finalmente aparece depresion , que termina en insuficiencia respiratonia y
- muerte. A pesar de que las contracciones pucden durar semanas, los animales
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pueden recuperarse sin evidencia de lesiones permanentes en el sistema nervioso
{(Humphreys, 1990).
Lesiones.

Las lesiones no son especificas, debido a la hiperactividad que precede a 1a mucrte,
con la consiguicnte hipertermia, hay tumecfaccion turbia en la mayoria dec las
visceras y los intestinos estin blanquecinos, por todo ¢l organismo se encuentran
pequeias hemorragias distribuidas al azar, pero con frecuencia en ¢l corazon. En el
cpicardio sc cncuentran desde algunos cientos de petequias hasta  grandes
hemorragias, con localizacion preferente en drcas adyacentes a 1os vasos coronarios
mayores, como norma ¢l corazén esta en s

stole ¥y ¢! miocardio blanquccino,
pudiendo haber hidropericardio. Con algunas excepcionces, los pulmones estin

congestionados, de color oscuro y con algunas hemorragias, pudiendo cstar incluso
edematosos. Generalmente hay congestion y edema en cercbro y médula espinal.
También es frecuente ¢l aumento de liquido cefaloraquideo, con aumento de la
presion. En los casos cronicos ¢s frecuente la pérdida de peso inmediatamente antes
de la muerte, aunado a la deshidratacién y gelatinizacion o auscncia de depositos
grasos. A nivel microscépico la alteracion mas importante es la hepatomegalia con
necrosis centrolobulillar, en el caso de 1a intoxicaciéon crénica. Es importante sefialar
que nunca sc ha encontrado cirrosis (Humpreys, 1990)

Diagnostico de 1a intoxicaciéon por organaclorados.
En los animales muertos esta claro que el anilisis de la grasa corporal pucde tencr
valor en muchos casos para establecer si ha habido o no exposicidn a algun
insecticida organoclorado. En los animales vivos sirve para confirmar un
diagndstico dec intoxicacion la identificacion y cuantificacion del insecticida en la
sangre (Humphreys, 1990;Waliszcwski, 19906).

Tratamicnto de Ia intoxicacién por organoctorados.
Se requicre controlar 1as convulsiones con depresores del sistema nervioso central,
los barbitiricos de acciéon corta son ideales para cllo pero deben administrase por
via intraperitoncal. Al menos que se produzca fibrilacion ventricular ¢l pronostico es
bueno, incluso cuando las convulsiones son graves. Debe intentarse ta eliminacion
del producto ingerido mediante un purgante salino, nunca olcoso. Si la intoxicacion
s¢c ha producido por intoxicacion percutanca, debe climinarse el insccticida de 1a
superficic corporal dec forma tan completa
(Wallace, 1989 Humphreys, 1990).

como sca posible
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2.2.4 INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS.

La férmula general de los organofosforados es: (R1R2) P=0O(8)-X, donde
X pucde ser algin grupo funcional y R1 y R2 pucden ser cualquicr substituto de los
grupos alquil, aril, alcoxi, ariloxi, o de los grupos tioxi, fenoxitio, o amida. Los
compucstos organofosforados son, cn su mayoris, ¢steres, amidas u otros derivados
simples de los dcidos forférico o tiofosforico. Este es el grupo de insecticidas mas
numecroso ¢ importante. Algunos de cllos como ¢l malatién, paraoxén, paration,
mectilparatiéon, TEPP y EPN, sc usan comno insccticidas de contacto. Otros como ¢l
demetdn, dimetoato, mipafos y escadrin s¢ usan como insccticidas sistémicos en la
proteccion de las plantas. Algunos dec estos compuestos como el diazinon,
dimetoato, malation y triclorfon, tienen una toxicidad comparable a los compuestos
organoclorados DDT y HCH. Otros compucestos usados como insecticidas
sisté¢micos en los animales, especialmente contra la hipodermosis bovina, como
cumafés, crufomato, fenclorfos y triclorfon, son  menos  tOxicos.  Algunos
compiestos de cste tipo se usan como antihelminticos o rodenticic En ¢l primer
grupo csta diclorvds, haloxon y naftalofds, y en el segundo, fosacetin
(Cremlyn,1995; Ware,1996).

Metabolismo y accién toéxica.
Los compuestos organofosforados se combinan ¢ inhiben a Ia enzima colinesterasa,
provocando la persistencia cn las terminaciones nerviosas de excesiva cantidad de
acctileolina. Esta enzima verifica la hidrolisis de la acetilcolina que se genera en las
uniones nerviosas, hasta colina. En la ausencia Jde acctilcolinesterasa cfectiva, la
acctileolina liberada se acumula e impide la trasmisiéon continua de impulsos
nerviosos a través del espacio sindptico en las uniones nerviosas. lEsto ocasiona la
pérdida dec coordinacién muscular, convulsiones y finalmente la mucrte. La
accticolinesterasa ¢s un compucsto muy importante en el sistema nervioso tanto de
los inscctos como de mamiferos, asi que el mecanismo basico de accidn de los
compucstos organofosforados se considera que es csencialmente ¢l mismo en
insectos quc cn mamiferos. Algunos de cstos inhiben  directamente o las
colinesterasas in vitro, como ¢l demcetdn, matation y mipafos. Otros como clorotian,
dimecfos, EPN. paration, mectilparation y escradian, deben ser metabolizados en
numcrosos derivados desconocidos para poder inhibir a las colinesterasas. El
paratiéon, un éster tiofosférico, se convierte en el correspondiente éster fosfato,
paroxon, el cual inhibe directamente a la colinesterasa (Cremlyn 1995).
Absorci6n y destino.

En general, los organofosforados sc absorben facilmente por cualquier via. La
velocidad de absorcion a través de la picl depende considerablemente del solvente
usado. Algunos dc cstos compuestos o sus metabolitos pucden pasar la barrera
placentaria y provocar una disminucion de la actividad de la colinesterasa en ¢l feto
(Humphreys, 1990).
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Toxicldad.
La toxicidad individual entre los organofosforados es muy variada. El TEPP cs casi
10,000 veces mas téxico que ¢l temefds. También entre los animales existe una gran
variabilidad en la suceptibilidad individual a los efectos nocivos de un determinado
compuesto, incluso hay marcadas diferencias de  toxicidad aun  entre  sexos
(Humphreys, 1990).

Sintomatologia.
Los sintomas que sc presentan on la intoxicacion por organofosforados se deben a la
acumulacion de acctilcolina, lo que provoca la sobreestimulacion del sistema
nervioso parasimpdtico. Es usual Jdividir los sintomas cn tres tipos, muscarinicos,
nicotinicos y de accion central. LLos sintomas muscarinicos que s¢ presentan son,
tialismo, lagrimco, sudoracion y secrecion nasal, también hay miosis, disnea,
vémito, diarrea y poliuria. LLos sintomas nicotinicos son: fasciculacion, debilidad y
parilisis. Los sintomas centrales incluyen nerviosismo, micdo, ataxta, convulsiones
¥y coma. La muerte se produce por insuficiencia respiratona o, a veces, paro cardiaco
(Humphrecys, 1990).

Lesiones.
No sc encucntran lesionces especificas posz-mortern:. Entre 1as que se han seialado se
encuentran, gastroenteritis hemorragica, cdema pulmonar, degeneraciones ¢n higado
¥ rifion, y otros, cstas son secundarias a los sintomas. Sin embargo algunos de estos
compucstos como cl diflés y mipafos pueden producir desmiclintracion de los
nervios periféricos y de la sustancia blanca de Ia médula espinal (Humphreys, 1990).

Diagndéstico de In intoxicacién por organofosforados.
L.a exposicidn a estos inscecticidas  provoca disminucion de los niveles de
colinesterasa cn los tejidos, 1o cual ayuda en el diagnostico de la intoxicacion. Ei
nivel de colinesterasa en la sangre pucde valorarse con facilidad v ol rango normal
de la actividad de la colinesticrasa hematica es Jo suficientemente pequeo coma
para  reconocer  comparativamente  la gran reduccion que  provocan  Jos
organofosforados. Pero la disminucion de la colinesterasa sanguinca no  sc
correlaciona necesariamente con la gravedad de la intoxicacion. Es posible que el
nivel se reduzea hasta desaparecer sin que s¢ manifiesten sintomas de intoxicacion,
o que se redurzca solo a la mitad de su valor normal v s¢ presente un cuadro de
intoxicacion grave ¢ incluso la mucrte, parece ser que esto esta relacionado con la
velocidad a la que se produce la disminucion de la actividad. Una reduccion rapida
ocasiona sintomas agudos, pero la disminucion gradual pucde tener cefectos
minimos. No obstante, la determinacion del valor de colineste cn Sangre os una
ayuda valiosa para el diagnostico, pucsto que indica que ha habido exposicion a
algun agente anticolinesterasico. Esto, junto con los sintomas ¢ historia clinic
permite hacer el diagndstico. En los casos en que ¢l animal ha muerto y no sc
disponc dc sangre, pucde ser valido detectar la actividad de la colinesterasa cerebral
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para determinar si ha habido exposicidn a algin organofosforado antes de la muerte
(Humphrcys, 1990).

Tratamiento de 1a intoxicacién por compuestos organofosforados.

Dcbe ser orientado cn dos sentidos.

El primecro cs la aplicacién de atropina, ¢l cual es un antidoto fisioldgico de
estas sustancias, y controla o anula el ecfecto muscarinico, aunque no influye sobre
los sintomas nicotinicos. Es fundamental administrar la cantidad suficiente y
repetiria cn caso necesario si hay recurrencia de sintomas clinicos. El objetivo es
conscguir un ligero grado de atropinizacién. En los casos leves sc consiguc la
curacidén con la utilizacién de atropina solamentc.

La segunda linea de tratamicento implica cl uso de compucstos reactivadores de
1a colincsterasa forforilada. El mas conocido es la pralidoxima, sec usa en forma de
yoduro, cloruro o mesilato. Esta sustancia se combina con la parte organofosforada
de la molécula, regenerando la enzima activa. Es mas cficaz con unos
organofosforados que con otros y parcce incficaz contra dimetoato y cscradan
(Humphreys 1990).

2.2.5 FIPRONIL.

Cuya férmula quimica cs (g)-5-amino-1-(2.6-dicloro-alfa.alfa.alfa-trifluoro-p-
tolueno)-4-trifluorometil-sulfinil-pirazol-3-carbonitrilo, ¢s un moderno insccticida
del grupo de los fenilpirazoles. (Colliot et al. 1992; My, 1994; Watabe, 1994) .

2 Cl
F3C =3 NH
N CF3

Formula molecular: N

g}

C12HAC L2IF6NA4AOES

Su mccanismo de accion consiste en actuar como inhibidor no competitivo d.1
acido gama-amino-butirico (GABA), ¢l cual e¢s ¢l ncurorregulador mas importante
del sistcma nervioso central en invertcbrados: este al fijarse a la superficie extemna
de la célula nerviosa, permite la apertura del canal cloro y ¢l flujo intracelular de
este, 1o que provoca una despolanzacion de la célula nerviosa disminuyendo asi su
actividad. El fipronil al fijarsc sobre su receptor situado en el interior del canal,
bloquea ¢l flujo intracclular del i6n cloro anulando de esta forma el efecto
neurorrcgulador del GABA, provocando 1a muerte ripida del insccto por
hiperexcitacion. Este es un insccticida de contacto, por 1o que la molécula penetrara
rapidamente a través del exoesqueicto del insecto hasta alcanzar su punto de accion,
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cl sistema nervioso central (Cole, 1993;
Bloomquist 1996; tainzl, 19906) .

La LDS50 oral y dérmica en ratas es de 100 y >2000 mg/kg, respectivamente: y
en perros la LD50 es de »>640 mg/kg de peso vivo. En prucbas de laboratorio el
fipronil presenta una concentracion letal equivalentec o menor que la cipermetrina
para Nilaparvata lugens (la LID9%0 del fipronil fue de 0.2 mg/), Nephotetrix
cincticeps (LD90 5.0 mg/), Plutella xyviostella (D90 0.3 mgA), Leptinotarsa
decemlincata (LDSO 0.03 myg/l) y AMusca domestica (LS50 039 mg/l). El nucwy
compuesto fue mais 10xico a cepas ciclodicno-resistentes de AMusca domestica que el
dicldrin y considerablemente mas toxico a cepas piretroide-resistentes de Heliothis
armigera y a una mezcla resistente de colonias de Leptinotarsa decemlineata que la

cipermetrina o ¢l carbarnl, (Colliot et al. 1992) (Rhone Meriux, bolctin
informativo).

Watabe ct al. 1994; Jcannin 1995:

En la agricultura a sido utilizado en forma de granulos incorporudos al suclo
para ¢l control de plagas en cultivos como ¢l de Diabrotica spp. en cultivos de maiz
y Agriotes spp. en la remolacha, patatas ¥ ¢l girasol, y como granulos aplicados
sobre ¢l suclo en cultivos de arroz para el control de Chdlo spp., Niluparvara lugens
y Lissorhoptrus omzophilus, o en aplicacién foliar para ¢l control de Leprinotarsa
decemplincata en patatas y como tratamicnto en granos para el control de Agriores
spp.en el maiz y Frankliniclla spp. en ¢l algodon. sty investigacion fue presentada
en  la conferencia sobre plagas v proteccion de entfermedades de cercales en
Brighton, Reino Unido en noviembre de 1992, (Colhot ¢t al. 19920 Bumis ¢t al
1994).

Sc ha usado también ¢l fipronil en la prevencion v tratamiento de diversas
ectoparasitosis causadas por anrépados como pulpas (Crenocephalides cartis y
Crenocephalides felis) en perros vy gatos; ¢ incluso gartapatas (Rhipicephalus ¢
Ixodidae) y contra acaros (Sarcoptes scabict) en perros (Tomasic v Vinkovie 1998,
Genchi et al. 1995; Postal 1995; Scarle et al. 1995 v Curtis 19946).

Postal (1995) ha reportado gque su efectividad fue del 10075 23 horas después
del tratamiento, en una concentraciéon del 0.25% cn espray aplicado a un lote de 63
perros y 33 gatos infestados experimentaimente con pulgtas, a4 una dosis de 3 mlkg
En reinfestaciones posteriores se observo un 9576 de eficacia entre 6 a 16 semanas
en perros y entre 5 a 7 semanas en gatos. Un lote de 195 perros infestados
naturalmente fucron tratados con fipronil y otro de 191 con una preparaciéon de
permetrina al 2%, Entre 1y 2 meses despuds del tratamiento la reinfestacion no
ocurrid en un 93 y 6170, respectivamente, en perros tratados con fipronil y un 71 v
21.5%% de perros  tratados con permetrina. En <41
espray la reinfestacion no ocurmd en 2.0 v 619%
tratamicnto, respectivamente, lo

gatos ttatados con fipronil on
en boa 2 meses despu
cual concuerda con lo cncontrado por Gienchi
(1995), quién ademas evaluo la cfectuvidad  del fipromil contra parrapatas,
Rhipicephalus sanguineus, cn perros con infestacion natural, observando

del

una
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respectivamente.

CUADRO 1 . Resumen dc los prin
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05 y 100% a los 30, 60 y 80 dias decspués del tratamicnto,

cipales grupos de insccticidas, tipos de cada

uno y afgunas de sus caracteristicas.
MECANIS-
GRUPGS TIPOS OBTENCION MO VENTAJAS |DESVENTAJAS
DE ACCION
ORGANO- DDT Por Actuan - Alta - Scha
CLORADOS | Aldrin cloracion de | sobre el estabilidad presentado
nucae diversos sistema quimica. resistencia a
Clordano hidrocar nervioso, los
Dicldrin buros cn una | altera la - Alta medicamen-
Endnin proporcion polariza- efectividad tos.
Heptacloro del 33 al cion de la -Acumula-
Mctoxicloro |67%% membra- - Bajo costo cion
Toxafeno na, progresiva en
Endosulfan cspecifica- | - Accion tejido
Pertano mente cn residual adiposo y
DDD ¢l ciclo del lenta
Na+ y K+, climinuacion
- Efccto
nocivo sobre
el ccosisterna,
creca
biomagnifi-
cacion
ORGANO- Metilazinfos | Son en su Ticnenen |- Alta - Causan
FOSFORA- Carbofeno- mayoria comun una | estabilidad cnvenena-
DOS tion esteres, habilidad quimica micnto por
Cloropirifos |amidas u muy - Baja inhibicidon de
Cumafos otros variable toxicidad Ia
Crotoxifos derivados para para los colinesterasa
Crufomato simples de inhibir 1a mamiferos - Provocan
Cianofenfos | los acidos actividad - No sc neurotoxici-
Demceton fosfonco o de la acumulan en [ dad retardada
Diazinon tiofosforico. |colineste- las reservas
Diclorvos rasa cs la de grasa on el
Dimectoato base para mismo grado
Dioxation su que los
ENP seleccion organoclora-
Fanfur camo dos
Fenclorfos pesticidas, |- No persisten
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Fenitrotion su o ¢l suclo.
Fention toxicidad
Haloxon aguda sc
Leptofos debe al
Malation exceso de
Mevinfos csmimulo
Monocroto- cotliner-
fos gico
Naflalofos resultante.
Paration
Mctilpara-
tion
Fosmet
Escradan
Sulfotep
Temefos
Triclorfon
CARBAMA- | Barmano Derivados Son - Baja - Al utilizarse
TOS Carbaril sintéticos inhibido- toxicidad repetida-
Carbofuran | del acido res reversi- | para cl mente en ¢l
Dimetilan carbamico bles de la hombre mismo lugar
Propoxur (NH2COOH | colineste- pierden
Mctomilo ). similar en }rasa cfectividad.
Lannate su cstructura
quimica al
agente
farmacéu-
tico
fisostigmi-
na.
PIRETROI- Letrina Son Estimula- |- No son bien |- Puede
DES Cipermetrina | derivados cion absorvidos causar
Dccametrina | sintéticos de [transitona por la picl manifesta-
Fenvalerato | las piretrinas {det sistema |- Alta ciones
Fluvalinato naturales nervioso cfectividad

Permetnna
Tetrametrina
Deltametrina

- Scpuridad
de aplicacion
tabilidad
quimica dada
por
sustancias
sinergisantes

alérgicas en
el hombre

- No poscen
cfecto
residual

- Requicren
mayor
frecuencia de
aplicacion.
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FENILPIRA- |Fipronil Inhibidor - Alto poder
ZOLES Jku 0422 no insccticida
Sn 606011 compectiti- |- No causa
vo dcl alteraciones
GABA celulares
- Seguridad

de aplicacién
a cualquier
edad o estado
fisiolégico

- Efecto
sistémico
nulo

- No bloquca
al GABA en
vertrebrados

(Wallace, 1989:Pcdigo, 1989 Humphreys, 1990; Cremlyn, 1995 v Ware, 1996)

2.2.6 TOXICIDAD DE INSECTICIDAS Y DETERMINACION DE LD50.

La toxicidad ¢s usualmente cxpresada como dosis letal o 1.DSO. L.a 1.DSO se
refiere a la cantidad de compuesto en miligramos por kilogramo de peso comporal
que se requicre para matar al 5026 de un grupo de animales de experimeniacion.
Como cjemplo: se tienen, hipotéticamente, 100 ratas para un cxperimento, cada una
pesa 1 kilogramo de peso. Se les administra en ¢l alimento 200 miligramos de un
producto "X". Mais tarde sc observa que 50 (50%) mueren a consecuencia de
consumir cl quirnico, Ia LDS50 cn este caso es 200, En otras palabras, cada vers que
se tomen 100 ratas de un peso de 1 Kilogramo y se les administre 200 miligramos de
un producto quimico "X", s¢ esperara que ¢] 50% de la poblacion mue Ia [.LDSO
mucstra la potencia de una substancia; 1o bajo del niimero, seri [a pequena cantidad
de producto que se requiere para matar al animal. Inversamente. un numero mayor
denota que se requiere una cantidad mayor de producto. La 1.1DSO de diferentes
substancias permite la facil comparacion entre cllas y son representados por
palabras claves en el caso de pesticidas ¢ insccticidas, como: PELIGRO o
VENENO, PRECAUCION o CUIDADQO. Estas palabras clave estan asociadas a
diferentes rangos de 1.DS0, basadas cn los diferentes grados de toxicidad como a
continuacion de muestra (Stein and Ravlin, 1996).
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CUADRO 2. CATEGORIAS DE TOXICIDAD DADAS POR LA LD50.

CAPITULO 2

Categoria de toxicidad Palabras clave (requeridas en los niveles de|Oral LDs50
pesticidas por la EPA) {mg/kg)
1. Altamente téxico PELIGRO y VENENO, con el simbolo|0 a 50
del craneo y los huesos cruzados
1L Moderadamente | CUIDADO 50 a 500
toxico
111. Dcbilmentce toxico [ PRECAUCION 500 a 5,000

1V. Considerado no-
toxico

PRECAUCION

mas de 5,000

(Stein and Ravlin, 1996)

Por lo anterior ¢s indispensable contar con una valoracion de 1a LSO de los
principales compucstos quimicos de mayor uso en ¢l mercado, en el siguicnte
cuadro se mucstran los valores obtenidos con diversos insecticidas.

CUADROQ 3. RESULTADOS SOBRE TOXICIDAD AGUDA EN ESTUDIOS
C A

‘ON_RATAS

Plaguicida DLSO oral (ma/kgl. OLSO dérmica (ma/kgl.

A_menos que se_indigue | A menes que se indigue

otra, otra.,
ALDICARB 1 2.5
ALDRIN 39 98
BHC 100 500
CARBARIL 250 3000
CARBOFURAN 5.3 120
CLORDANO 40 (oral en humanos) 700
CLORDIMEFORM 170 4000
2,4°D 375 1500
DBCP 173 -
DDT 113 1931
DDVP 56 75
DIAZINON 76 455
DIELDRIN 36 60
DIMETOATO 152 353
DINOSEB 25 80
DIQUAT 231 -
DISULFOTON 5 6
EDB 108 300
ENDOSULFAN 1S 73
ENDRIN 3 12
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EPN 8 25
FLUOROACETAMIDA 5.75 80
HEPTACLORO 40 119
LINDANO 76 500
MALATION 885 4444
METAMIDOFOS 7.5 50
METOMIL 17 -
METILPARATION 6 63
MIREX 235 -
MONOCROTOFOS 21 112
PARAQUAT 57 80
PARATION (ETIL) 2 6.8
FOSFAMIDON 17 125
FLUOROACETATO DE 0.22 -
SODIO

ESTRICNINA 16 -
2,4,5-T 300 -
TOXAFENO 40 600

{Stein and Ravlin, 1996).

2.2.7 RESISTENCIA DE LOS INSECTOS A LOS INSECTICIDAS

La resistencia pucde ser definida como la habilidad de una cepa dada de
insectos para tolerar la dosis de un insecticida que mataria a la mayoria de una
poblacién normal de inscctos de la misma cspecie. Algunos de los casos mcjor
documentados de resistencia en insectos han sido observados con e¢l DDT y otros
insccticidas organoclorados persistentes, aunque también se ha advertido una scria
resistencia a los organofosforados y otros insccticidas, lo que ha ocasionado graves
problemas de control (Cremlyn,1995),

Los plaguicidas no producen resistencia; lo que hacen es simplemente
seleccionar individuos resistentes ya presentes en la poblacion natural de la plaga.
Los individuos tolcrantes confieren resistencia a su progenie ¢n los genes, por lo que
las generaciones posteriores de insectos serin resistentes también al plaguicida. En
la mayoria dec los casos ¢l plaguicida no induce probablemente mutaciones que
conficran la resistencia, aunque esto pucde ser cierto en algunos casos. Por cjemplo,
no sc csperaba en la decada de los afos cuarenta que la introduccion de nucvos
compuestos sintéticos indujera tan ripidamente la presentacion de cepas reststentes.
Probablemente la razon fue que estos productos quimicos tenian una toxicidad
inicial extremadamente alta, por lo que mataron rapidamente a todos los individuos
susceptibles en la poblacion de la plaga, dejando un pequeiio numero naturalmente
resistente, disponible para reproducirse explosivamente con poca competencia, ya
que estos no sclectivos  frecuentemente  ehiminaban muchos de los predadores
naturales. Al scleccionar un nuevo insecticida en potencia es importante, por lo
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tanto, ver si es cfectivo contra cecpas de la plaga objctivo que ¢s completamente
tolcrante n los insccticidas establecidos, y también apreciar qué tan rapido se
desarrollia una cepa resistente hacia ¢l nuevo producto quimico (Cremlyn,1995).

La herencia de resistencia cspecifica es en general comparativamente simple y
monofactorial, aunque la influencia del gene principal pucde ser modificada por
genes secundarios. Brown y Pal obmuvicron informacion acerca de las caracteristicas
genéticas de la resistencia de diferentes especies de insectos hacia el DDT, el
dieldrin y compuestos organofosforados. En un total de 17 especies la resistencia
heredada hacia ¢l DDT fue monofactorial en 13 especies; al dieldrin en 16 especies,
y a los compucstos organofosforados e¢n S5 cspe Bl modo de herencia
relativamente simple ¢s probablemente, una razén m, pido desarrollo de
resistencia cn poblaciones de campo de inscctos plaga, permitiendo que ¢l ansecto
adquicra resistencta a varios insccticidas simultincamente. Cuando un mecanismo
de detoxificacion LspLClﬁLn conficre la resistencia a dos compucstos, este fenameno
recibe el nombre de stencia cruzada, ya que involucra los mismos genes para los
dos productos qulmlcos. Asi, cuando un inscecto se vucive resistente al DDT,
también es generalmente resistente @ los compuestos relacionados con ¢,
incluyendo al metoxicloro; pero no a los insecticidas ciclodienoicos como al
dieldrin, al lindano (HCH) que caen en otro grupo de resistencia cruzada, lLos
insecticidas organoforforados pucden dividirse en dos grandes grupos de resistencia
cruzada representados por el malation y ¢l paration, los insectos son tambidn
frecuentemente resistentes a los carbamatos inscecticidas. Un quinto grupo de
resistencia crurada es el dado por las piretrinas, aunque la resistencia a estas es
menos extensiva. Cuando existen diferentes mecanismos de resistencia en un
insecto dado, se dice que muestra resistencia multiple. Esta puede inducirse cuando
la poblacién del insccto ha sido expuesta a diferentes insecticidas, y también en
algunos casos, cuando la presion parecce haber venido de solo un insecticida v la
resistencia multiple es de origen morfolégico o de comportamiento. cuando por lo
general pucde ser supcrada por pequeiios aumentos en la dosis del tovico
{Cremlyn. 1995; Feycereisen,1995).

En la poblacién nativa de inscctos sOlo unos cuantos individuos estin
precadaptados contra ¢l insecticida y no hay causas que favorceicran esta mutacion
en auscncia del insecticida. Por otro lade, cuando se introdujé un insccticida al
medio, las cepas tolerantes sobreviviceron, se reprodujeron ¥ de manera simuluinea
hubo una seleccion general de un genotipo mejor adaptado al insecticida que
prevalece en el ambiente. Los diversos mecanismos fisiologicos de res
también de mucha importancia; en las cepas de insectos resistentes al
tolerancia casi sicmpre se debe 4 una concentracion anormalmente alta de la enzima
deshidroclorasa del DDT {a cual convierte i este on DDE que nos ¢s insecticida. Los
mecanismos asociados con la resistencia hacia los compucstos organotostoradaos son

para cl

mas complujos.
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Muchos de estos, como cl schradan, tienen que ser mcetabolizados in vive al
insccticida activo. También deberin ser desactivados por las enzimas fosfatasas y
carboxiesterasas. De este modo, ¢l grado de toxicidad de un compuesto dado
depende del balance de las enzimas activadoras y desactivadoras que contenga cl
insecto. Con ¢l malatidon. por cjemplo, la baja toxicidad para los mamiferos sc
atribuye a la mayor actividad de ln carboxiesterasa en ¢stos, cn comparacion con la
baja actividad de esta enzima en los insectos susceptibles. Los inscctos que han
mostrado resistencia contra ¢l malatién generalmente no  muestran  resistencia
cruzada a otros insecticids lo que sugiere que la tolerancia depende de una alta
actividad de la carboxiesterasa, 1o cual esta respaldado por el descubrimiento de que
tos inhibidores de la carboxicsterasa actian como sinergistas del malation, y cast
climina la resistencia (Feyereisen, 1995; Cremlyn, 1995,

La resistencia a los organofosforados mostrada por varias cepas de las moscas
domésticas y las moscardas, se¢ asocia con los niveles excepcionalmente bajos de
actividad dc Ia aliesterasa, 1a cual ¢s controlada por un solo gene, mientras que las
moscas domésticas normales tienen grandes cantidades de una aliesterasa. Las
oxidasas microsomicas de funcion mixta (MFO) desempeian un papel vital en la
activacion y en la degradacion de los organofosforados. Una oxidacion microsomica
que incluye al NADP y al oxigeno, puede ser una de las causas de 1a resistencia de
algunos inscctos hacia ¢l DDT y a compucstos organofostorados. El nivel de
oxidasas microsémicas varia considerablemente de una cepa de insectos a otra. El
gene responsable determina ¢l nivel de actividad de la oxid
dependiente del NADP, detoxica ciertos hidrocarburos  clorados,  piretroides,
carbamatos ¢ insccticidas organotfosforados. El butoxido de piperonilo, inhibidor de
oxidasas previno la degradacion metabdlica de estos insecticidas (Cremlyn, 1995,
Feyereisen,1995; Waters, 1995).

microsomica

La resistencia se pucde deber también a maodificaciones de patrones de
comportamicnto; como por cjemplo, ciertas cepas de mosquitos anofelidos no
reposaran ¢n las superficies que han sido tratadas con DIDT y otros no cntraran en
construcciones quec hayan sido rociadas con este mismo. El nacimiento de
generaciones de inscctos resistentes al DDT dio fugar a su primer sustituto, quec fuc
¢l lindano o gama-HCH, seguido de los organofosforados (como el malation), para
¢l control de estos insectos. Sin embargo, las plagas. después de mis o menos de 6
afios, en muchos casos, desarrollaron cepas que mostraron resistencia mualtiple. Los
carbamatos insecticidas, como el carbaril, fueron aunles casi siempre, pero
desafortunadamente aquellas plagas que habian desarrollado tolerancia a los
organofosforados, frecuentemente mostraron resistencia cruzada a las carbamatos.
Muchos insectos plaga importantes vectores de enfermedades ticnen resistencia
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multiple y en consccuencia son dificiles de combatir (Thompson,1993; Cremlyn,
1995).

Cuando un insccticida particular no sc aplica mas, la cepa resistente del insecto
frecuentemente revicrte a su resistencia natural. Sin embargo, cuando se reintroduce
¢l insecticida, la resistencia vuelve a aparccer muy ripidamente. Hay cicrta ventaja
al cambiar de un insecticida a otro cada 5 o 6 gencracioncs. La adicion de
sinergistas también ayuda, casi siempre, a supcrar la resistencia. Sin embargo,
evidencias recientes indican que los insectas se pucden volver resistentes a los
mismos sinergistas, lo cual puede reducir sustancialmente 1a efectividad de las
mezclas de insccticidas con sinergistas (Cremlyn 1995).

2.2.8 LEGISLACION EN TORNO A PRODUCTOS QUIMICOS EN
MEXICO.

La constitucion politica de los Estados Untdos Mexicanos cs la ley suprema de
la unidn, por esta razon sc citaran, cuando sea ¢l caso, las disposiciones que de ella
emanan cn la materia, ya quc constituyen las bases constitucionales ecn las que se
construye ¢l sistema juridico para ¢l mancjo y climinacion ambientalmente
adecuados de las sustancias toxicas o peligrosas. El "derecho a la proteccion de la
salud”, incorporado en la constitucion politica como parte de las modificaciones que
se introdujeron en clla y entraron cn vigor en 1983, permitié crear un sistema de
concurrencia en materia de salubridad ¢ introducir la idea de la proteccion de la
salud humana en relacidn con los cfectos adversos del ambiente. La ley general de
salud, publicada ¢l primero de julio de 1984 y reformada el 144 de junio de 1991,
precisa y reglamenta el derecho a la proteceion de la salud y establece como materia
de salubridad general, entre otras, "la prevencion y el control de los efectos nocivos
de los factores ambicntales en la salud del hombre”. Por lo anterior, a continuacion
se¢ cxponen los principales criterior emanados de la ley general de salud que
competen a la secretaria de salud para el control sanitario de los productos
quimicos:

1.- De acuerdo con ¢l articulo 194 de la ley general de salud, se entiende por control
sanitario, al conjunto dc acciones de¢ onentacion, cducacion, muestreo, verificacion,
y en su caso, aplicacidon de medidas de seguridad v sancioncs, que cjerce la
sccretaria con la participacion de productores, comercializadores y consumidores,
cn base a lo que establecen las nonmas técnicas ¥ otras disposiciones aplicables. El
cjercicio del control sanitario se aplica al proceso, uso, importacion y exportacion,
aplicacién y disposicion final de plaguicidas, fertilizantes ¥ sustancias toxicas o
peligrosas para la salud, asi como de las materias primas que intervengan en su
claboracion.
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2.- En cl articulo 210, sc indica quc los productos que deben expenderse empacados
o envasados llevaran ctiquetas que deberdn cumplir con las normas técnicas que al
efecto sec emitan.

3.- Micntras en ¢l articulo 214, sc seilala que 1a SSA publicara cn cl diario oficial de
la fedcracién, las normas técnicas que expida y en cuaso ncccsario, las resoluciones
sobre otorgamicnto y revocacién de autorizaciones sanitarias de medicamentos,
estupefacientes, sustancias psicotrépicas, plaguicidas, fertilizantes y sustancias
téxicas y materias primas que sc utilicen en su claboracién.

4.- El articulo 279 indica que corresponde a la SSA:

L. Establecer, en coordinaciéon con las dependencias del cjecutivo  federal
compctentes y para fincs dc control sanitario, la clasificaciéon y las
caracteristicas de los diferentes productos a los que se hace referencia, de
acuerdo con cl riesgo que representen directa ¢ indirectamente para la salud
humana

II.  Autorizar, en su caso, los productos que podran contener una o mas
sustancias, plaguicidas o fertilizantes, tomando en cucnta ¢l emplco a que se
destine ¢l producto.

111. Autorizar los disolventes utilizados en los plaguicidas y fertilizantes, asi
como los matcenales empleados como vcehiculos, los cuales no deberin ser
toxicos por si mismos ni incrementar la toxicidad del plaguicida o
fertilizante.

IV. Autorizar cl proceso de los plaguicidas de accidén residual o de cualquier
composicion quimica, solamente cuando no entran ¢ peligro la salud bumana
y cuando no sca posible la sustitucién adecuada de los mismos.

V. Establecer las condiciones adecuadas que sc deberin cumplir para fabricar,
formular, envasar, ctiquctar, embalar, almacenar, transportar, comercializar,
y aplicar plaguicidas, fertilizantes y sustancias toxicas, en coordinacién con
las dependencias competentes. A efecto de proteger 1a salud de la poblacién,
prevalecera 1a opinidn de la secretaria de salud.

5.- En lo referente a la importacion y exportacion el articulo 283, de la iey general
de salud, indica que corresponde a la SSA ¢l control sanitario de los productos y
materias primas de importacion y exportacion incluidos en este titulo, anotando
identificacion, naturaleza y caracteristicas de los productos respectivos.

6.- En cl arnticulo 284, sc establece que cn los casos en que los productos de

importacion no reunan los requisitos o caracteristicas que establezca la legislacion
respectiva, la SSA aplicara las medidas de seguridad que correspondan.
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7.- A su vez, cl articulo 285 estipula que ¢l importador de los productos a 10s que se
refiere este titulo, debe estar domiciliado en ¢l pais y sujetarse a las disposiciones
aplicables.

R].- Por su parte ¢l articulo 286, establcce que para la importacion de los productos a
que sec hace referencia, asi como de las materias primas que intervengan en su
claboracion, se requinrd que ¢l importador exhiba la documentacion sanitaria del
pais de origen que exija la SSA, legitimada, cuando proceda, por las autoridades
consulares mexicanas. Corresponde a la SSA determinar que productos o materias
primas de impornaciéon requeriran de autorizacion previa. Cuando Ia importacion
esté sujeta a previo permiso de la SECOF], deberd exhibirse la autorizacion de la
Scerctaria de Salud.

9.- En la gaccta sanitaria publicada en diciembre de 1987, aparceen enlistados 26
plaguicidas (cuadro No.4) que por su persistencia en el ambiente y su toxicidad, se
les dard negativa automatica en las solicitudes de autorizacion sanitaria para su
introduccion en cl territorio nacional, con fundamento en ¢l articulo 286 de la ley
general de salud (ver el siguicnte cuadro). Asi mismo, se incluye una lista de 110
sustancias o productos téxicos que requicren autorizacion  sanitaria para su
introduccion en terrritorio nacional.

CUADRO 4. Lista de plaguicidas a los que se dard negativa aurtomadtica en lus
solicitudes de autorizacion samitaria para su introduccidn al rerritorio
nacional.
Aldrin Cianofos Cloranil Clordecone

Dialifor Dieldrin Dinitramina Dinoseb
Endotion Endrin Erbon Etilan

Fenclorfos Fluoroacetato de Formotion Fostictan

sodio

Heptacloro Isodrin Mirex Monuron

Nitrofeno Schradan 2,4,5-t Sulfato de talio
TDE Triamifos

(Coninas, 1993)

10.- A la sceretaria de comercio y tomento industrial (SECOFD), le corresponde
publicar las NOMs (Nommas Oficiales Mexicanas), claboradas bajo 1a coordinacion
¥y con la participacion de L
que en et caso de plaguicid
---- Muestrea de plaguicic

distintas scoeretarias con competencia on b materia, y

incluyen.

pecuarios (NOM-K-431, 1977),

ico (NOM-Y-304, 108%),

---- Etiquetas para plaguicidas para uso agicola y forestal, pecuario, de jardineria,
urbano ¢ industrial (NOM-Y-295, 1988),

Etiguetas para plaguicidas de uso dom
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(NOM-Y-35, 1988), requisitos que dcben cumplir los

envascs y cmbalajes que sc usen para contencer plaguicidas, técnicos y
for Iad reduciendo el riesgo dc los trabajadores y Ia poblacién en gencral,
asn como pr!:vcmr cfectos adversos al ambicnte durante su mancjo,

> y transportc (NOM-EE-216, 1988).

11.- El nucve de noviembre dec 1988, la SECOFI publicd, en ¢!l diario oficial de la
federacién, €l decreto que establcce Ia codificacién y clasificaciéon de mercancias
cuya imporntacion esta sujeta a regulacién sanitaria, fitozoosanitaria y ccolégica, con
basc cn la ley organica de la administracion publica federal y las leyes especificas
correspondicntes para la proteccion de la salud puablica, la seguridad nacional, la
flora y la fauna, cl ambicnic, sanidad fitopccuaria y en cumplimicento con los
compromisos intcrnacionales. El sicte de diciembre de 1988 sc publico, cn cl diario
oficial de la fedecracién, ¢l instructivo para ¢l procedimicnto uniforme ¢ integral
la resoluciéon dec solicitudes dc permisos y registros para plaguicidas,
fertili y i téxicas, comprendidos o no en los catilogos oficiales
respectivos. Un aspecto a destacar, ¢s que en la solicitud de autorizaciones de
importaciones de plaguicidas y sustancias tdxicas, sc requicre informacién sobre el
nombre genérico, ¢l registro de la Chemical Abstracts Service (CAS), cl volumen de
la la cc que la importa y la que la exporta, la aduana de entrada al
pais y la ruta por la quc sc transportara hacia su primer destino cn cl territorio
nacional, informacién rclevante para la plancacién de acciones para prevenir y
controlar accidentes Quimicos y otros fines de control de riesgos.

12.- En Meéxico se ha publicado un catialogo oficial de plaguicidas, que cs
actualizado cada aflo por la comision intersecretarial para ¢! control del proceso y
uso de plaguicidas, fertilizantes y sustancias téxicas (CICOPLAFEST). Dicho
catalogo, incluyc plaguicidas autorizados y restringidos y conticne cspecificaciones
sobre cllos, quc son consideradas con valor normativo, aunquc sc¢ prevé que
paulatinamentec sc emitan NOMs espcecificas (Cortinas, 1993).

-——— M <o dec fertili

para

2.2.9 ASPECTOS ECONOMICOS.

La industria quimica cn los paises de la organizacion para la cooperacion y el
desarrollo econémico (OCDE), constituye uno de los principales integrantes del
sector manufacturero, cn la que se mancjaron alrededor de SO0 mil millones de
délares (dc E.U.) en 1980, ¢n comparacién con ¢l sector del acero, 200 mil millones
dec las telccomunicacioncs, 80 mil millones, y la aviacion, 40 mil millones. Dicha
industria se ha caracterizado por un crecimiento clevado a partir de la scgunda
gucrra mundial (mas dec 10% anual hasta mediados de la década de 1970), que
pricticamente ha sido cercano al doble del de la produccion gencral.l.o anterior
resalta la importancia central de esta industria, como una fuente de ingredicentes
industriales y comercialcs, aunque cn los afios recientes su erecimiento ha declinado

32



i 77 CAPITULOD 2

a la par que ¢l crecimicnto ccondmico, con un repunte de alrededor de 2.5 a 3 por
cicnto anual. Las compailias mas importantes sc fueron expandiendo, en ¢l periodo
de crecimiento, hasta alcanzar importantes conglomerados, gencralmente
emparentados con grandes empresas  petroleras. Tal scctor industrial  puede
agruparsec cn tres drcas de produccion:

1. Quimica basica,
2. Materiales quimicos {(como plasticos y fibras sintéticas),
3. Productos quimicos (por cjemplo plaguicidas y cosméticos).

Esta scgmentacion es Gtil para fines del analisis econémico, en virtud de que los
productos sec expenden en  diferentes mercados  y pucden  estar sujctos a
reglamentacioncs diferentes. Por lo general, este sector industrial estd mecenos
concentrado que otros como ¢l del transporte, de mancra que las cincuenta
cmpressas lideres en los Estados Unidos sélo producen 50% de los productos
quimicos en csc pais, y cn cl resto de los paises de la OCDE también sc identifican
muchas firmas medianas y pequefias. En la industria quimica 50% dc los emplcos
totales, corrcsponden a ecmpresas en las que trabajan menos de 500 personas. Sin
embargo, cicrtos segmentos cspecificos de esta industria estan mas concentrados,
como cs cl caso de los plaguicidas en el que 12 fabricantes cubren 75% de las ventas
mundiales.

La inversion extranjera de las industrias quimicas nacionales de distintos paiscs
industrializados es sumamente importante, y no ¢s sorprendente encontrar que la
industria pctroquimica csta caracterizada por la  formaciéon de compaiiias
multinacionalcs (Cortinas,1993).

CUADRO S. Caracteristicas de la industria Quimica.

[ Es una dc las industrias mas importantes en los paises industrializados, que
contribuye cn 2.5% - 3% al producto interno bruto (PIB) y ocupa ¢l 6% dc
la fucrza de trabajo.

2. El tamaiio de las empresas varia desde las mas grandcs corporaciones del
mundo, hasta pequeilas empresas de menos de 100 emplcados.

3. Tiene una diversificacidn muy grande de productos y mercados.

3. Tiene un alto nivel de inversion extranjera.

(Corinas, 1993),

2.3 PRINCIPIOS DE MUTAGENESIS.

Una mutacion se considera como una modificacion en la secuencia de las bases
nitrogenadas que constituyen el material genético (ADN). Este cambio pucde
ocurrir cn los genes (unidades de informacion) o ¢n los agrupamientos de genes,
denominados cromosomas. las alleraciones intragénicas pucden producirse por

a3



CAPITULO 2

sustitucién de bases o por desfasamicnto. La primera resulta dec una transicion,
recmplazo de una base por otra del mismo tipo, o de una transversién, en la Que una
base cs sustituida por otra de tipo diferente. El desfasamiento consiste cn el
corrimiento dec la secucencia nucleotidica por climinacion o adicién de bases. lLas
anomalias que sc¢ reficren a grupos de genes pucden deberse a recarreglos
estructurales, tales como inversion o translocacion, o anomalias numéricas, como
climinacién o adquisicion de genes o pedazos de cromosomas, © Cromosomas
complectos. l.as mutaciones pueden resultar de la accion directa de Jos agentes
quimicos sobre ¢l material gendtico, o sobre otros componentes celulares ligados a
¢l funcionalmente, como por cjemplo, los que participan en la division celular
las proteinas de la cromatina y las cnzimas que
{. En general, la accion de las

(centriolo y microtibulos),
contribuyen a la replica n o reparacion del AID?
sustancias csta rclacionada con la estructura quimica, aunque, a una estructura

determinada pucde corresponder mads de una actividad, como cn al caso de algunos
mismo ticmpo intercalantes (Instituto de

agentes alquilantes que son  al
Investigactones Biomédicas, 1980).

CLASIFICACION DE LLAS MUTACIONES (Rivas, 1996).

CUADRO 6.

L A. Mutacidn puntual Cambio cn un scgmento muy pequeio del

Tamafio AN; se considera que ¢n genceral involucra
a un sélo nucledtido o a un par de

nuclcdtidos.

Cambios que afectan a mais de un par de
nucleétidos  pudiendo  involucrar al  gen
entero, el cromosoma entero o el jucgo de

B. Mutaciones gruesas

Cromosomas.
n. A. Mutaciones estructurales cambios ¢n ¢l contenido nucleétido del gen.
Cualidad
sustitucion de un nucledtido por otro

1. Mutaciones por sustitucién

a) mutaciones dc transicion que sustifuyen una puring por otra o una

pirimidina por otra.
) mutacidnes por transversion.  que  sustituyen  una  puring
pirimidina o de forma inversa.
pérdida de alguna porcion de un gen.
adicion de uno o mas nucledtidos extra a un

por  una

2. Mutantes por pérdida
3. Mutantces por inscrcion
pen.

el cambio de ubicacion de un gen dentro del

B. Mutaciones por arreglo
vefectos de

genoma a mcenudo conduce a
posicion™.

dos mutaciones dentro del nmismo gen
funcional pucden producir cfectos
diferentes, dependiendo de st ocurren en la

1. Dentro de un pen
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2. Numero de genes por cromo-
soma.

3. Cambiando ¢l locus del gen

a) Translocaciones
b) Inversioncs

CAPITULD 2

posicidn cis o trans,

se  pueden producir diferentes  efectos
fenotipicos si los numeros de réplicas de un
gen no son cquivalentes a los cromosomas
homélogos.

sc¢  pucden producir nuevos fenotipos,
especialmente cuando cl gen csta
relocalizado cerca de la heterocromatina.
movimicnto a un cromosoma no homaélogo.
movimicnto dentro del mismo cromosoma.

ni.
Origen

A. Mutacién espontéanea

B. Control genético

1. Mutadores especificos
2. Mutadores no especificos
C. Mutaciones inducidas

1. Radiaciones ionizantes

2. Radiacioncs no ionizantes

3. Mutigenos quimicos

a) crrores de copia

b) cambio directo del gen

onigen desconoctdo, a4 menudo  Hamada
“mutacién antecedente™

se sabe que ta mutabihidad de algunos genes
csta influenciada por otros gene:
mutadores™.

cfectos limitados a un locus

afectan simultineamente a muchos loci

por medio de la cxposicion de ambiente
anormales como:

cambios en  la  valencia  quimica por
cxpulsién de clectrones y son producidas
por protoncs, ncutrones o por rayos alfa,
beta, gama rayos X

clevan los niveles de energia de los atomos
(excitacidén volviéndolos menos cstables,
por cjemplo, radiacion ultravioleta, calor);
jfos UV a mcnudo producen dimeros de
timina, cs dccir, union entre timinas cn la
misma banda

son sustancias quimicas que¢ aumentan la
mutabilidad de los genes.

mutantes que proviencn de {a replicacion del
ADN (cs decir, los mutigenos andlogos a la
base que son quimicamente similares a las
bases de adcido nucleico  pueden  ser
incorporados por cquivocacion; la acndina
causa adiciones o deleciones de  bases
simples posiblemente porantercalacion entre
dos bascs sccuenciales)

producido en ¢l ADN que no sc rephea (por
cjemplo, el acwdo mitroso por desaminacion
convierte  directamente fa adenina en
hipoxantina v la citocina en uracilo).
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Iv.
Magnitud
del
efecto
fenotl-
pico.

A. Cambio en |2 proporcién do la
mutacién

B. Isoalelos

c. M
viabilidad:
1. Subvitales

2. Semilctales

3. Letales

algunos alelos soélo pueden ser distinguidos
por la frecuencia con la cual mutan.

producen fenotipos idénticos en combina-
cioncs homécigoticas o heterocigéticas cn-
tre si, pero son distinguibles en combina-
ciones con otros alelos

la viabiliad relativa es mayor que ¢l 10%
pero menos gque ¢l 100% comparada con cl
tipo comun.

causan mas del 90%
100%% de mortalidad
matan a todos los
cdad adulta.

pcro no menos dcl

individuos antes de la

V.
Direccién

hacia

Mutacién hacia atrds o

B.
retromutacién
1. Mutacién en un sélo sitio

2. Supresor de mutacidon

a) suprcsor cxtragénico
b) supresor intragénico

<} fotorreactivacién

produce un cambio del fenolipo comun al
tipo anormal.

produce un cambio de! fenotipo anormal al
de tipo comun.

cambia sélo un nucledtido en el gen (por
cjemplo, adenina hacia adelante guanina cn
reversa adenina).

un cambio cn un gen yue oculre ¢n un sitio
diferente de la primera mutacion,  sin
embargo, invierte su efecto.

sucede en un gen diferente del mutante.

se presenta cn un nucledtido  diferente
dentro decl mismo gen; desvia ¢l molde de
lectura hacia ¢l registro.

inversion  de  los  dimeros de timina
provocados por UV, por enzimas especificas
cn presencia de ondas de lus visibles.

Vi. Tipo
de célula

A. Mutacién somatica

B. Mutacidn gamética

sc presenta en las células no reproductivi
del organismo, a menudo produciendo un
fenotipo mutante cn solo una parte del
Organismo (Mosaico o quimera).
sc  presenta en las células
produciendo un cambio heredable.

sexuales,
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La existencia de un alto nimero de sustancias producidas en la industria y
difundidas cn ¢l ambiente, hace necesario identificar aquéllas capaces de inducir
mutacioncs, con cl objeto de prevenir sus cfectos sobre la poblacién humana. Es
evidente que si se pretende estimar ¢l ricsgo de representa un compuesto dado para
el hombre. esté cs cl sistema bioldgico idecal para determinar los posibles cfectos

icos. No ob , los problemas éticos y cconémicos, asi como la duracién

de Ios estudios, dlﬁculmn ja investigacién cn los humanos. Por lo antcrior, los
cxpcnmcnlos con sistemas bioldgicos no humanos resultan valiosos para evaluar los
éticos dc los ag quimicos, por su rcproducibilidad, facilidad de

realizaciéon, reclativa cconomia y corta duracién (Instituto de Investigaciones
Biomédicas,1980).

CUADRO 7. _ALTERACIONES GENICHK S

NIVEL DE LA TIPO DE MUTACION DESCRIPCION
MUTACION

ALTERACIONES EN LA CAMBIO DE UNA BASE
SECUENCIA DE BASES BASES POR OTRA.
a)TRANSICION
PURINA------ PURINA
PIRIMIDINA---
PIRIMIDINA

b) TRANSVERSION
PURINA

PIRIMIDINA
DESFASAMIENTO CORRIMIENTO DE LA
SECUENCIA DE BASES
POR PERDIDA O

ADICION
ANOMALIAS ENEL
ARREGLO DE LOS
GENES
INVERSION CAMBIO DE

ORIENTACION DEL
GENE, MANTENIENDO
SU POSICION
RELATIVARESPECTO
DE OTROS GENES.
TRANSLOCACION CAMBIO DE POSICION

- DE UN GENE CON
RELACION DE OTROS
GENES.
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ABERRACIONES
CROMOSO MICAS
ESTRUCTURALES -

ELIMINACION
DUPLICACION

REARREGLOS :
TRANSLOCACIONES,
INVERSIONES,
ANILLOS.

PERDIDA DE UN GENE
ADQUISICION DE UNA
COPIA EXTRA DE UN
GENE

CAMBIO EEN EL
NUMERO POSICION U
ORIENTACION DE
GRUPOS DE GENES.

MODIFICACION DEL
NUMERO DE
CROMOSODMAS

ANEUPLOIDIA
a) MONOSOMIA

b) POLISOMIA

SEGREGACION
CROMOSOMICA
DEFECTUOSA QUL
RESULTA EN PERDIDA

O ADQUISICION DE
UNO O MAS
CROMOSOMAS
AUMENTO DE JUEGOS

POLIPLOIDIA COMPLETOS DE
CROMOSOMAS.
(Instituto de investigaciones biomédicas, 1980)

La validcz de los resultados obtenidos en estos sistemas para la determinacion
del riesgo que constituye 1a exposicion del hombre a los compuestos quimicos, ain
es motivo dc controversia, ya que, si bicn ¢s cierto, los seres vivos comparten
algunas caracteristicas entre las que sobresalen la universalidad del codigo genético
¥y los mecanismos de transcripeidn y traduccion de la informacion hereditana,
existen divergencias acentuadas, fundamentalmente e¢n lo que sc reficre a la
permeabilidad, ¢l transporte y ¢l mectabolismo, que afectan la probabilidad de
ocurrencia de las alteraciones provocadas por las sustancias quimicas. Asi pucs, la
extrapolacién es menos confiable a medida que los organismos en los que se
realizan las prucbas estan mas alcjados -funcionalmente- del hombre. Cada prueba
determina, ademas. alteraciones precisas en condiciones especific por lo que la
obtencién de datos negativos no debe conducir a una confianza excesiva en ¢l uso
La coincidencia de resultados en varios sistemas que incluyan
humano, constituye, sin cmbargo, un

de los compuestos
algunos funcionalmente scemejantes  al
elemento de gran utilidad para normar los criterios sobre ¢l uso o difusion de fas
sustancias, aun cuando no permita predecir ¢l ricsgo con precision (Instituto de

Investigaciones Biomdédicas,1980).
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2.3.1 RIESGOS CLINICOS DE LA MUTACION.
cutras o tencr manifestaciones patologicas,

Las mutaciones pueden ser ventajosas,
incluyen padecimicentos congénitos y cancer. Existen en la

entre las quc sc

actualidad mis de dos mil enfermedades hereditarias. Aproximadamente ¢l 3% de
todos los recién nacidos son portadores de anomalias congénitas quc requicren
atencién médica y ccreca del sesenta porciento de los abortos que ocurren cen cf
trimestre del embarazo, son consccucncias ¢ aberraciones cromosodmicas. Esto pone
de manifiesto la contribucién de las altcraciones genéticas a la patologia humana

(Instituto de Investigaciones Biomedicas, 1980).

2.3.2 SISTEMAS DE PRUEBA PARA IDENTIFICAR MUTAGENOS.

A continuacién se resumen las caracteristicas mas relevantes de las prucbas mas
usuales en la identificacion de mutigenos.
I. ADN. Sdlo las prucbas biolégicas pucden corroborar si una alteracién particular
del ADN sc traduce en una utacion, sin cmbargo, los eswtudios de  las
modificacioncs producidas directamente en csa molécula, permitén estirnar, a corto
plaro, lo que puede ocurrir si un compucsto dado tiene acceso a ella in vivo ¢ infenr
¢l mecanismo de accién posible. Entre las técnicas nris empleadas para detectar

cambios en el ADN sc encuentran:
a) Rompimicntos de cadenas sencil
b) Entrecruzamicntos inter o intra cadena
<) Intercalacién de colorantes

d) Alquilacién de bases

1. PRUEBAS EN MICROORGANISMOS. El gran tamaio vy corto ticmpo de
gencracion de las poblaciones sobre las que se realiza el estudio, hace de cstas
prucbas un clemento itil para ¢l examen ripido y preciso de un nimero clevado de

compucstos.

1.- Virus.

Mediante su empleco se valora, fundamentalmente, Ia capacidad de las sustancias
para inducir mutacioncs génicas o para activar la liberacion y replicacion de los
virus (pro-fagos) que s¢ encucntran intcgrados en ¢l cromosoma bacteriano y que

producen la muerte de la bacteria (lisogenia).

2.- Bactcerias.
IL.a inducciéon de mutaciones génmicas puede determinarse en vanas  cspecics
Escherichia coli. Klebsiclla prneumoniae,

bacterianas (Salmonclla nphimrium,
Bacillius subrilis). Una de las ventajas de alpunas de cllas es que proveen indicios de

los mecanismos de produccion de las mutaciones, ademas de la infornmacion sobre la

capacidad mutagénica de los compuestos.
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CAPITULO 2

3.- Hongos.

Estos se ascmcjan mis a los mamiferos que los antcriores, ya que sus células poscen
un niclco, los cromosomas conticnen ADN asociado a nuclecoproteinas y los ciclos
de divisiéon incluyen procesos meidticos y mitéticos. Entre los mas usados en el
laboratorio se encucntran Saccharomyces cerevisiae, Asporgillus nididans  y
Neuroespora crassa. I.as prucbas mils importantes comprenden mutaciones génicas,
recombinacién mitdtica, conversion génica y segregacion cromosomica defectuosa

("non disjunction™).

4.- Estrategias para derminar la actividad genética de los metabolitos

LLos microorganismos no poscen todos los grupos cnzimaticos responsables de la
activacion o destoxificacion de las drogas existentes eon los mamiferos y en el
hombre, por lo que se han desarrollado diversas estrategias para usarlas en la
fecto de los metabolitos. Entre ellas podemaos citar

determinacion del e
a) El empleo de homogencizados celulares que contienen las enzimas microsomales
s {rata, hamster), que cjereen

provenicntes, fundamentalmente, del higado de rocdores (m

su accidn in vitro sobre los compucestos.
b) l.a utilizacién de fluidos cororales, como orina y sangre, de individuos (animal

de laboratorio o humanos) expucstos iz viveo a los agentes quimicos
I que los microorganismos se introducen en un

c) El ensayo via el hospedero, en
1 peritoneo o en la sangre), al que administra L sustancia en estudio

ratén (en ¢
CUADRO 8. SISTEMAS DE PRUEBA PARA DETECTAR LESION
GENETICAS

{(®] 3555 B ERRACIONES CROMOSOMICAS - .
Hacia Loci letales ‘Trans- Deleccito- | No Recom- | Sistemas
adelante [Especi-  |dontinan- [locacio- |nes v divyun. bina- de
y/0 hacia | fico tes nes Duplics- | cién cién prueba
atras (multiple) clones lnducl- para
deteccion
de
metaboli-
tos.
a)
Procariontes i
1. 8. thypimu - X X
i ]
2. E. coli i N 1 I ! 1 X
b) Hongos 1 1 i { 1
1. X X
Neurocsporas ‘I I J I
2. Aspergillus | X 1 X 1 1 X 1
3. Lcvaduras | N { R X 1 X 7 bN
[0
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Vicia

b,
Tradescantia

il f R E
&, Drosophila X X X
. X X
Habrobracon
<. Bombyx

ViR T

a. Hamster
chino

b. Linfoma dc¢ X X X X
ratén

Vi.Hombre

(Legator adn Zaymimenng, 19275)

1. CULTIVOS DE CELULAS DE MAMIFEROS. Se usan diferentes lincas
celulares (humanas, de hamster y dJde raton) que, al igual que los microorganismos,
permiten obtener resultidos en un ticmpo relativamente corto, en eaperimentos
controlados, ¥ usan un grian nimero de c¢lulas. Asimismo, constituyven un material
adccuado ¢l estudio de las  mutaciones gén ¥ de  aberraciones
cromosomi numéricas y estructurales. lLas  cstrutegias para determinar la
actividad génica de diversos metabolitos en microorganismos, tambidén se aplican a
estos cultivos.

IV, PLANTAS. Estas son utiles como dosimetros biologicos en ¢l estudio del
cfecto de contaminantes ambientales, plaguicidas, herbicidas, tertilizantes quimicos
y cualquier sustancia distribuida en forma natural en ¢l ambiente, lo cual es dificil
de hacer con otros sistemas de prueba. Ademis, no dejon de ser adecuadas para
utilizarse cn cl laboratorio, debido o su bajo costo de mantenimicnte y a los
amente  controlados.

requisitos  minnnos  de cuidado  en experimentos  estric
Existen indicios de que las plantas metabolizan las sustancias en forma diferente de
como lo hacen tos mantiferos. Es probable, entonees, que algunos compucstos que
no ticnen cfecto directamente sobre los mamiteros, puedan verse convertidos en
mctabolitos activos por la accion de tas plantas ¥ constituir asi un riesgo para los
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consumidores. Las plantas mas usadas son la “hicrba de pollo™ (Tradescantia
paludosa), la ccbolla comin ( Allium cepa) y cl haba (Vicia faba), en las que sce
pucden valorar mutacionces génicas y aberraciones cromosémicas.

V. INSECTOS. L.a mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), es el insccto mas
utilizado por ¢l amplio conocimiento que se ticne de su genética y por ser un
organismo que sc reproduce en un lapso corto de tiempo, generando grandes
poblaciones que requicren ¢ un mantenimicnto minimo. Por todo cllo, éste es el
sistema animal mas rapido para detectar mutaciones génicas (de lipo recesivo
ligadas al scxo), cromosomicas (segregacion efectuosa y trunslocaciones) en células
germinales y cventos de recombinacion y mutacion en células somaticas. Tiene,
ademas, la capacidad de metabolizar los compucestos en forma muy similar a los
mamiferos y cs susceptible de usarse como dosimetro biologico al igual que las
plantas (Batiste, ¢t aL,1995; Graf, 1984, Delgado, et al.,1995).

VIi. MAMIFEROS NO HUMANOS. El raton es el mamifero miis estudiado desde
¢l punto de vista genético, lo quc favorece su cmpleo en la identificacion de
mutagenos. Se utiliza para valorar mutaciones génicas (¢s un sitio o locus especifico
cn ¢l cromosoma) y abcerriciones cromosdmicas somaticas y germinales (con
cfectos dominantes Ictales o del tipo de translocaciones hereditarias). Estas pruebas,
a diferencia de las citadas anteriormente, consumen mas ticmpo en su realizacion y
analisis y, por lo tanto, su costo ¢s mayor. Una técnica mis reciente se basa en ol
analisis de los cambios mofologicos de los espermatozoides, ya que se ha senalado
que estos pucden ser la manifestacion de algunas alteraciones genéticas.

VII. HUMANOS. Estos estudios se¢ realizan, en general, en individuos expuestos
bajo circunstancias médicas, ambientales, accidentales y cxcepcionalmente ¢n
condicioncs cexperimentales. S6lo se cuenta en la actualidad con prucbas para
identificar, en forma dirccta, lesiones cromosémicas numericas y estructurales cn
células de la médula dsea o linfocitos sanguincos y la presencia de mas de un
cromosoma Y en los espermatozoides. El analisis cromosomico de las celulas
germinales cn meiosis, aun cuando tecnicamente cs posible realizar, rara ves se hace
debido principalmente a la dificultad para obtener muecstras det tejido de la gonada.
Lo mismo quc en cl caso del ratén, la determinacion de anomalias morfologicas en
los espermatorzoides tambi¢n pucde servir como un indicador de alteraciones
reproductivas.

Ninguno de estos cstudios proporciona informacion sobre ¢l impacto mis
importante de las mutaciones sobre la poblacion, ya que sc¢ reficren al cefecto
producido cn ¢l individuo expuesto y se carece de los datos sobre la transtmusion de
ese daflo a su descendencis
pucden obtenerse de estudios eprdemiolégicos que en muchos casos resultan,

y & las gencraciones subsccucentes. Estos datos solo
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ademais de costosos cn tiecmpo y dinero, imprecisos, por ¢l tiempo que transcurrce
entre la cxposiciéon de individuos y la manifestacién dc las altcraciones en sus
descendicntes, asi como por las miiltiples variables que interficren y que cs dificil

controlar (Instituto de Investagaciones Biomédicas, 1980).

CUADRO 9. CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS BIOLOGICOS
USADOS PARA IDENTIFICAR MUTAGENOS

SISTEMA ALTERACION DURACION DE | FATORES
IDENTIFICADA UNA PRUEBA LIMITANTES
ADN CAMBIOS EN LA COSTO DEL
CELULA EQUIPO, USO DE
2 -3 DIAS ALGUNAS
TECNICAS
RELATIVAMENTE
DIFICILES.
VIRUS MUTACIONES
GENICAS, 2 - 3 DIAS MINIMOS.
INDUCCION DE
PROFAGOS
BACTERIAS MUTACIONES 3 -5 DIAS MINIMOS
GENICAS
ENSAYO VIA
HOSPEDERO: LAS CITADAS EN REQUERIMIENTO
BACTERIAS. CADA SISTEMA 1-5SEMANAS |DE
HONGOS Y CULTIVO BIOTERIO
DE CELULAS DE
MAMIFERD.
HONGOS MUTACIONES
GENICAS,
SEGREGACION 1 -3 SEMANAS [(MINIMOS
CROMOSOMICA
DEFECTUOSA
PLANTAS MUTACIONES
GENICAS,
REARREGLOS 1 -5 SEMANAS | MINIMOS
CROMOSOMICOS,
NUMERICOS Y
ESTRUCTURALES
INSECTOS MUTACIONES
GENICAS,
REARREGLOS 2 -7SEMANAS | MINIMOS

CROMOSOMICOS,

NUMERICOS Y
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ESTRUCTURALES
CULTIVO DE MUTACIONES COSTO DEL
CELULAS DE GENICAS, MATERIAL Y
MAMIFERO REARREGLOS 2 -5 SEMANAS |EQUIPO, USO DE
CROMOSOMICOS, TECNICAS
NUMERICOS Y LABORIOSAS Y
ESTRUCTURALES CITOGENETICA.
MAMIFEROS MUTACIONES COSTO DE LA
GENICAS, INVESTIGACION
REARREGLOS EN ALGUNAS
CROMOSOMICOS, PRUEBAS
NUMERICOS Y 2-7MESES REQUIERE
ESTRUCTURALES BIOTERIO.
TRANSMISION DE
MUTACIONES A
DESCENDIENTES.
HUMANOS, B 1 -2 SEMANAS JCONTROL DE
EN CUANTO AL REARREGI.OS VARIABLES,
TIPO DE CELULAS: CROMOSONMICOS, OBTENCION DE
NUMERICOS Y DONADORES.
ESTRUCTURALES 1-2DIAS

CROMOSOMA Y
EN EXCESO.

NECESIDAD DE
VARIOS ANOS | ESTUDIOS

TRASMISION DE
MUTACIONES A EPIDEMIOL.O-
LOS GICOS. CARENCIA
DESCENDIENTES. DE REGISTROS
CONFIABLES
(Instituto dc Investigaciones Biomédicas,1980)

2.3.3 ESTRATEGIAS PARA LA IDENTIFICACION DE UN MUTAGENO
POTENCIAL.
Para la deteccion de posibles agentes mutagénicos se incluyen tres ctapas:
Pimera. Sc sugicre cl emplco de organismos unicclulares ¢ insectos para determinar

mutaciones génicas y daiio croniosémico.
Segunda. Sc indican prucbas de deteccion de metabolitos intermediarios i1 vivo ¢ in

vitro.

Tecera. En csta tltima sc proponc la exposicion de mamiferos a los compucestos en
estudio, en forma scmgcjante a la que se exponc o cxpondri el humano. En cstos
csquemas la investigaccion de un compuesto sigue una sccucncia que depende de
factores tales como: la existencia de sustitutos inocuos, los niveles de exposicion o

consumo, la importancia médico y ccondmica de los compucestos y los resultados
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obtenidos en las prucbas de la primera o segunda ctapa. Por lo que se¢ refiere a
sustancias quc aun no salen al mercado, la obtencién de resultados positivos en la
primera ctapa scria concluyente para cvitar su comercializacion. LLa segunda ctapa
sc¢ aconseja principalmente para compucstos no indispensables, distribuidos ya en ¢l
ambicnte y que hayan dado resultados positivos cn la etapa anterior. De confirmarse
su mutagenicidad, sec propone el control estricto de su difusion o eliminacion del
mercado. Las prucbas de este nivel también sc recomiendan para agentes quimicos
de gran relevancia médica y econémica aun cuando anteriormente hayan producido
resultados negativos. Si de nuevo no sc ticne cfecto pucde aprobarse su utilizacion,
micntras quc si sc obtienen resultados positivos y no sc tiencen sustitutos, sc someten
a los estudios de mamiferos incluidos en la tercera etapa. La informacion generada
en las prucbas de las tres etapas constituye un clemento primordial para ¢l analisis
resgo-beneficio, ¢l cual permite decidir si el mutageno debe ser retirndo de Ia
produccion o del ambicnte, o debe regularse rigurosamente su distribucion (Insututo
de Investigacidones Biomédicas, 1980).

2.4 Drosophila melanogaster COMO SISTEMA DE PRUEBA.

Aunque ¢l mejoramiento genético se practicaba desde la época de los griegos, no
fuc sino hasta 1866 quc los principios fundamentales de la herencia fueron descritos
por Gregorio Mendel en un trabajo realizado en chicharos y publicado en la revista
de la Sociedad de Historia Natural de Brun. Sin cmbargo, en e¢se ticmpo csta
informacion recibio poca atencion, siendo en 1902, cuando Sutton de los Hstados
Unidos y Boberi de Alemania, revisando los trabajos de Mendel, reiniciaron
formalmente  los  estudios  sobre  genédtica y  postularon  la  THORIA
CROMOSOMICA DE LA HERENCIA. Una demostraciéon muy antigua de la
misma se¢ tlevo a cabo en 1910 por Thomas H. Morgan, con la pequeiia mosca que
sc encontraba en los fruteros, Drosophila melanogaster, sicndo asi como ¢ste
insecto, que después fuera descrito por Dobzhansky como ELL ANIMAL CREADO
POR DIOS PARA EL ESTUDIO DE LA GENETICA, aparcece en el campo de ba
investigacion biologica y se ha convertido e¢n uno de los sistemas mas importantes
en ¢l entendimiento de los fendmenos relacionados con la herencia, fa fisiologia, 1a
cmbriologia, la bioquimica, la evolucién, cte (Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares,1992).

Fue en Drosophila donde Morgan, quien ocupara la citedra de Zoologia en la
Universidad de Columbia, describio por vez primera la herencia ligada al sexo lo
que le haria mereccedor del Premio Nobel en 1933, Fue en esta mosca donde
comenzé con sus trabajos ya que le parecio el organismo perfecto para iniciar lo que
hoy es ¢l comienzo de toda una época en la investigacion genética, ya (que este es un
insecto al que le atrac la fruta putrefacta y fermentada. Entre algunas de las razones
por las que comenzd a trabajar con clla son que tiene un ciclo de vida (desde cf
huevecillo hasta ¢l adulto) de 14 dias v con capacidad de producir mias de mil
hucvecillos durante toda su vida, por la facilidad con la que se reproduce, la

35



CAPITULD 2

tongitud del cucerpo supcra un poco los tres milimetros y cada dos semanas produce
una nueva generacion. Ademas, el vio que una colonia de moscas se podia mantener
perfectamente en un frusco de vidrio de un cuarto de litro provisto de alimento y
descubrid que csta especic posce s6lo cuatro pares de cromosomas, uno de los

cuales es muy pequciio. En la naturaleza Ia mayoria de las Drosophilas tienen los
ilvestres. En 1909 aparccio una variacion en

ajos rojos y los genctistas las Hlaman
una de las poblaciones de esta mosca, un macho de ojos blancos, se dice que fue la
esposa de Morgan quicn descubrié este espécimcen sobre la mesa de trabajo,
sorprendida ante tal acontecimiento, reacciono tratiandolo de capturar y comenzo la
persccucion de la mosca por todo ¢l laboratorio, atraidos por la extrada actitud de la
mujer y al enterarse del asunto el mismo Morgan y sus colaboradores se
incorporaron a la caceria del insccto. Habia tal excitacion, ya que la mosca de ojos
blancos no podia proceder del exterior, dado lo cuidadosamente cerrudo del
laboratorio y por lo tanto su prescencia denunciaba la realizacién natural de un
cambié que se hacia visible, lo cual se¢ habia logrado después de un millén de
replicas de un cromosoma realizadas a lo largo de todo un ano. Posteriormente
Morgan siguié cl protocolo propucsto por Mendel con sus guisantes, cabe
mencionar que €l se encontraba entre ¢l grupo de bidlogos a los que no les satisfacia
la teoria Darwiniana ¥ que ademas se oponia al Mendclismo, al someter a la mosca
de ojos blancos a este procedimicnto encontré que toda la gencracion P oera de ojos
de color rojo normal, sugiriendo que ¢l factor para los ojos blancos cra recesivo con
respecto a este, en la F2 hubo moscas de color de ojos rojo ¥ blancos en proporcidén
Mendecliana 3:1. Aunque lo inusual fuec que todas las moscas de ojos blancos cran
machos y todas las hembras los tenian rojos. Dc esto sc desprendid una conclusion
incvitable el factor responsable de los ojos blancos debia hallarse en ¢l cromosoma
X y ademas tenia caracter de recesivo. Después de realizar cstudios de mayor
enfoquce hacia Drosophila, Morgan descubrié otras caracteristicas de la mosca del
vinagre ligadas al sexo, cs decir ligadas al cromosoma X. Adopio entonces el
término gen, introducido cn 1909 por ¢l botinico Danés Wilhem Johansen y
concluyd que los cromosomas portaban un conjunto de genes como cuentas
ensartadas de umn collar y que cada una determinaba una cierta caracteristica
hereditania. Posteriormente, fuc también con la “amantc del rocio o Drosophila”™ que
Sturtevant y Bridges csclarecicron infinidad de conceptos basicos postulando las
bases de la Genética modema. Mas tarde los trabajos de Muller usando rayos X cn
1927 y 20 afos después, los de Aucrbach y colaboradores usando agenles
quimicos, practicamente dicron inicio a la genética taxicologics, al demostrar el
efecto mutagénico dc agentes fisicos y quimicos. Ambos descubrimientos sc
realizaron trabajando con rosophila. Asi mismo cn la década de los 40, Ia gendtica
de poblaciones y la cvolucion sufren un fuerte impulso con las aportaciones de
Hardy. Weinberg, Wright, Fisher, DMuller y Dobzhansky contre  otros

(Rivas, 1996).
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En este campo, Drosophila nuevamente juega un papel trascendental, de tal
manera que ¢s cn D. psceudoobscura y en . persimilis en las que sc describe la
persistencia de determinados arreglos cromosomicos y la relacion de estos con las
variacionces ambientales lo que permite profundizar en ¢l conocimiento del valor
adaptativo de los genes y su capacidad para alterar la dinamica de las poblaciones.
En este sentido, los trabajos desarrollados con  Drosophila, han  permitido
desentraitar algunos misterios del proceso evolutivo que pueden ser aplicados a
otras cspecies. En realidad, si /rosophila ha jugado un papel tan importante ¢en el
csclarecimicento de los fendmenos genédticos es debido, en gran parte, a su gran
plasticidad, al amplio conocimicnto de su gendética y a la facilidad de su mancjo, que

apida, sencilla y cconomica investigar los mecanismos

permite de una manera mas
de su funcionamiento. Estas mismas caracteristicas son las que le han hecho la

herramienta mas daictil en la ensefanza de la biologia y particularmente en la
genética. De tal manera que pricticamente todos los aspectos imponantes de la
herencia pueden ser demostrados en cste organismo. Como cjemplos, podemos
mencionar las leyes de Mendel, pucsto que a través de los adecuados sistermas de
cruzas s¢ puede comprobar que las caracteristicas genéticas puceden ser dominantes
o recesivas (pnimera ley de Mendel), que estas caracteristicas son capaces de
scgregar (scgunda ley de Mendel), y que ademas, esta segregacion es independiente
(tercera ley de Mendel). También cs posible demostrar que los genes estin
organizados cn los cromosoimas; que existe ligamicnto entre cllos y que adema
capaces de recombinarse durante la meiosis. Por otra parte, podemos ilustrar ¢l
hecho de que existen genes ligados al sexo; realizar ¢l mapeo gendtico tanto en

cromosomas scxuales como autosémicos, probar la interaceion génica, la herencia
Sin dejar de mencionar los

s, son

extracromosémica y los fenémenos de mutagénesis
elegantes experimentos diseiados con el objeto de demostrar la ley de Hardy y
Weinberg, la deriva génica y Ia genética del comportamiento (Ramos, 1993 Rivas

1996).

2.4.1 GENERALIDADES

2.4.1.1 Drosophila melanogaster:

Es un insecto que pertencee al orden Diptera, que se caracteriza por agrupar a
organismos en los que sélo el primer par de alas es funcional y el segundo se ha
transformado cn 6rganos del equilibrio, los Hamados halterios o balancines. Es un
organismo representativo de la famihia Drosophiloidae que incluye a moscas
pequcfias, con algunas ccrdas y venacion de las alas caracteristica, el género
Drosophila comprende varias especics de moscas con la vena subcostal degencerada,
incompleta o ausente, lus pertenccientes o la especie melanaogaster ticnen dos
interrupciones on la vena costal. Se encuentran amphamente distribuidas, en todo

tipo de climas, especialmente se localizan en frutas suaves en las que se ha imcrado
la fermentacion, sobre de estas las hembras fecundadas depositan sus huevos, que
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llegan a ser algunos cicntos, buscando preferentemente a aquellas zonas donde se ha
perdido la continuidad de {a cascara de los frutos, ya que su fucnte nutritiva son las
levaduras, responsables del proceso de fermentacion, de las que sc alimentaran las
larvas hasta alcanzar ¢l estado pupal, por lo que en general se les encuentra
rondando alimentos con alto contenido de dacido acético (Ramos 1993).

La Drosophila sc reproduce sexualmente por lo que s¢ da en ella recombinacion
genética, pudiendose llevar a cabo cruzamicntos controlados, lo que nos permite
escoger la lincas parenterales, con sus respectivos registros de la progenic segun sea
el caso. Sc l¢ ha seleccionado como objeto de estudio on diversos Iaboratorios de
Genética en todo ¢l mundo por presentar caracteristicas fenotipicas varisbles y
detectables (Rivas 1996).

as bondades que brinda cste organismo para su uso en ¢l luboratorio

Dentro de
sc incluyen las siguicentes:
1.- Ciclo de vida relativamente corto, de entre 10 a 15 dias, a temperatura v
humedad constantes.
2.- Requerimicentos nutricionales y preparacion de medio de cultivo accesibles.
3.- Los cultivos ocupian poco espiacio.
4.- Amplio control entre cruzas eaperimentales
5.- Poco equipo parys su mancjo.
6.- Gran varicdad de marcadores.
7.- Gran cantidad de descendencia producida por cada parcja.
8.- El costo para su manutencion es reducido.
9.- Presentan, ademuis, un nimero cromosomico bajo (2n=8)
10.- Las larvas presentian cromosomas gigantes en sus glandulas saliva
da gran utilidad para estudiar la morfologia cromosomica y la evolucion carniotipa
11.- Presentan cuatro pares de cromosomas, ¥y s$¢  cuenta con mapas bien

tes, 1o cual s

determinados de cada uno de clios.
12.- Es un organismo ideal para la demostracion de muchos principios biologicos v
en ¢l analisis de ciencia descriptiva, bioquimica y molecular.

Ademas de scr un organismo cucanonte supcerior qQue compance con los
mamiferos la existencia de sistemas enzimadticos muy semcjantes en sus funciones,
razén por la cual se le ha utilizado como modcelo experimental en mutsgénencsis,
Cuenta con una gran  cantidad de  marcadores  mutantes  que  expresan
fenotipicamente diferencias en [a foana, color, textura v tamano de fos ojos,
distribucion de las nervaduras, en la forma de los tricomas (pelos de las atas v del
cucrpo). También sc cucntan con lincas con caracteristicas metabohicas especificas o
con diferentes capacidades  de  reparacion  de diuno gendético  (Instituto de
Investigacionces Biomdédicas 1980 Rivas 1996).
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2.4.1.2 CICLO DE VIDA.

El desarrollo de la mosca Drosophila melanogaster presenta un periodo de
embriogénesis dentro del hucvo y una posterior succesion de estadios larvarios que
culminan cn la pupacion y una metamorfosis complets (holometabola), de la que
finaimente surge un imago o adulto (figura 1). La sccucncia ¥ duracion de los
diferentes estadios en el ciclo de vida son:

1 Desarrollo embrionario (huevo) . un dia

2 Larva de primer estadio . un dia

3 lLarva de segundo estadio, ... un dia

4 Larva de tercer estadio, ... dos dias

5 Pre-pupa, <t horas

G PUPQ, s 4.5 a 5 dias
T OAdUlIO, e <0 a 50 dias

s bajo condicrones controladas

Asi, la duracién del ciclo de vida es de 9.5 a 10 di:
de temperatura y himedad relativa de 25C y 60%, respectivamente, alterindose su
duracion de acuerdo a la variacion de la temperatura y cada hembira pucde producir
mas de mil huevecillos (Ramos 1993, Rivas 1996)

2.4.1.3 REPRODUCCION Y ETAPAS DFIL. DESARROLLO

El ciclo de vic e inicia en ¢l, ovario de Ta hembra, donde una cclula proutiva
germinal desencadena un patron de divasion altamente cspeciahizado. La célula
germinal se divide cuatro veces dando dugar al oocito v a quince células Hamadas
folicular las cdélulas enfermeras cutdan v ayudan o

enfermeras. En la cstructura
crecer al huevo, ¢l ARN y organclos como mitrocondrias Tas que pasan a traves de
1 contribucion de estas

canales que conectan al huevo con las c¢lulas enferme
células ayuda a construir ¢! huevo y prepararlo para la
fertilizacidon el esperma v el cocito se unen ¥ la célula o huevo resultante conticne
cromosomas de ambos padres. Despuds de efectuada lu copula se forma ¢l huevo o
cigoto ovopositado por la hembra en ¢l medio de cultivo, diandosc las primeras
ctapas del desarrollo embnionario (el cual s Heva a cabo dentro de las membranas
del huevo), el huevo mide aproximadamente .5 mm de longitud, siendo de forma
on anterodorsal, los cuales tienen

terubizacion. bn la

ovalada, presenta un par de filamentos en la re
como propasito ¢l evitar qque ¢l huevo se hunda en la superficie blanda del ahimento
donde ha sido depositado. [La membrana externa llamada conon os opaca v se le
observan pequenos hexagonos dibujades en Ta superficie, Ja membrana vitehinag es
transparente y quitinosa. La pencetracion del espermatozoide se realiza o traves de un
pequeiio orificio que recibe ¢l nombre de microprlo, que se crerra v se encuentra en
1a salicnic conica del extremo antertor del huevo, Muchos espermatosandes pueden
entrar cn ¢l, aunque normalmente salo uno interviene en la tecundacion. Bl huevo
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después de 22 horas da paso a una larva, que sufrira dos mudas, la fase larvaria
consta de tres estadios. La larva de primer estadio emerge 22 horas después de
ovapositado ¢l huevo, es dc color blanco de alrededor de 0.5 mm de longitud, sec
alimenta vorazmente cn ¢l medio de cultivo formando tancles. La del segundo
estadio se¢ forma por muda de la del primero 38 horus después, midiendo
aproximadamente 2 o 3 mm, continuandosc su alimentacion. Despucs de 70 horas la
decl scgundo cstadio muda a Ia del tercer estadio, esta mide 4.5 mm de largo, su
actividad y voracidad ¢s muy clevada: morfologicamente posce glandulas salivales,
sistcma nervioso, triquca, sisterma digestivo, cucrpo graso y gonadas que permiten
la diferenciacion sexual en estado larvario, la testicular s de mayor tamafio. te

periodo dura de 4 a 5 dias a 256C. La larva del tercer estadio usualmente sale det
frasco, mctandose asi ¢l periodo de

alimento cmigrando a la superficie del
pupacién. LLa pupacién es una mectamorfosis, es decir, un proceso de trasformacion
a traveés del cual las estructuras larvarias se convierten en Organismos adultos. Se
inicia con la fase prepupal, cn donde las larvas del tercer estadio se ubican en un
lugar scco de las paredes del frisco, donde permuanecen inmoviles, su cubierta es
semisuavce, tornandose dura poco 4 poco. Esta transtformacion de larva a pupa ocurre
primero cn la region cabeza-torax y luego se da en ¢l abdomen. En ¢l periodo pupal
el individuo tienc una forma de alpiste y una cubicrta de color café. Lo cuticula
pupal es producida cuando la cpidermis ¢s un mosaico de células larvarias y
epidermales, ambas sccorctan 1a cuticula pupal. .o parte anternior os producida por
discos imagales, micntras quc la parte posterior es producida basicamente por
células larvarias con una pequetia contribucion de los histoblastos abdominales v el
disco genital. LLa cuticula se separa de la parte superior del organtsmo por medio de
una contraccion del mismo, lo que deja una brecha entre la cuticula y pupa, proceso
conocido como apdlisis. Subsccuentemente ocurre un oscurecimicnto de la piel
comenzando por la cabeza y recorriéndose ol abdomen. Este proceso sc inicia 3
horas después de la formacion de 1a prepupa, téonicamente s ya una pupa. Lo pupa
aan tiene la forma de larva hasta 12 horas después de la formacion de la pupa;
dandose un proceso de cataclismo, contraccion muscular que dura unos segundos y
la cabeza ¢s invaginada. La pupa crnptoccefilica se transtforma en pancrocefalica. La
apolisis de pupa a adulto ocurre en un periodo que abarca hasta las 24 horas una vez
iniciada la pupacién. Durante la pupacion los discos imagales llevan a cabo la
morfogénesis en respucsta a la hormona esteroide (20-hidroxiecdicsona) las células
se diferencian en las estructuras del adulto. A la mitad del periodo pupal las células
producen los organclos fotoscensitivos (Rivas 1996; Ramos 1993).

Es importante hacer notar que las larvas se encuentran constituidas por dos
linajcs ceclularcs diferentes: las células larvarias v las imagales. [ cé¢lulas
larvarias constituycn ¢l cucerpo de la larva, estas han perdido o capacidad de
divisién y solo aumentan su volumen; en algunas s¢ encucentran cromosomas
s v diferenciadas genducamente.

politénicos, son poliploides y estan determinad;
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Figural. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, mostrando cada una de las
diferentes etapas de su desarrollo, huvo, larvas en estadios I-11-111, pupa
y adultos, distinguiendo morfologicamente machos (derecha) y hembras

(izquicrda).
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Las segundas no estin involucradas cn la formacién del cucrpo de la larva y se
distinguen de las primeras por ser de  tamafo pequeiio, constitucién cromosémica
diploide, manticnen Ia  capacidad de  division  cclular, estan  dcterminadas
gendéticamente pero se diferencian hasta que la larva entra cn mctamorfosis, cstas

células se localizan en estructuras caracteristicas denominadas discos imagales, los
que incrementan su tamasio al multiplicarse cl

cuales son primordios cclulares
ocurren en momentos

numero de células mediante divisiones mitoticas que
especificos del desarrollo larvario. Se encuentran sicte discos imagales, que son:
labial, antenas, ojo, patas, alas, halterios y genital, o partir de los cuales se formaran
estas cstructuras del adulto durante la metamorfosis on ¢l estado de pupa (figura 2)
(Ramos 1993).

El adulto emerge del caparazén pupal a través de una abertura realizada en la
region anterior de la pupa. La mosca recién salida es muy larga con alas sin
cxtender, lo cual hara pocos scgundos después (60 seg.). El color de su cuerpo al
principio es claro y va oscurcciéndose paulatinamente. Para el mancjo reproductivo
de Ia mosca sc requicre de una identificacion morfoldgica contiable para distinguir
entrc ambos scxos, esto sc logra ya que s¢ cucntan con caracteristicas morfoléagicas
propias para hembras y machos. Cabe hacer mencion de que las moscas recién
eclosionadas o con menos de doce horas de edad no estin aiun pigmentadas, son de
color gris claro, lo que facilita su deteccion a simple vista en un frasco de cultivo

(Rivas, 1996).

CUADRO 10. Mucstra las caracteristicas para ¢l reconocimiento del sexo ¢n moscas
adultas.

Terminacién del abdomen

Nimero de segmentos abdominales. Sicte Cinco

Pcine sexual cn patas delanteras. No posee Si posce

Tamafio corporal. Mayor Menor

Placa anal. Si posee Si posce

Placa vaginal. Si posee NO posc
(Rivas, 1996)
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i

Figura 2. Discos imagales en la larva que daran origen a las estructuras
del adulto durante 1a metamorfosis.

53



2.4.2 Importancia de Dr phils /e ter como sistema de

prueba de mutagenos quimicos.

En la ultima dccada se ha notado una gran actividad en ¢l campo dc la
mutagénesis quimica, derivada del desarrollo de técnicas que permiten medir el
cfecto de cstos mutigenos en animales de experimentacién. Paralclamente a este
resurgimiento de la actividad, se cncontré que algunos sistemas gencralmente
considerados como irrelevantes para ¢l hombre, tales como los microorganismos y
Drosophila, ofrecian mayor potencial dec deteccidon que el que se les habia
reconocido con anterioridad.

Drosophila ofrece muchas ventajas cn ¢! estudio y deteccién de los agentes
mutagénicos del ambicnte: €s un organismo supcrior con tiempo dc gencracién
corto, facil dc criar en gran nimecro, de mantecnimicnto ccondmico y detecta
mutigenos que actian directa ¢ indirectamente in vivo. Actualmente constituye cl
sistema animal mas rapido y mas cficiente, para detectar la induccién de mutaciones
y aberraciones cromosomicas, por agentes del ambiente en células de la linca
germinal, con la prucba dc Ictales recesivos ligados al sexo (SLRL), y de la linca
somatica con la prucba de mutacién y recombinacién somaticas (SMART).
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3.1 FUNDAMENTO
La prucba de mutacién y recombinacién somitica (SMART), en Drosophila

melanogaster ha sido desarrollada para la deteccion rdpida y barata dec agentes
gcnotéxicos cn un cnsayo in vivo que utiliza células somiitica de un cucarionte
superior. Esta prucba sc basa en el principio de que Ia pérdida de hetecrocigocidad dc
genes marcadores adecuados en células de los discos imagales cn las larvas (o sca
que [a pérdida del alclo dominante permita la expresion del alelo recesivo), puede

conducir a la formacién de clones mutantes, los cuales sc expresan fenotipicamente
s, con cste propésito, sc

como manchas cn Ia cuticula de las alas de moscas adult:
recalizan cruzas con moscas portadoras de mutacioncs recesivas para producir la
progenic heterocigdtica para los marcadores (Centro de Ciencias de la Atmosfera,
suplemento 1, 1993)

Las estructuras que se emplean como blanco son los discos imagales, estos se
presentan en la larva como pequeilos sacos, posteriormente las células contenidas en
ellos formardn jas estructuras del adulto pero no se diferenciaran sino hasta que el
organismo cntra cn mctamorfosis, mientras esto ocurre, los discos imagales creceran
por divisiones mitoticas a lo largo de los tres estadios por los que debe pasar la larva
hasta convertirse en prepupa. En ciertos discos, como ¢l mesotoricico dorsal, ta
ultima divisidon mitética ocurre 24 horas después de formado el pupario, ¢l siguiente
paso ¢s la diferenciacion celular (metamortosis), durante la cual tomuan forma las
estructuras del imago o adulto (Garcia-Bellido y Merriam, 1971). Si durante este
proceso sufre alguna alteraciéon heredable on cualquicra de las células imagales, esta
dara origen a una estirpe celular con la misma caracteristica alterada, originando asi
un clon que podra observarse como una mancha con la estructura imagal
correspondicntce si s¢ ecmplean los marcadores fenotipicos adecuados (Graf, 1984).

Este bioensayo requicre unicamente de una generacion para la obtencion de
resultados, detecta diversos eventos gendticos como  mutacionales (mutacion
puntual, dclecidn y tipos especificos de translocaciones), asi como también por
recombinacién mitética, ¢s sensible a un amplio espectro de agentes genotdxicos
que pertenecen a diferentes clases de sustancias quimicas va scan de accion directa
y/o indirecta. También pucede evaluar antigenotoxicidad de agentes especificos o de
mezclas (Graf, 1984; Graf , 1992; Centro de Ciencias de la Atmosfera 1994

Agurrczabalaga ctal, 1994) .

3.2 DESCRIPCION DE MARCADORES.
Sc utilizardén farvas fle3 +/4+ mwh
obtuvicron de la cruza progenitora denominada cruza estandar (Graf,

hembros i3/ T M 3. 0848 con machos smawiz /mmw
El marcador are” (pelos en forma de flama), flxe3 /7 TNB.BAS, sc localiza

a 39 unidades de mapa en ¢l cromosoma 3; es letal en condicion homocigética en
células germinales, pero puede expresarse en las somaticas produciendo tricomas en
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forma irregular en ¢l térax, abdomen y alas, por lo que se¢ lcs da la designacion de
flama. Para c¢l mantcnimicento de esta linea se usa ¢l cromosoma balanccador
‘TN 3.BdS, ¢l cual presenta una inversién pericéntrica, abarcando gran parte del
cromosoma 3 y que no permite recobrar eventos de recombinacion, para distinguir o
1as moscas portadoras del cromosoma balanceador sc utiliza ¢l marcador “Scrratia™
(Ser), un gen letal dominante que sc distingue ficilmente porque produce
indentaciones en ¢l borde distal de las alas, de esta mancra, las tinicas moscas que
sobreviven son las heterocigéticas para fir3, y para Ser, por lo quc sc tiene un
sistema de letales balanceados (Graf,1983).

El marcador smwh, pclos multiples cn cl ala, se localiza en ¢l cromosoma 3 a
0.0 unidades de mapa; y se manifiesta fenotipicamente porque altera ¢l numero de
tricomas por célula en las alas del adulto, produciendo multiples tricomas, en lugar
de uno como ocurre cn ¢l fenotipo silvestre (Graf,1984; Graf and van Schaik, 1992).

3.3 PROPAGACION Y MANTENIMIENTO DE LINEAS.

La propagaciédn de las lincas tiene como finalidad la de permitir la obtencion de
hembras y de machos adecuados para la realizacion de las cruzas requcridas en la
prucba. Para la propagacién sc colocaron de 30 a2 40 parcjas de moscas cn cada
frasco, con medio de cultivo fresco, teniendo cuidado de que las moscas cterizadas
al ser vaciadas quedaran pegadas en ¢l medio. Cada frasco se etiquetd anotando ¢l o
los marcadores de la linca y la fecha de la siecmbra. Después de 5 dias de realizada la
siembra sc procedid a retirar a los progenitores de los frascos con la finalidad de
evitar que se confundicran con la descendencia. LLos individuos obtenidos de esta
mancra sc¢ transfiricron a mecdio de cultivo fresco cada 15 dias. Las lincas se
mantuvicron bajo condiciones controladas de temperatura a 25¢C y a 60% de
humedad relativa. Para la propagacion y mantenimiento de las lineas el medio de
cultivo se realizé de la siguiente manera:

Sc utilizaron dos gomas, gelamix y liangel, que pertenccen al grupo de las
carrageninas por observarse que no afectan el crecimicnto de las moscas hecho que
permitié reducir en mas del 50% cl costo de los insumos.

Ingredicntes y procedimicnto:
- 1250 m! dec agua
- 7.6 g de gclamix
- 2.4 g de liangel
- 70 g de aztcar
- 112 g de harina de maiz
- 55 g dc levadura de cerveza seca
- 0.4 g dc nipagin simple (fungicida)
- 4 ml dc acido propidnico (bactericida)

Sc mezcla el gelamix y ¢l liangel (gomas con el azicar en 870 ml de agua para

que sc disuclvan, ¢l otro recipiente se disuclve la harina y la levadura en 380 ml de
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agua. El agua con las gomas sc decjé hasta cbullicion, moviéndosc constantemente
para Que se disolvieran complctamente. Después se aftadié ¢l nipagin simple y la
mezcla de harina y levadura; se dejé cocer durante 10 min. se retiro del fucgo y se
agregd el acido propionico. Por Gltimo sc sirvié cn frascos lecheros limpios y sccos
de 250 ml de capacidad, aproximadamente (Bacz,1996).
3.4 MEDIO PARA COLECTA DE HUEVOS

Estc se empled para colectar los huevos y permitir el crecimiento adecuado de
las larvas que sc usaron para los distintos tratamicntos. En frascos con capacidad de
250 ml sc prepard una base sélida de gelamix y liangel, que se clabord como se
describe a continuacion: se mezclaron en frio las gomas con agua, después,s sc
pusicron al fuego durante 10 min para que se disolvieran, se vaciaron en los frascos,
sc taparon con plastico adherente y se guardaron en ¢l refngerador. Una vez
solidificada la goma, a los frascos se les agregd una capa cspesa  de
aproximadamente 2 ¢m de levadura fresca enriquecida con azdcar, s¢ taparon con
una gasa y sc dejaron sccar a temperatura ambiente (Bacs, 1996).

3.5 OBTENCION DE LARVAS
En estos frascos sc colocaron las moscas progenitoras para la ovoposiciéon

durante 8 h con el fin de obtener individuos con poca variacion en la edad (72 +,- 4
h). Posteriormente los frascos se lavaron con agua corriente para reblandecer y
desprender ¢l medio adherido, las larvas sc obtuvieron por filtracion al ser atrapadas
en un colador de malla fina, para ser colocadas después en los viales con ¢l medio
tratado para ¢l experimento (Bacz 1996).

3.6 ENSAYO PARA INDUCIR LA MUTACION EN EL SISTEMA
BIOLOGICO.
1) COMPUESTO QUIMICO
La sustancia, ¢l fipronil, sc obtuvo del producto comercial Frontline spray al
0.25%, producido por los laboratorios Rhone Mericux.

2) PRUEBAS DE SOLUBILIDAD Y TOXICIDAD PARA EL FIPRONIL

El principio activo en esta prescntacion se acompaila de isopropanol ¢
ingredicntes incrtes. Se tomo un volumen conocido de la sustancia (1 ml)., ¥ sc
colocd en un vaso de precipitado de S ml y se dejo a temperatura ambiente con el fin
de que sc cvaporara cl solvente, asumiéndose que cl residuo resultante seria ¢l
principio activo, ¢l cual se presentéd como cristales transparcntes adheridos a las
paredes del vaso, sc intenté resuspenderlo en agua y los cristales se precipitaron en
este solvente. Sc repitio ¢l mismo procedimicnto probando con ctanol, adicionando
1 ml dec estc al residuo scco, observandosce que los cristales se disolvicron por
completo en él. Posteriormente se realizarén diluciones del producto iniciando con
100, 75, 50, 25 y 10 ppm, reduciéndolas gradualmente, exponiendo a larvas de
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tercer estadio, utilizando 2 tubos por concentracién adicionando aproximadamente
50 larvas por tubo, agregando 0.3 g de medio instantanco Carolina mas 1 ml de la
solucioén observando su desarrollo a las diferentes concentraciones hasta obtcner
adultos vivos quc permiticran llevar a cabo 1a prucba.

3) TRATAMIENTOS A LLARVAS DE 72 HORAS DE EDAD

Para dar los tratamientos sc utilizaron tubos de cnsayo de 10 cm de altura por |
cm de diametro, dos por cada concentracion, en los cuales se agregd 0.3 g de medio
instantaneo para Drosophila, marca Carolina, férmula 4-24, y se hidrataron con
ml de las concentraciones del insecticida, agregando alrededor de 50 larvas de cada
una de las cruzas tapiandolos con torundas de algodon.

El compucsto sc¢ administré por via oral durante 48 horas a larvas de 72 horas
de edad, cn difercntes concentraciones, 1, .5, y .1 X107, Al grupo control negativo
sc suministré agua destilada mas ctanol al 5% y como positivo N-nitrosopyrrolidina
(NNP) a 10 mM, molécula obtenida por nitrozacion de aminas sccundarias, con
formula molécular CAHBN20 la cual se utiliza solamente como reactivo ya que sc
ha comprobado que es altamente carcinogénico y mutagénico en animales de
taboratorio pero probablemente también ¢n humanos. Cada experimento se realizo
por triplicado. Una vez que cclosionaron las moscas de cada uno de los
tratamicntos, sc procedio a conservarlas en viales con aleohol al 70%%, indicando en

cada uno la fecha de tratamicnto, la cruza y la concentracién respectiva con la

finalidad de claborar preparaciones permancentes de las alas, las moscas fucron
separadas por sexo y enjuagadas con agua destilada, para después ser embebidas en
una gota de solucién Fauré, esta solucidon pucde ser diluida con agua destilada.
Posteriormente, con ayuda de un microscopio de diseccidn, las alas se disccaron del
cuerpo utilizando pinzas de relojero del ntimero S, tomando con una pinza ¢l cucrpo
de la mosca y con otra la partc proximal del ala procediendo a adherirla sobre un

portaobjctos limpio de manera que se coloquen cuatro hileras horizontales de diez
alas cada una para su posterior anihisi

Teniendo cuidado de mantener una
atmoasfera libre de polvo (dentro de una caja de petri) se les deja 24 h para que

queden firmemente adheridas al portaobjetos. Pasado cste tiempo sec pone una gota
de solucidn Faurc cen ¢l cubrcobjetos colocando csie sobre las alas evitando que
queden burbujas de aire entre cllas. Sobre el cubreobjetos se colocan pesas
(aproximadamente 200g) v se deja asi por 23 h mientras que la preparacion se seca
y endurcce. Para finalizar con Ia preparacion se limpia ¢l excedente de solucion de
los bordes con agua y se sclla ¢l cubreobjetos con una capa de barniz para unias

4) LECTURA Y ORGANIZACION DE LOS RESULTADOS
L.as alas wanto la superficie dorsal como 1a ventral son analizadas en un

microscopio compuesto con un aumento de 30X

monocapas celulares de tejido epiteliad,

. Las alas estin formadas por dos

supcerficies dorsal y ventral, ambas se
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desarrollan independientemcente una de la otra por lo que deben ser analizadas
ambas superficics. Debido a quec ¢l origen de los tricomas es diferente al de las
setas, cstas Gltimas no se consideran para cl anilisis de los cfectos.
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CUADRO 11. Tipos de pelos de acuerdo al fenotipo expresado, a) Normal, b) No se

cuentan, c) Pelos miltiples, mwh y d) Pelos en forma de flama, flr.

el

-

La localizacién de las manchas ¢s registrado de acuerdo al sector del ala cn el cual
sc¢ hallan, al nimero de células que las componcn y al fenotipo que presentan,
pudicndo ser: mwh, fIr3, o ambas (mwh/fir3). Para cste propdsito solamente se
examina la region distal del ala para el conteco de las manchas, cl cual se subdivide
en sicte sectores: A, B, C', C, D' .D y E, (figura 3) de acuerdo con Gareia Bcllido y
Merriam (1971) y Graf ct al. (1984).

Figura 3. Regiones del ala para la lectura de las manchas

Las manchas sc clasifican en tres tipos: Manchas simples pequeiias (1 a 2
células), manchas simples grandes (3 o mis células) y manchas gemeclas (mwh y
f1r3). Dec toda la poblacién que sc obticnen en ¢l tratamiento sélo se analizan las
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moscas transheterocigéticas, ¢s decir aquellas en quc los marcadores "mwh” y
“flr3"”, se encuentran cn tal forma que: uno de los cromosomas homdlogos porta ¢l
alelo silvestre para “mwh” y el recesivo para "f1r3”, mientras quc ¢l otro homalogo

porta ¢l mutante "mwh” y el silvestre de f1r3" (figura 4).

3.7 BASES GENETICAS DE LOS EVENTOS DETECTADOS.

Este ensayo consiste cn la exposicion de un mutagéno a un grupo de células
destinadas a multiplicar una configuracién genctica relativamente fija, para que al
inducirse una mutacidén en una dec las células cxpuestas le permita al clon ser
detectado. Para asegurar que ¢l clon sea detectable, se eligen marcadores genéticos
que se expresen autonomamente en la superficie de las alas de la mosca adulta. En
estos expernmentos sc exponen a las células de los discos imagales para las alas en
la larva, cstas son trans-heterocigoticas para los dos marcadores recesivos
localizados ambos en ¢l brazo izquierdo del cromosoma 3. Pelos maltiples en ¢l ala
(mwh), en la posicién 0.0 y pelos en forma de flama (f1r), cn la 39.0, micntras Que el
centromero  esta localizado en la posicion 47.7. En gencral, en las scries
experimentales analizadas. la ocurrencia de vanos tipos de manchas es de la
siguiente manecra: manchas simples que expresan ¢l fenotipo mwh son las mas
frecuentes, mientras que las manchas gemelas son las menos frecuentes mostrando
los subcloncs mwh y flr, y bastante raras son las manchas simples con ¢! fenotipo
flr. Existen varios mecanismos genéticos que conducen a la expresion de clones.
Una posibilidad importantc es la recombinaciéon mitotica, que se lleva a cabo entre
dos cromatidas no hermanas. Se esperan manchas gemelas si la recombinacidn
ocurre entre fIr y cl centrémero y si a osto le sigue un tipo "X de segregacion cada
célula hija recibira un cromosoma recombinado y uno no recombinado. Un evento
de recombinacién entre mwh y flIr puede dar como resultado una mancha simple
mwh. Si ambos tipos de eventos recombinantes (uno entre fIr ¥ ¢l centrémero y otro
entre mwh y fIr) ocurren en la misma célula, una mancha simple fIr puede resultar

(figura 5) (Graf, 1984).

3.8 ANALISIS ESTADISTICO.
Para determinar si existen diferencias significativas entre los grupos testigo y

tratado, sc compara la frecuencia de manchas de cada lote mediante el programa de

computo SMART y el procedimicnto de decision maltiple de Frei y Wurgler (1988).
hipotesis distintas vy sc realiza

Este procedimiento implica ¢l contrastar dos
comparando las frecucencias observadas cn los grupos tratados con respecto a los
testigos.

La hipotesis nula (Ho), estipula que no existe diferencia entre la frecucncia de
N: por esta razon, su aceptacion indica que el

mutacion de las scries testigo y tratada
tratamicnto no altera la frecuencia de mutacion basal. La hipotesis altemativa (Ha),

proponc quc cl tratamiento tncrementa m veces la frecuencia basal de mutacion
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respecto al testigo. Su rechazo indica que la frecuencia de mutacién inducida no

al ¢l incr to de fr postulado (m), micniras que su accptacion
scilala un cfecto positivo del tratamiento. El incremento propucsto m
numero de veces que debe

=2 para 1. 1 Wi

, indica el
de mutacién del lote testigo, m
y manchas towules, debido a que 1a frecucencia basal
dc este tipo de mnnchus cs m s clevada y por lo tanto sc recquicre de una mayor

induccién del dafio para duplicar la basal; y m = S para manchas simples grandes y
manchas gemelas, debido a que la frecuencia de cstos eventos ¢s muy baja, 1o que
significa un aumento de 5 veces la frecuencia basal para que sc obtenga un resultado

positivo; todos los anilisis sc realizan con una probabilidad de error igual o menor a
0.05 (P=0.05) (Frci and Wurglcr, 1995).

sc la fr

En resumen, los resultados que pucden obtenerse del analisis son los siguientes:
1) Negativo (-). Si sc acepta Ia hipdtesis nula y se rechaza 1a hipotesis
alternativa.
2) Positivo (+). Si sc rechaza la hipétesis nula y sc acepta la hipétesis
alternativa.
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3.9 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINA-
CION SOMATICAS.
CRUZA PROGENITORA
HEMBRAS fir/TMJ, BdS con MACHOS mwh/mwh

SINCRONIZACION
DURANTE 8 h EN MEDIO DE CULTIVO FRESCO CON LEVADURA

TRATAMIENTO
48 h.
24 48 72 96 120 240 h.
hugvo ~ = v = e ccam e oo PUPE = >+ - r s et re e e e mm . ~—imago
Iarva
Estados I - 111
FIJACION

LAS MOSCAS ADULTAS SE FIJAN EN ETANOL (EtOH) AL 70%
SEPARANDO LAS TRANSHETEROCIGOTICAS Y LAS
PORTADORAS DEL BALANCEADOR (TM3.BdS).

l

MONTAJE DE ALAS
SE DISECAN LAS ALAS Y SE COLOCAN FOR PARES
EN FORMA HORIZONTAL, 40 ALAS POR PORTAOBJETOS
10 H. Y 10 M. CON SOLUCION FAURE

REGISTRO DE RESULTADOS
ANALISIS AL MICROSCOPIO A 40X.
SE CLASIFICAN LAS MANCHAS EN:
CHICAS (ch), GRANDES (G), GEMELAS (Ge) Y TOTALES (T).

ANALISIS ESTADISTICO
X2 PARA PROPFORCIONES A P=0.05 (Frel y Wulgler, 1988)
Y PROGRAMA DE COMPUTO SMART (Wurgler, 1988, no publicado)
(Pacz 1996)
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Figura 4. Sc observan varos tipos de manchas: a) mancha simple tipo mwh, b)
mancha simple grande mwh, ¢) mancha doble con expresian de fir pante superior y
mwh cn la parte inferior y d) mancha simple fir, al centro de 1a foto.
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MITOSIS

CELULAS HIJAS MANCHAS
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Figura 5. Algunos eventos genéticos detectados con la prucba SMART. a)
distribucién normal de las cromatidas, mostrando pelos normaics tipo silvestre, b)
deleccién que permite la expresion de manchas mwh, ¢) mutaciéon puntual que da

origen a una mancha simplec mwh.



MITOSIS CELULAS HIuJAS MANCHAS
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Figura 5 (continuacion). d) recombinacién que da como resultado la cxpresion
de una mancha doblic con los fenotipos fIr y mwh, e) recombinacion que sdlo
cxpresa manchas simples tipo mawh, f) no disyuncién, separacion del cromosoma
de su homélogo dando como resultado una mancha simple mwh.
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BESULTADOS

67



CAPITULO 4

La siguicntc tabla |, mucstra la frecucncia de manchas totales obtenida de la
cxposicion al fipronil, para su comparacién en dos cruzas, de alta capacidad
metabdlica (AB) y la cruza estandar (E), sc pucde observar la distribucion en la

gréfica b,
TABI.A 1. FRECUENCIAS DE MANCHAS OBTENIDAS EN DOS CRUZAS E. Y AB.

Agua + 5% |Fipromil . |Fiproail Fiproail NNP
dcm Etanol 0.01 ppm . |0.00S ppm 0.001 ppm 10mM
[Cruza AR 03 0.46 0.39 0.37 s48
CruzaE- - | 0.3 0.09 0.44 0.29 2.06

Los resultados del ensayo de manchas en el ala con Drosophila, para la

evaluacion genotoxica det fipronil, en la cruza estandar (E) sc muestran resumidos

cn la tabls 1 1, obtenidos con ¢! programa de cémputo SMART.

TABLA I I. RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS OEL FIPRONIL EN Drosopii/a CON LA
PRUEBA DE MANCHA EN EL ALA, CRUZA ESTANDAR

Com- Nume- Manchas por ala{Numero de manchas) Anal. Estad * Manchas Valor  Frecuencia de

pues- 10 e ~eeo-mmmemee e ---  con medio  formacién
to alas Manchas  Manchas Manchas Total elclon de clonal
simples simples gemelas de mwh [T Lo B
pequenas grandes manchas de ob- contro!
Conc. (1-2 células) (>2 células) divi- ser- cofre-
{(ppm) s16n vado gido
m=2 m: 5 m == m= 2

Controt Negativo {Agua + 5% etanol)
120 0.24(29) 0.03¢( 3) 0.00( 0) 0.27 (32} 32 1 66 11

Control Positrva (NNP)
10mM 120 1.76(211)+ 043 (52)+ 0.10{(12)+ 2.29(275)+ 272 185 93 82

Fipronil

001 120 021(25)- 006( 7)- 002(2)- 028(33) 33 1.73 1.1 ao
Fipronil
0.005120 0.31{37) 012 {14)+ 003{ ah 0.46 (55) « 54 243 1.8 08
Fepronil

0.001 120 0.27(32)- 003 3)- UOO( 0}- 02935} 35 149 12 01

* Andlsis estadistico de acuerdo a Frc- y Wue:gler (Mutation Hcs. 703 (1388) 297 308) + ==
posiivo; - == negativo; d = débd positvo. 1 = indeciso. m - factor de multiplicacion niveles de

probabilidad : alpha = bela = 0.05
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Sec analizaron 120 alas en cada uno de los grupos, para conscrvar un tamaifio de
muecstra constante ¢n cada uno de ellos. En el control positivo, N-Nitrosopirrolidina,
sc observa que la induccién de manchas incrementa m veces su frecuencia en cada
uno de los parimetros de manchas por ala en relacion al control negativo,solucion al

5% dec ctanol.

En el caso del fipronil para las concentraciones de 0.01 y 0.001 sc aprecia un
comporntamicnto similar, donde la frecuencia de manchas totales es negativa. [Las
manchas gemelas se deben a eventos de recombinacion unicamente, y presentan cn
todas las concentraciones frecuencias muy bajas. Para la concentracion de 0.005 la
frecuencia de manchas simples pequenas es negativa, mientras que para las manchas
simples grandes v totales es positiva, lo que quiere decir que indujo por ecventos

mutacionales una frecuencia de manchas mayor que la observada en ¢l testigo

negativo.

En la gréfica 11 sc observa compurativamente ¢l comportamiento de los
tratamicentos en relacion al contro! negativo, en base a los datos arrojados por el
programa SMNMART (Frei y Wuergler 1988).

En la tabla M, se encuentran las frecuencias de manchas simples por el tamaso
de la mancha por concentracion, vy la grafica I, muestra la distribucion de

frecuencias de manchas simples en relacién al tamano de clase clonal, donde se
observa la induccidén de manchas por concentracion, lo cual nos permite evaluar el

nivel y la amplitud de estas.

TABLA ill. FRECUENCIA DE MANCHAS SIMPLES POR TAMANO DE

CLASE CLONAL

Tame- :
fode 1 2 3a4 ] S8 |{9a16) 17 33a [al28 | a2%56( >256
clase ; 32 64

s | 0.175] 0.067] 0.008] 0.008 0 [] [ 0] 0.008 0
0.01
ppm 0.1S| 0.058( 0.0331 0017, 0.008 0 o [} 0 1]
0.008
ppm 0.217}| 0.092] 0.033| 0.017} 0.017] 0.033]| 0.008{ 0.008 o 1]
0.001
ppm 0.2] 0.067{ 0.008| 0.008| 0.008 0 ) [} [ [
NNP
10mM | 1.158]| 0.06{ 0.283} 0.075] 0.05] 0.025 0 1] 0 0
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Frecuencias.

GRAFICA I. EVALUACION DEL FIPRONIL CON DOS CRUZAS, ESTANDAR Y DE
ALTA BIOACTIVIDAD DE Drosophila melanogaster.

Concentraciones.
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Frecuencia de Manchas Totales.

GRAFICA II. RESULTADOS DEL FIPRONIL OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE LA
MANCHA DEL ALA, CON Drosophila CRUZA ESTANDAR,

2,5-

Control Neg, 0.01 ppm 0.005 ppm (i) 0.001 ppm NNP 10mM ()
Concentraciones, 120 alas para cada una.
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FRECUENCIA DE MANCHAS SIMPLES

GRAFICA {it. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS DE MANCHAS SIMPLES POR TAMANO

TAMANO DE CLASE CLONAL
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DISCUSION
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CAPITULO S

Efectos genotéxicos y citotéxicos de insecticidas de uso

comun

ir ¢l hecho de que no s6lo en los

Para dar inicio 4 la discusion es necesano revis
[ encia que han ofrecido los

aspectos relacionados con la toxicidad y la re
compucstos insecticidas hasta ahora se basa la inquictud de su estudio y anilisis,
aunado a lo anterior se suma ¢l enorme interés, cada verz mas creciente, a mvel
mundial, por los efectos genotdxicos y citotoxicos que gencran o pucden pencrar
cstos on los organismos vivos, pero principalmente en el hombre; para facilitar esta
tarea, sc cuenta actualmente con un gran nimero de ensayos que emplean a su ver
una varicdad muy grande de organismos de prueba.

Basta mencionar como cjemplo de esto algunos de los trabajos realizados por
investigadores de todas partes del mundo sobre inscecticidas de gran difusion y uso
zando diversas pruchas como es el caso de Patniak, ¢ctal. (1992), quien evaluo
con clorpirifos (Durmet), con la prueba de manchas en
recesivos ligados al
sonniticas como

uti
la induccion de mutaciones
cl ala en Drosophila mcelanogaster v en la pruchba de letal
sexo, encontrando que ¢l compucesto es genotoxico tanto en oclulas
cn las germinales. Miadokova, ¢t al. (1992), realizd la evaluacion del efecto
genotoxico de la supercipermetring, pirctroide de segunda generaciaon, en cuatro
diferentes sistemas de prucba, en Salmonclla thyvpimariern induce conversion de
genes en el locus del triptotuno ¢ induce mutaciones puntuales en ¢l Jocus de
cerevistae; un débil aumento en la frecuencia de
Victa faba, pero no
Jena, ot al, (1993,

Ia evaluacion de un

tsoleucina, en Saccharomyees
anafascs aberrantes y telofases en raices de Hordeum vidgare
se detectaron cfectos penotaxicas en Drosophila melanogaste
utilizé el ensayo de aberracion cromosomica (CA) para
organofosforado, ¢l asataf. El cual indujo significativamente aberraciones a 50
mg/kg despuds de 23 hrs, de exposicion, en un sistema 77 vivo en polos, A dosis de
25, SO y 100 mg/kyg a 6, 24 y 48 hrs de exposicion respectivamente, indujo un
incremento significativo de micronuclcos en células de médula dsea y eritrocitos
periféricos. Vijayaraghavan, _ct al, (199-3). evalud el cfecto genotoxico v citotoxico
de los pesticidas metilparation, baileton ¢ hisonan, con sistemas de pruchba en
mamiferos; la frecuencia de aberraciones cromosémicas y micronucicas en celulas
de la médula y ¢l perfil de la enzima arginasa ¢n ¢l higado tiende a mostrar
genotoxicidad de organofosforados y de organoclorados en el estudio de respuesta a
exposicion simple. El metilparation fue el muls peligroso de fos tres, mostrando una
definida patologia en ¢l higado de ratas trutadas. Surralles, ¢t al, (1995), enconiro
que  los insccticidas  pirctroides:  cipermetring,  deltametring,  fenpropatring,
fenvalerato y permictrina inducen cfectos citotoxicos al ser sometidos a Lt prucba de
Whole-Blood y a cultivos de linfocitos humanos para estimar la induccion de
micronucleos a concentraciones de 3 a4 6 mg/ml, siendo la permetrina quicn presento
resultados negativos aunque aumento la frecuencia de micronucicos en linfocitos a4 o
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mg/ml; los resultados indican que los insccticidas pirctroides ticnen una débil
(cipermctrina, deltamctrina y fenpropatrina) o nula (feavalerato y permcetrina)
actividad genotdxica in vitro, lo cual concuerda con lo encontrado por Pardo, ct_al,.
s6lo que la evaluacién fue hecha utilizando a Drosophila melanogaster como
biocnsayo. Barrueco, ct al. (1994), probd la habilidad de la permetrina para inducir
aberraciones cromosdmicas (CA) en cultivos de linfocitos humanos y en células del
ovario de hamster chino (CHO), para comparar su cfecto clastogénico, es decir Ja
capacidad del compuesto para producir rupturas en los cromosomas, y comparar la
respucsta cn dos tipos celulares diferentes. #n hinfocitos humanos se probo en un
rango de 50 a 200 pg/ml y en células CHO de 20 a 100 pg/ml. Ambos se realizaron
en presencia y ausencia del sistema de activacion 89 mix, de higado de rata, Lo
permetrina pucde ser caracterizada como un agente clastogénico S-fase dependiente;
mostrando ambos sistemas la misma senasibilidad para detectar clastogenicidad in
vivo. Dianovsky, ct_al. (1995), probo la habilidad clastogénica iz wvive de la
supermetrina con cl andilisis cromosdmico de células de médula dsea de ovino
después de seis semanas de administracion oral de 200 mg/kg o 300 mp’kg. Sc
intercambios en cromattdas hermanas sin cncontrarse

investigo la induccion de
efectos genotoxicos, por lo que este piretroide fue clasificado como toxico mas que

como clastogénico o genotdxico.

Toxicidad del fipronil y mecanismos de resistencia.
LLos resultados obtenidos en la prueba de mutacion y recombinacion somiiticas

para el fipronil, permiten recobrar diferentes aspect

completa sobre su comportamiento biologico.

os para una cvaluacion mas

En primer termino, en base a las prucbas de toxicidad rcalizadas con ¢l
to sc obscerva claramente en las

insecticida, se obtuvo que esta ¢s muy clevada. |
concentraciones utilizadas que permiticron recuperar a los adultos vivos 0.01, 0.005,
y 0.001 ppm, estas s¢ encuentran driasticamente muy por debajo de la concentracion
contenida en ¢l producto comercial (solucion al 25%). Lo anterior s¢ explica en base
al sistema quc se utilizd para la evaluacion del compuesto, yva que el organismo de
prucba cn este queda incluido en el grupo para cl cual fuc dischado ¢} fipronil. los
insectos. I.a molécula de este compuesto tiene una gran especiticidad por su sitio de
accion, el acido gama amino butirico (GABA), que en ¢l caso particular de los
insectos ¢s un importante modulador de Jos impulsos nerviosos al regular el flujo
del ion cloro en la membrana celular. Tal aspecto cs de suma importancia para ¢l
sitosis, sino tambic¢n de insectos plaga en gencral debido
i Ia posibilidad de sobrevivencra del insecto ante

control no solo de cctopar
a su alta cfectividad, limitando acs
su aplicacion reduciendo de esta forma {a posible aparicion y desarrollo de cepas
resistentes, lo cual constituye el segundo aspecto de importancia Que se recobra del

fipronil.
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Es importante considerar que este Gltimo aspecto es valido siempre y cuando se
mantenga la concentraciéon adecuada y de manera constante sobre la superficie
tratada, dado que algunos reportes indican lapsos de efectividad del fipronil de hasta
tres mescs. En ¢l caso de control del pulgas, no se debe perder de vista que el poder
del compuesto va disminuyendo al paso del tiempo sin una nueva aplicacion y cs
aqui donde podria generarse la aparicion de una cepa resistente, sin olvidar tampoco
que csta sc desarrollaria no solo por la accion directa del fipronil, ¢l cual es un
fenilpirazol, sino por resistencia cruzada inducida por otros insecticidas, tal es el
lodicnos que también actuan sobre el GABA y que inducen

caso de los ci
resistencia para ¢l JKU 0422 ¢l cual es del grupo de los fenilpirazoles (Bloomquist

1993).

En lo referente al aspecto de Ia resistencia, Feyereisen (1995) del departamento
de Entomologia de la Universidad de Arizona, realizé una revision de Ia biologia
molecular de la resistencia a insecticidas. El menciona que los mecanismos de
resistencia se categorizan bioquimicamente y fisiologicamente e¢n la insensibilidad
dcl sitio de accion, incremento de la detoxificacion metabdlica y ¢l secuestro o baja
disponibilidad dcl toxico. A nivel molecular puede deberse a @ mutaciones puntuales
subunidad delb receptor del dcido gama amino  butinico  (insccticidas
las cercamias  del sitio activo  de I
y carbamatos); mutacrones

en la
ciclodicnos); mutacioncs puntuales en
acctilcolinesterasa  (resistencia o organofosforados
ligadas gencticamente al gen del canal de sodio (organocloriados como el DDT y
pirctroides); y mutaciones no caractenzadas que aumentan la detoxificacion por
cnzimas, tal cs ¢l caso del citocromo P-3450 y la glutation S-transterasa (por algunas
clascs de insccticidas)(Narahashi, 1996). Mutero, ct gl (1993), estudio ¢l desarrolio
dec resistencia por modificacion de la acctilcolinesterasa, punto de acciéon de
organofosforados y carbamatos, encontrando cinco mutaciones puntuales que
reducen la sensibilidad a los insccticidas ecn lincas resistentes de Drosophila
melanogaster. Demostrando la adaptacion del genoma cucaridtico en un ambiente
altamente sclectivo. Ffrench Constant, ¢t al. (1993), demostrd por medio del
monitoreo de la frecuencia de resistencia en lincas susceptibles de Drosophila
melanogaster expucestas a ciclodienos, que 1a resistencia 2 estos compucestos €s mds
comun quc a cualquier otro insecticida. Y por medio de la secucnciacién y posterior
clonacion del gen responsable del GABA, regulador del ion cloro, se demostréd que
se (alanina por scrina), marca la diferencia entre

la simplc sustitucion de una ba
susceptibilidad y resistencia en lincas de Drosophila melanogaster. Thompsoa, ¢t

al. (1993 ambos articulos), encontré similitud entre el gen causante de la resistencia
a ciclodicnos en ¢l mosquito Aedes aegypti y en la mosca Drosophila melanogaster,
observandose cn csta dltima que la resistencia es causada también por Ia simple
sustitucion de un aminoacido (alanina por serina) en la configuracion del GABA v
que en ¢l mosquito sucede lo mismo.
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En cuanto a la participacién del complcjo P450 cn la resistencia a insecticidas,
Waters (1995), rcalizé un proyccto para decterminar los mecanismos moleculares
del desarrollo de la resistencia a insecticidas dependiente del citocromo P-450 ¢en
Drosophila melanogaster. Sc escogié este modelo bioldgico para la investigacion,
porquc cn esta mosca ¢l P-450 involucrado cn la resistencia ha sido identificado,
purificado, sc han producido anticuerpos monoclonales y se han aislado sus clones
especificos en ¢l DNA. Siendo ¢l punto central de este trabajo Ia identificacion del
cambio en los genes que acompanan al incremento de la actividad transcripcional en
organismos resistentes.  Encontré que los clones gendmicos de  resistencia
relacionados con P-3450 y P-450-Bl1 pucden ser pgenerados tanto por moscas
sensibles