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RESUMEN 

El herbicida triazínico.arnetrina·es ampliamente .uti.lizado en el .. cultivode maíz, 

sorgo, caña de azúcar, café, piña etc, . de· la agricultura mexicafía y. en éi ;mundo. Sin 

embargo, hay poca información sobre su mut~~·¿;ni'~id~d Y'9S:riÓt6xicid~di:en 'seres 

human~.~· :~:i•:~·b:J~rá:.ta:~vestigaron ros .. ;;.ct~.· ;g~L/ó~¡~rt:}itJ,i~r¿b~d9 ·• ra 
amefrin~ y .el.· ~apel del metabolismo de Vicia faba· in viv~, p~r~~~pi~~r~Qsfor~~r .al 

herbicid; triazínico ametrina y como prJeba para analizar él d~~~·:·-~rn.;k¡j'~.~Í ~ris~yó 
:- .. ;': .. :·".:<\"<·:-, . .· . :.:~,_ ... -.~'.'.;A'?-·:~;'.~?'.:t:&tf .. :~:0,;-~>·':·'..};.,-:;.>:·i •:' 

cometa o electroforesis unicelularalcalina, empleando a la raíz·d~::;Vir;ia,,fapa"in>i.vo 

corno sistema de activación ·m~.t~901ica vegetal, para ;'1,~.i-~.~·~i~·~¡i~~~.~~~E~~\;r~n 
directamente al herbicida, así cóm6;a los extractos,de da/pl~ntá,<a'lós\linf?citós · 

humanos periféricos (LHP). .; . };~. :·>' ' . \:;, f 
Se llevaron a cabo tratamier1tosdirectos con concentrad~nes ele 1, 2, 3/5,:s'.y ·' 

1 O ppm de ametrina a los LHP por 2 h en tres experimentos consecutitJ~? 1Ós · 
resultados evidenciaron que no aumentan las frecuencias de los linfocitos con da~o . 

(con cometas) y la migración del ADN con relación a los valores del testigo negativo. 

Sin embargo, al coincubar los extractos de las raíces de Vicia faba tratadas con 50, 

100, 200, 500 y 1000 pprn de arnetrina más los linfocitos interfásicos, se incrementó 

la actividad genotóxica del herbicida, observando del 40% al 60 % de células con 

corneta y mayor migración del ADN. Con 1000 ppm de ametrina se indujo 100% de 

linfocitos con daño e incremento en la migración del ADN comparados con los datos 

del testigo negativo (fracción S1 O de la raíz de Vicia faba sin tratamiento). 

La viabilidad de linfocitos coincubados con ametrina con y sin activación 

metabólica in vivo. disminuyó significativamente con relación de concentración­

respuesta contrastados con el testigo negativo. Con 1 O ppm de ametrina directo se 

ocasionó muerte celular. 

La rnitomicina C (MMC, testigo positivo directo) produjo 22% de cometas y 

migración del ADN. El etanol (testigo positivo indirecto), previamente activado por la 

raíz de Vicia faba indujo el 100% de células con daño (con cometas), ambos testigos 

no afectaron la viabilidad linfocitaria. Estos resultados demostraron que el etanol es 



'.-'- -· -~ :;- :· - ·,- - --- - ' . ' 

un buen testigo pOsitivo en el sist~m~ de· aC:tivaciÓ'n metabólica v~getal in· vivo' al 

inducir.significativ~mente··.da~Ó··~j7.,[)N-.ó.· ... ·c;,·.·;r();¿~~9¡h6;~ci~~J;~o··•para····~~tecta.r 

Vicia 

metabolitos hidroxi"°arr1~t'.~inasb~ los ·~~incipé31~~ 'indu6tore.s ·de. la frélgmenta~ióri,de·• 1a 
cadena del.ADN, retlJja~~~:en la f~;~aciÓn d~ ~Írlet~s.< ... · .. . 
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l. INTRODUCCIÓN 

Los seres vivos están expuestos a la acción . de numerosos agentes 

potencialmente tóxicos, físicos, qLJímiéos y biolÓgicos,'' que 'pro~a'c~n . efeCtos 

fisiológicos, ~ioqúímicos, p~tológicos y· genéticos. Los xenobióticos, ~u~tancia~ que 

~~:~~J1~~~~~~1~~~~;i~~:~~f ~~~~:~~:.~~;.:~~=;a~;~1íl~t~~r 
prodtici~iÓn de grandes cantidades de agentes químicos que fin~1ri{E3Af~j~~ ~~i.~·i·o~an 
al ambiente, ya sea intencionalmente o por accidente. Un ~j~;;,~yg.:.c;·~j;~~~fa:ti~6\:~e > 

:~;:::i:: ;::a~~e::~~~::g:~~ 9:~~ utilizados ªn1~'%~~~~i'.f f l~~~~rii[01< 
Este uso de plaguicidas coincide con la "era qain'i6a'', .. qQ~·h~1~~n~td#fia'do ia 

· " , -_ '- · ·.- ·,:·:?~· :~~i;f5~;,"-:¡:>r<;;J::::t::::\!,~:·~,r.-t.',':,:-. " .. : 
sociedad desde el año de 1950. En lugares donde se practica el•riió6ócültivo los 

plaguicidas constituyen el método habitual de lucha contra los ~if~'~·~t,~g'~~o~. Sin . . 

embargo, estos productos son también la causa de numerosos problemas e~tre los 

cuales destacan las intoxicaciones humanas (Márquez 1975, Herrera y Rodas, 

1983). 

Según las estimaciones de la Organización Mundial de la Salud, basadas en 

numerosos estudios des·arrollados en diversos países del mundo, se provocan 

aproximadamente un millón de intoxicaciones agudas accidentales al año, de las 

cuales cerca del 70% se debe a exposiciones profesionales y el resto a 

intoxicaciones por consumo de alimentos contaminados. Además se calculan hasta 

dos millones de intoxicaciones agudas deliberadas. En total entre los dos grupos la 

mortalidad alcanza la cifra de 22,000 defunciones al año (OMS 1990). 

El rendimiento de las cosechas agrícolas en México depende cada día más 

del empleo de estos agentes químicos y debido a la resistencia desarrollada por 

algunas plagas, cada vez se necesitan aplicar cantidades mayores de plaguicidas 

para mantener la producción promedio de cada cultivo. 
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Un ''plaguidd.a'' se define:como·una'.su~ta.oci~,o. f11ezcl~ en,cualquier •. estado 

físico cuya.ryna1.i~~d •.. ~~~ .• !ª:~e;~oht.~01ar .• co~.b~.tir.?t~ºfü~y~D[[.~'.~~'~s::~;:~7r¿ff'~4¿~es~·· 
y en gener,al .ti~ne,ne~l.objetivo de proteger:.' hoí!Jpre/d~.or,gar;ii~r,Tipsc¡l;J,e,éifectansu 

ambiente!, ~·~,;m~!~~~YY(Ó~c~1irnentos. En ·la agricuffü'r~~~~~¡¿~~;f .. ~:~fgí~í¡~~:~~;·~'jy~r~'o~ 
tipos· de• •. plaguid~as>como ... son herbicidas, insecticidas, /urí'gicida~,:'.fn~0aticidas, 

rodent1J1~~~~~~1Ef =~::;,::~·ic7::~·:~: ::,~=~~-~~:::;~~~~Jr~~l!1~~a~· 
frecuenC:ia ·. erLlas cosechas del algodón, caña de azúcar y arroz,·Jtcif:~j~n:\·~1CI; e~ el .· 

algodón, inicialmente los campos se rociaban de 5 a 7 veces>pci'fi·6i6'{6~:a~'(~~ll;t~ y 
- ,-..... _::,-+;<,.:e>,:_ -.¡"<" , .. :._. ~ ·', 

ahora sobrepasan las 30 aplicaciones (Ecología Humana y Salud 198º~).é·:, .;}( < :·. · 

La necesidad de aumentar el empleo de plaguicidas ha ocaslo',.;~db"'c¡J~(!Os 
" . ·-' ·'. '>'."·-~;!~~-~- ,- .. 

productos sean cada vez más tóxicos y que en algunas ocasiones, estén· prohibidos ·. 

en los países desarrollados, fa¡ es el caso del DDT que fue el más conocido ~rítP~'16s 
.• ' <,-.' .. ' ;·,1~· ·,., ,.,.. ' : : : -' •. -.:-¡:; -. -,é·-:·-.' 

organoclorados y usado extensamente para el control de plagas hasta su prohibición 

en 1979, sus metabolitos (productos secundarios de su degradaciÓn)/s~th~n ·· 

encontrado contaminando el suelo y el agua, así como en tejidos animal~~· y eM 

humanos (Ecología Humana y Salud 1983, Waleszewski y Szymczynski 1990). 

Por desgracia, los beneficios aportados por la agroquimica han ido 

acompañados de una serie de perjuicios, algunos de ellos tan graves que ahora 

representan una amenaza para la supervivencia a largo plazo de importantes 

ecosistemas, como consecuencia de la perturbación de las relaciones depredador­

presa y la pérdida de biodiversidad. Además, los plaguicidas pueden tener 

importantes consecuencias en la salud humana (Ecología Humana y Salud 1983, 

Waleszewski y Szymczynski 1990). 

La Ley de Sanidad Fitopecuaria de México, considera en sus artículos 2, 26, 

27, 28, 42, 49 y 140, que el uso de plaguicidas agrícolas es responsabilidad de 

comerciantes, agricultores, asesores técnicos, aplicadores y empacadores de 

productos agrícolas (SARH 1980). 

Como en la carga ambiental de productos químicos tóxicos figuran 

compuestos tanto agrícolas como no agrícolas, es difícil separar los efectos 

ecológicos y sanitarios de los plaguicidas y los ocasionados por compuestos 
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industriales que de. fornia intencionadaÓ; accidental·-se:.lib~ran e'n ··el ambiente. No 

··obstante; haYp'rúe6a~ abrumadoras.~e'qué.é1uso.de1a:s~piagLÍi~ici"a~~~ia-~gricu1tura 

de los plag.GÍ,~i~-~J·a s~a ~n mayo y s~pt.i~~;br~'(R;yes y,Sánchez 1975). . .. 

. ·, Lci~ gru~o~ afectados se clasificaron por ocupación: agricultores y fumigadores 

(91 A 0Ai' )):~ar1~jadores o transportadores·. de herbicidas en expendios (6. 1 % ), jóvenes 
'"'• ·_,· ¡ .. ,,. < 

quereali~aban labores agrícolas (1.5%) y amas de casa que ayudan en el campo 
' (o.5~,¿i; {'' •'' 
.. ' ' .:{~lj aumento continuo en el empleo de plaguicidas ha provocado efectos 

deleté;é~s en el ambiente y en la salud de las personas, especialmente cuando 

implican aspectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos (WHO 1972, Wild 

1975), además de alergias, alteraciones de las vías respiratorias e intoxicaciones que 

en algunas ocasiones conllevan a la muerte (Barberá 1975, Ecobichon y Joy 1984). 

A pesar de que existen evidencias de que la ocurrencia de intoxicaciones 

agudas y crónicas por plaguicidas constituye un problema importante de salud 

pública en el país, no hay suficiente información enfocada a los trabajadores 

agrícolas que permita hacer un diagnóstico preventivo y un control acerca de las 

medidas de protección que se deben tomar al aplicar los plaguicidas, así como 

acciones que capaciten al personal médico en la identificación y en el tratamiento de 

intoxicaciones causadas por estos compuestos (Molly 1984, Reyes y Sánchez 1975, 

Coye 1982, Maddy y Edmiston 1981 ). 
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Tambiénes •. necesari.o.crearprogramasregionales;·para vigiláncia.•y monitora.o 
entre la población éxpues'.t~:"E:ri·;alg;unos p~íses'ya'5e'"c~~~t~·;c,~';prcl°gr~m~~ de·.· 

monitoreo basados en pruebas biológicas para evaluar la protecció;,·d~I trabajador 

(Molly 1984, Reyes y Sánchez 1975, Coye 1982, Maddy y Edmistc:Ín 1S81) .. 

1.1. Clasificación de los plaguicidas 

Debido a la gran variedad de compuestos que son utilizados como plaguicidas .. 
,,. 1. ·.- .• 

existen diferentes clasificaciones, de las cuales las más· difundidas son las que . . .. ·'' '···, ,. . 

consideran su uso, su estructura química y sutoxici~ad.agÚdao ~rónica. . ..• .. ··· 

La. clasificación ·según su empleo .. e~.tábasada·~n':e1·~r~~n{§~~tsbbre'.e1·.que 
actúa~: ins~.~~.i•~.i~.~~,;~.~ªfi7i~.~~· •• 89,~.~.15.~~~~/;~~g~~·1¡~~+~~~fXP~·i.fi~;;s/~r1'~B~ti6lcias; etc. 

De acuerdo,~?~;[J~~~~1"f i~~~t~!;i~¡~•,~t~;t.~l~~t : .. ,_·:<~~; ..... · 
o ·.··compuestos ~o.rnanofos.forados: parat1on; .r11,ala.t1on, d1az1non, .etc.: . 

'.: :.~>/:··, t;1:i~»::tt::.{~\\~~sr:;;f~·-:\~,,:~>·~< :if-_;J-,~;:·.:i':.:·>~~~:-ºY·:~-;~- 'f'..-_~?: i'.'./;~:~,'.-<?~;-::'·;·.::; >(··-;;('.'./, .. -~~-;·:._<·,·:<:.:~,. ;'.~f.'.: '.o:.\._ · ··-). _ . · . , 
o Compües.~os' organcidorados:· diclorodifenil-tricloroetano. • D,erivados del lindano 

(clorda'nc:Í, h~ptacloro, aldrín, dieldrín, endrín, hexaclÓrobenceno) . 
. :: -. ·.· 

o Carbamatos. 

o Derivados del cloronitrofenol. 

o Compuestos orgánicos del estaño. 

o Derivados de bipiridilos. 

o Derivados del ácido fenoxiacético. 

o Derivados de triazinas. 

o Compuestos químico-inorgánicos: arsénico, talio, fluoruros, mercurio, 

cianuros, antimonio, selenio, plomo, bromuro de metilo, fósforo blanco, etc. 

o Piretroides. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS 1990) desarrolló en 1978, una 

clasificación en la que se consideran cuatro categorías según la toxicidad del 

plaguicida expresada en Clso (mg/kg): 
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Clase 1 A 

ClaseTB -

Clase 11 

Clase 111 

·_Extremadamente. peligrOs'os:. paratiÓn, dieldrín. 
. . . - . . . ' .... · '" -. . " . ·- .. ~·"' . -~ : 

A1tam~nte· peligraso-s;'"a1drín'; dic!Orvos. -

Moderadamente peligrosos: DDT, clordano. 

Ligeramente peligrosos: malatión 

1.2. Riesgos de la exposición a los plaguicidas 

Cuando los plaguicidas son aplicados en los campos de cultivo, el suelo recibe 

gran cantidad de estos productos que pueden ser arrastrados por. el agua ' y 

contaminar corrientes y embalses. Parte de estas sustancias pueden incorporarse al 

aire y viajar grandes distancias; otras son absorbidas por plantas que serán ingeridas 

por animales y por el hombre (Márquez 1975). 

De acuerdo con las características que posea cada plaguicida, se podrá 

determinar el grado en el que estos productos.c.ontaminarán agua, aire y alimentos 

(Vega 1985). De esta forma, la población en general, expuesta a través de la 

contaminación de agua, aire y alimentos constituye el grupo de bajo riesgo, salvo en 

casos accidentales como el ocurrido en la ciudad de Tijuana, Baja California, donde 

hubo 16 víctimas por ingerir pan con altos niveles de paratión (Márquez 1975). 

La exposición a los agentes tóxicos puede presentarse en forma aguda, es 

decir, en un sólo episodio de manera accidental, cuando ingresan al organismo 

cantidades elevadas de alguna toxina. El efecto crónico, ocurre cuando un organismo 

está expuesto a pequeñas dosis, no letales y repetidas, de una sustancia 

potencialmente peligrosa. Respuestas crónicas bien conocidas a diferentes 

compuestos incluyen silicosis, cáncer pulmonar, daño cerebral, así como necrosis de 

hígado y riñones (Hassall 1990). 

El grupo de exposición de alto riesgo lo forman las personas que manipulan 

directamente los plaguicidas, como los agricultores y del personal que participa en su 

fabricación, formulación, envase y distribución de los productos, así como las 

personas que los aplican en las campañas sanitarias. 
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De acuerdo c.on la figur~· 1, s;eg~"n s_eá la concentrasión,· eltipo de agroquífT1ico 

y la duración de la exposición a los·tíerbidda~,,,;'exlst~l1 das·gruposel de altchiesgo 

(personas que tiene contacto directo Y. contin·u~ cbn ;~~tas sustancias) y el de bajo 

riesgo o exposición moderada (la pobláción'g~ri~~al)(Hassall 1990). 

Exposición áplagúicidas 

sajo'f::iesgQ. 
Población general 

• 
• 
·-

AltO. iiésgtj 
Grupos ocupacionales 
../ Trabajadores 

agrícolas 
../ Fumigadores 

sanitarios 
../ Trabajadores de la 

industria 

• Contacto directo 

Figura t. Exposición a plaguicidas (Hassall 1990) 
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1.3. Efectos toxicológicos de los plaguicidas 

La toxicología estudia los mecanismos de ingreso, transformación y excreción 

de las sustancias químicas así como a nivel molecular y celular d~ ICJs prócesos de 

producción de daño y de desintoxicación (Peña et al. 2001 ). .. , , ¿ . 

Los efectos tóxicos que producen Jos plaguicidas dependen b,~s/C:,~;.n~rit~ del 

tipo de<sust~r1ciél,.de Ja vía de penetración al organismo (oral, dérmica o,iht"l'aladora), 

de la int~·~~ld~d de Ja dosis y de la duración de la exposición'(De.,la'iÚ~ra 1985, 

Casar~tt2y;ÓcJl.Ju 1975). La concentración de las sustancias en e('.:cG~~~'3·~s·e puede 

medir ~~n~l¡i_§¡~ndo Ja sangre, la orina y el pelo. Los procesos que co~trcií~,R~1 destino 

finaí ~~ ··Jn~;có~rlipuesto en el ambiente son el transporte, la tr~·~~f~r~:~C:ión y la 

transfef~~'ái~'.:'d~1 mismo. El transporte de los agentes químicos ~n ~1fJ~biente se 
" ' - ~._-... :;;· ·:.·' '' •• ;,-,:-,- ;,-'> ' . ·: . . ·-.' '. . .'· -· •..• ,.-, < -, 

debe principalmente a fuerzas naturales, como el viento y el agUél, c~ya· dÍre'cción y 

velocid~d·d~f~i~inan su concentración (Rodríguez y Lazada 1984) .. · . . 
.-.~: ,.;,.,«· --.::,\;j;: .. ~i;~·-· 

Léí'.~tráñ'sformación es un cambio en la estructura física o química de un 

compl.J~std, ~Ll~de pasar de sólido-líquido-gas o transformarse por reacciones de 

oxido-reducción, procesos que se llevan a cabo en los organismos, estos factores los 

inactiva, los activa o los degrada (Rodríguez y Lazada 1984). 

Un agente químico presente en el agua puede volatilizarse, pasando al aire, 

ser luego transferido al suelo por acción de la lluvia para incorporarse de manera 

inmediata a la cadena alimenticia. Esto da como resultado, una distribución de 

toxinas en el ambiente y por lo tanto, el aumento de riesgo a la exposición. Es muy 

importante determinar el destino final de un producto químico en los seres vivos, ya 

que muchos son capaces de concentrarse en órganos y tejidos en cantidades 

elevadas, ejemplos serían Jos peces y el ganado, los que alteran la cadena 

alimenticia que finalmente llega al hombre (Rodríguez y Lazada 1984). 

La respuesta de los organismos a los agentes tóxicos depende de varios 

factores, siendo los más importantes las propiedades específicas, físicas y químicas 

del compuesto y la cantidad a la que estén expuestos. Para que una sustancia tóxica 

ejerza sus efectos en un ser vivo debe ponerse en contacto con el organismo. La piel 

en Jos animales y la corteza en las plantas son barreras naturales que separan a Jos 
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organismo~<de.I medio<'.Sine~bargo,una.v~z'9ueingresa un~.t~xina. al organismo, 
-·--- -_--- ._ -·---··._._:,.-:-'e: ~-·---· _:_:,_.'._-'.---'~:-~-.:---;--·.-o- -~:-.-~'<~--;~-·~oC_'-_,-_->.-;.c'.;-- ·;;.-:-.ó'°-:·-~,'-.--':O..:."=;'_~-o~o-~~,_ _ _,~;--=-.;'.~"o .. -=;=-<-"-"';,o-~"o-,--,.__.,,, ·-."':·-=--~o:·=;"~-=;:,;-'.""!·.',-,; _-,:>.--·-~'.oóc-=;;-', _-,---:-_----_c,·-;c. ---=-- --:O -

por cualqÜierl""ufa;~ésta: es: absorbida y;distribuida· por ~el torrente sanguíneo. hasta 
" - , .. •. . ---, ,_ ... 

¡~~~!~~f li~ttf l¡itf l~~f lllil~J~illf ~1~1f~~i 
.. · ·>>',C:". .. :,.~.·:>:·i .>/ ;;.,,u:r·:·.:¿>,~:\;;:)·.; .!í•:rh7;,··: .• , .. ,;;~·:fo>'··x<::~>'··' ·. 

·.· Los. plaguicidas •se.:; incluyen:; en una; granc;·,var,ie_dad 1". de. :friicrocoritaminantes · . 
. ', _.:,.: ·::·_·:·:~ ~-:: :::?}t .. J-.'-~-/':~-f1'.-~; :·-~~?: ~ '.~ :;_~~0.\n<':~~--·_3·.ft:: -:'.\'>~~_, ~T.:~;:~'>;·¡~~-'.{ ~:-.~-'-.'.:~·-t~;¿~ //)~·;-:: t:;~:~}~?f~?,::;~R?< ;};i:\r_~;;~·f ;;.\.'.\~~~~1'.:: ·-:\;;~Y:··:'>:,~;;·->.-.: :.:t:··.~~:'. ,:.\ . 

organices. que•-·· t1en~~ ef~_ct.osYe~olog1cos;~\ Laszd.1s~1ílt.é3s\categ~nas ;'deJplaguic1das. 

tia.nen ·.~ .. i~etfn~€:~;me~~;;~~.i?~~~t8:~:F~§;~6;~~~fr~f~~?if~+~~ .• ~.~;~'.~·}~~~~r~:i~~~t:~~~.-~ifíc.ii.: 
hacer. afirmac,iories gene¡r~le¡s¡;;·Aunque los,; plagüicidas;etienen :si.n [dúda .eJec:tos.ten'la 

1 ': :'"' •. :: : "; - -'.:L,;{:;::;iA-~:;~·- ~ ~~~~~~ :. ·-~-:~~~;···:,·.::: ~:.· .~·~;~r\-':· .·u;·;¿~1.~j:;S~~~::~A}1}·: r,~,,_o-;f¿· .. : . .-;~~<~'-'. \;-~'.'.:: :< ;:p;~, f;·:-~.~f ·i:'..: ?"~~:,~ 7 ·¿~?'~'.···:;~~y;-::,: .:~i:'':<f.·/:~·~;2~~-;-1:.¡~_':~:~;-~>~f.;::;:~::~:¡~';; · ·, <~· · : ~ 
superficie .terrestre; <el. principal medio •de .daños ecologicos;'.es :el?água :coritaminada 

:· __ :::.,. • ·:\::-·:·:··. ':.~;~ (: (·.~ ;::_ ··.·:· ,~.'.: • • •• "·.~-.. •• :-·':; ·_:·, _·. ~.;1<' -.?:~:-~-,. ::::;··..-{'.'..·: .'~- ':. ~ .... >.::.· , ·: :: ...- ':'.:· ,. .. :.:. ·.· -"·:· ~'.··:":: -'?-"\ :_; ;·;~;;r.:·:t~'~'.~:;:-;~~\t~,;(L~t"i) ':.;,,:..,., '~.-.-. 

por la. filtración de los plaguicid~s. Los dos mecanismos .m~s importantes .son la 

bioconc~nt~ación: y la bioampliaciÓ~ (R6dríg.uez y Lazada 1984):: :: ·.:, . ~¡.;.,:~:, .. , · 
Varias clases de herbicidas entre ellos las triazi~~s; ' ~(:¡;.,~, disE!~adas 

exclusivamente para combatir las malezas sin causar daño a los cultivos. Esta 

selectividad resulta de la desintoxicación metabólica del herbicida por la planta 

cultivada pero no por la maleza. En otros casos, la selectividad del herbicida se da 

por su aislamiento o captura dentro de un compartimiento interno de la planta 

cultivada que las malezas no poseen o es poco funcional. Alternativamente, barreras 

externas como la cutícula vegetal pueden prevenir la penetración del herbicida 

(Lanfranconi et al. 1993, Smeda et al. 1993). 

En la actualidad, la utilización de las triazinas en la práctica agrícola ha 

incrementado los niveles de los compuestos xenobióticos en suelo, agua y aire. Esto 

representa problemas serios para el ambiente de las plantas y la salud humana 

(Higashi 1985, 1988, lkonen et al. 1988, Tu 1992, Junnila et al. 1993, Porter et al. 

1993, Brusick 1994, Davies eta/. 1994). 
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1.4. El papel de los plaguicidas en la agricultura 

En México, ha aumentado el empleo de plaguicidas como las triazinas, entre 

ellas, la ametrina, es selectiva para maíz, sorgo, trigo y caña de azúcar entre i:itros. 

Sin embargo, hay pocaJnformación sobre el daño causado al ADN y sus efectos en , 
' " ' • • \ • •• • ' ·' ' • L• '~ o;c" -' • :. • 

humanos; animales·fy/plantas. Numerosos estudios, ·han/corrcibdrádo{que/.las·•··. 
. ·- - : ·.:: : :· ::·;~ .. .L::~~·\; .: /¡..,r-~--~:~'.-{:.. ·"'. -:; .:,.:, :.~;:_< ... ·:: ¡';._~;_:.-\ /·;·'.::-~t~,::·':;~~·"'.\/_-.. \ . .< ·~e;~·::~,-:_ :~_ -~-:-;' -· :·, · 

plaguicidas induceni:'módi~caciones al ADN en. los ;ser~s'¡ó~ivos,~l;•aún}ª'·:bajas ·. 

concentráciones.(~'1m!:d~~;~Li~-. 1991 >· . . . ·· ... <·· ...••••• ·::. , }·é-·:,·;/~-~;.t;,{2";:.;.~,::JJ.1- :{\:{ U .. ·· ... 
El estado de·la•Reipúblicacon más incidentes;reportados:es'.Nayarit'.con·277,· 

1 e siguen el .... E:.~.t~g~¡1t.~~{t.~~H~~-·~~~~:.~).~~.;L~~~P:~;S~F\~~~Rf.~.1'.·i~~F.~~~F~~~?,~~h;\1~·12, 
Guerrero con 99;y;Morelosú::ciriS88.r.l.!a mayOrJtasa.de,:,intoxicaciones'.es}de •31 % .en 

Na yarit, ··.J; •. ~J~·~~'--~;1~A~~'.li]!~~gf~.'.~g~~~~~t~,~-~~}}'J~~~~J~~-;~~~Q~~.~~~í~«i-~§~)!~Mtes .. 'y 
Campeche corf:S()lo ~( S$A\19.93)~1En\1o:~~sjguie'ntés~ar;os\se'.repor:tan'.J Sfi '/defunciones 

. ., .. ·:. · ·-., ':'~;·> · :• "~-~::);~~~r::G.fSZá;,:{.~}$?/:~:M:r:~··:ffJ'1):t:{:;;:1:tr'~;~)5:~;:~;r}.1;:~h .:~.~)~/.;··q~>:~:.(~~~~·?: ~~<':· ,\;;-;r,: :):::,y: .. ·.;:<¿:::'. ~.:¡~{~T':{~?,~:; ,,:.r~:t~: ::?!f.»<,,,~:·-~ , • 
por enverienamiento ,cjuín:ii,co/er:(la'li.sta:bá_sica de,la.•Direc_cioh;GerfetaLdeEstad1stica 

, nfbr~~t·i·~~.~~;:~:~~~,~~~~íB1ig~~t~;1:~:~~~'m{Jt~;~r~t.:i~t.·•:i:.\!·.:~+::! •. ~r;:~;,~:.~~¡i~'.:j;?¡~\¿::·;~'" :·· .. 
· ·Algunas~1nvest1gac1ones1sobre;las:tnaz1r:ias 1nd1can que ;intoxican agudamente 

. , · ·/ , <·: <;.~.,~~~:( ·:;rtt~J;l;-x,:~~0~:r~~~:.~~:.i\~l~~t~-~:··;~¡;~~t/~C?~~v:-;T~~~:~~~:~t0f t,~;::;.::-~·f,_7~: :·_':>~~~.'.,: ·;'}.'.::;:~~,:~;<;;~; ~;· r;, ,:. ;:'<·;/? · -.: · . 
a diversos ;organis111osya_cuat1cos (Vebt;!r ·eta/. 1981; Carder y Hoagland 1998, Tang 

. - -.,;_:_,.,· ¡~~.:::::,,··,_)>;;: :~:i1.~,-::f'.:;_~¡-'Í"·'~:f?i''.'.:·/: : .. ;;:,·":- -<·--:-><,':,<: .. : . . ·-- ··'-
et al . . J 998),\macrofitas :(Hoberg 1993; Kirby y Sheahan 1994, Lytle y Lytle 1998), 

organi~~clf~;b~~~¿g¡¿g~ (S~lomon y Schettler 2000), zooplancton (Orís et al. 1991) y 
' _., .. '. ) 

peces(KClpíiva 1981, Davies et al. 1994). 

Tchounwoul et al. (2000) demostraron reducción en la bioluminiscencia de 

Vibrio fischeri expuesta a varias triazinas tales como: atrazina, ametrina, prometrina, 

propazina, atratón y bladex y con tres metabolitos de la atrazina dietil-atrazina, 

deisopropil-atrazina y dialquil-atrazina observando una relación de concentración­

respuesta, además mostraron que la ametrina es más tóxica y la menos tóxica la 

propazina de los herbicidas ensayados. 

En las plantas, las triazinas producen incremento en la frecuencia de células 

anormales en la punta de la raíz de Tradescantia y Vicia faba (Roloff et al. 1992a, b) 

y son mutagénicos para Zea mays, Salmone/la thyphimurium y Sacharomyces 

cerevisiae con y sin la activación microsómica del hígado de rata y de plantas (Plewa 

et al. 1984, 1988, Means et al. 1988). 
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1.5 Efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos de los plaguicidas 

Las triazinas se han considerado como posibles agentes tumorales de 

humanos, clasificándolos en el grupo C por su modo de acción, por los síntomas 

inducidos o por la actividad de sus derivados químicos, basado en el incremento de 

tumores en glándulas mamarias de animales de laboratorio,(USEPA 1994, Donna ef 

al. 1989, Tchcfün.Voúletal. 2000). En pruebas de ev~G:i~6i6hª~,'16H.'rmi~'ro~¿cleos, y .. 
, · ·. :.·'.- ·.::~~::·;':;:_:(:?:•-,~: }s;::'.i'· ;··. . · . : !, ·: .. _;:~.:~:,'. ... -~;:;{r::.f\~j:;:.?·~~j.~:·;:':<.~·f:~;~.:;·,(;:.~~~~;·: '.'~',;~::: /.·; .. :), _:·:··.:•:'.·:.;·:··_;- ··. -.;- ,- -.- : --

aberraciones. cromosó micas se observa que las triazinas~reqúieréh'de'láiactividad. 

meiab~~~·~~!i,~i11:~~r~ ::;¡ 9::::~:~~::11{J~~~I3i~!iif~~~if~~dtiiEs en 
la incid~~ci~\d~ cáncer de ovario en mujeres d~I 'cal11po qu~ laboran e~ :,a· Provincia 

,' )·)'.'\_'··>:;:;::-:~:;~};';;_:::.:::._,> - .. '··.:::: · __ ··. . ,, 
de Aless~nd~ia d~I Norte (Italia); el trabajo. incluyó a 60 mujeres con cáncer de ovario 

mesót'~1i~1/~;::~Jh:2?';rn'ujeres casadas sin. evidencia de cáncer como testigo; se 
. --~. -.-- ·>:'.':•: .. ,.'. :.~-;-.·1 -~,.\·- ~-.. ' 

consideró ~I tiempo (años de trabajo) y residencia; la exposición fue estimada como: 

mujer~s de exposición definitiva, probable o expuestas, encontrando un riesgo 

· relativo (RR) no significativo de 2.20 en mujeres con probable exposición y con un 

RR significativo de 4.38 en mujeres con cáncer de ovario expuestas a herbicidas 

comparadas con los testigos. 

El interés del potencial carcinogénico de los herbicidas y otros agroquímicos, 

ha sido estudiado y se ha reportado una posible asociación entre los agricultores y 

ciertos tipos de cáncer, incluyendo leucemia, enfermedad de Hodgkin's, !infama de 

no-Hodgkin's, mieloma múltiple y cánceres de estómago, piel (melanótico y no 

melanótico), próstata, cerebro y tejido conectivo (Blair y Zahm 1991, Blair et al. 1992, 

Pearce y Reif 1990). 

Los herbicidas comúnmente usados son las S-triazinas. La mayor 

investigación epidemiológica se ha enfocado en la evaluación de la carcinogenicidad 

de los herbicidas fenoxi y clorofenoles (Pearce y Reif 1990). En realidad hay poca 

investigación acerca de los efectos teratogénicos que puede incrementar el riesgo de 

cáncer en humanos (USEPA 1987, 1989). 
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La atrazina es el herbicida más extensamente aplicado en los Estad?s Unidos 

de 70 a 75 millones de libras fueron usados en 1993, principalmente en maíz. La 

cianazin~a de 3o a 3s millones de libras empleados en los Estados Unid6s 'en 1993, 

sobre el maiz}al,godón. Simazina de 3 a 6 millones de libras aspérj¿;¡d_o;~,6:2ª~3', es~ 
usado para-~17~oh!;o¡ de pastos anuales y malezas de maíz, ~ítr{c:C>~ Y''pt~~-~,'i~ut-~~. 
nuec~s/p)~'~t~{():~namentales y pastos (Meister 1992). ·. ', .. :,/:'t'!: __ ;:f'; ,:~,~-'.' 

BÍ:usfck.(1994) sugiere una relación con la alta incidenci~ d~~¿~hc~ndé,ova~io 

::::i~¡~~~~i{[;i:~:::::::~·:.::~~.~:,::~;z~,1~~11ii~i~~i~~~r:~ 
"Los.: trabajos-~de. investigación con cierto tipo de herbicidas·~.del ';grupo'' de.: las 

. . ·: :.: ;·, ~ .. :. , << :1 ·~·¡ ·:{C~:g.::;'..~-:~~ ;·.:~<>/'~: \· ~-' _· . . . . . _·-. :: ·· . · · ::·:)~ .> ·: ;_;~r::;;~,:)!i;f;~~~·:·i\~~~i~z{:.t~Jj:;~i-~¿{t;r,-);,;.~:/: ::t>· L . 
triaz1nas (atraz111a,',de1soprop1latraz1na, metnbuz1na, s1mazina, c1.ariaz11:iaw.c:1praz1na) •• 

:"''". ~ . _J•\,:.·,;:::·\:á~~·;:~~~~~'_(:~: ::<·.·, .' ; ' . -~'..·-:_ ... '.:-:>;;::;~l-{~~·~%!.(:~~~;y:·(¡.~á-~:~j'.~\':::!._.~~:f··'\/. ':'.·,, . 
se han enfocado.en la persistencia de los metabolitos en el suelo¡{en~la\forma de 

. : . .. )\ <· -~_:-~~::~;~~lFi?r?.;.it~«'::~·- :-... ~'~'.: . . . -:. < /:~.~\\~:~.1'?i~:- ·:.-;}·::t.<~;.·;":.·-· . ·. 
· afectar, la:prodüctividad del cultivo y en la toxicidad genética en ser.~s~hürnanos y en 

otros.6r~~~{~i;.;6s, así como también sobre sus efectos en. el·.aBb¡~·nte' (Murnik y 

Nash:.;:~f7,:: Scorgie y Cooke 1979, Kulshrestha et al. 1982, ~hi~~a et al. 1984, 

Rolbff ~ta1. 1992 a, b, Venkatesh et al. 1992, Ademola et al. 1993, Guigas et al. 

1993, Krugar et al. 1993, Porter et al. 1993, Smeda et al. 1993, Dunkelbert et al. 

1994, Herelia et al. 1994, Peterson et al. 1994, Loosli 1995, Sathiakumar y Delzell 

1997, Taets et al. 1998). 

Venkatesh et al. ( 1992) detectan que los microsomas de la dermis del ratón 

metabolizan atrazina, simazina y terbutrin con actividad de 2% a 5 % con respecto a 

los microsomas de hígado. 

Herelia et al. (1994) reportan que la cianazina aplicada en médula ósea de 

ratas y en linfocitos humanos in vitro, no inducen incrementos significativos en la 

frecuencia de micronúcleos, intercambio de cromátidas hermanas ni aberraciones 

cromosómicas. 

Ribas et al. (1998) revelan que no existen efectos significativos de la atrazina 

con y sin activación microsómica (59) en la inducción de intercambio de cromátidas 

16 



heíbiCfdéi~ - --

1.º~~&:'~~~25\e~~~'.~·~~~WJ·:~~~,"~~~~{~~~{i0~t~Ji1;~~~~~!~:.~ 
disminució.n del crécimientC> y·a;.ao'.:.·y 160.rng/L. i~hibic,iÓn del proceso celular con 

reducció~ 0r;··~1 'írl~t~tj-ot~~~ ·eiti~·~~it6í'~¡~~t~:.· 

0.5, 

17 



11. A N TE C E O E N TES 

2.1 Características de las triazinas 

Las triazinas constituyen un grupo importaote ~de~herbicidas, Cuando se 

realizan diversas sustituciones en el núcleo de.I~ tri~ziÍla se producen compuestos 

con propiedades ·. químicas y biológicas .. níúy'' dif~r~rit~s~. soh heterocíclicos 
- .. ·,.-._ • '·-.' , .. · .. ,,- ... ·e, . 

nitrogenados, triazinas simétric~s~ Esta d~s~ de · prod~ctósf pr~senta un amplio 

espectro de selectivid~-d·y·a~tlvidcad~sbiológicas (S~ith, 19aª). ,. . .. · 
"··· -¡:'.<,·-:;-:-:·,' «'-,',''' .. -\'">~- ,·, ·.- -~:.:,:- 1.' - ._:,,> ... ·. ..· '-·,. 

El núcleo fund~merita.(de, la triazina se observa en la figura 2. 

Figura 2. Estructura química del grupo funcional de los herbicidas S-triazinas 

(Roberts et al. 1998). 
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Con la estructura química de la triazina se encuentran algunos sustituyentes 

que se han empleado para obtener materiales biológicamente activos como: 

.Simazina CI 

Atrazina CI 

Propazina CI 

Prometrona OCH 

Prometrina SCH 

Ameitrina.· SCH 

-etilamina 

-etilamino 

-isopropilamino 

-isopropilamino · 

-isoprpilarnino. 

-etilamino 

·. -etilamino 

-isopropilamino 

-lsopropÍla~ino 
' ·--·-· ;,,,.¡,;; 

-isopropÚarTlino 

·-i~~p~d~ii~riíino 
· -i~bP"r6p'tía.~i~a.·· 

;'.-';;:, .. '.::;~:~·: -~.<-~~::,. :.~<.'.· 
', .. . .. .~:; -·-~ 

Son absorbidos fácilmente por la pl~~ta •.. X · .. •. '165+~~~i;~¿~.\a'Íiimaies su 

::~;~ii~¡;~'~gu~o:~~=:.~g~~:,.:•de:j~,:~~~~~§!~?l~lJ~f ¡~~~~~;~~; .. ~ 
sus .·. correspondientes compuestos · 2~hidr6xi C::' ~pr. \(l'.J11af\v~ir¡edai:L1'.de\ plantas, 

microor~~rl~SfllOS y animales (Pacókova et al. 199~.{~()~;~~:~t'~?.)~~·a).' '• , . 
Ces· productos químicos que se comerciáli'zari?;dó'mo t1erbiCicias cie1 grupo 

triazinas son~ simazina, simetrón, simetrina, atrazina, atratón, cianazina, ametrina, 

propazi~a, prometrón, prometrona, prometrina, trietazina, propazina, cloarazina, 

desmetrina, terbutrin, ciprazina y metribuzina (Brian 1979). 

El grupo de las triazinas destaca entre los herbicidas más empleados tanto por 

los agricultores de los Estados Unidos de América, como por los de México ( Bayer 

1994, CIBA-GEIGY MEXICANA 1996). 

El grupo de las triazinas fue introducido en 1950 para el control de malezas a 

través de la inhibición de la fotosíntesis (Worthing 1987). 

Los herbicidas triazínicos más comúnmente usados son: atrazina, cianazina y 

simazina. 
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2.2 Metabolismo de las triazinas 

El metabolismo es el factor determinante de la toxicidad de un compuesto. Los 

seres vivos tienen capacidades metabólicas distintas, ya que los sistemas 

enzimáticos son característicos de cada especie (Rodríguez y Lo2_ada 1984). · 

La degradación _de las triazinas comienza por la microfl()ra det.
0
suelo mediante 

procesos de deshalogenación biológica y no biológica que· conviéften' a la triazina 

intacta ~n. rnetabolitos desalquilados que corresponden a fo';ri,8~'?Aidroxi'adas. Las 

triazinéis y ~Ul Hietabolitos son muy contaminantes del aglJ·~~!~E~\;~¡~·rliani~, Italia y 

otros paíse~ "~e .. Europa han sido prohibidas por no c~Tplfr~'.~~~ l~~'ri.~~~a~; rigurosas 

de la Ü~iÓn Europea sobre el agua potable. Proh:itii~~·;~'~?Ú~li~i1W~rii:~~i1, Suecia, 

Paí~~s~·~aj~s. Austria, Hungría y restringida en ei R~i~ci U~ia:~'('p~b/p'~u~A. 1997, 
·.·.·.. .:q.';: ,-: ._. ·-< ::.;:_,_-~ ,·~ :~'.·· ·. :--:<--' ': · .. <>>' :¡_".'~/;<·~./'-(.'· ':'-<~~;:_··':;:t:·:i:-'·.··c f;' ':·: . .' 

DiCorciaetal. 1999). · · ... ,.. · · .. ··.'..:;;:~": .• "··•······ 

En el grupo de las triazinas, principalmente atrazina y~ima';fina, se han podido 
·. ·-· - . - ',•.'. ,_.,',,.~;::/· .'-.,-:'- -·:.--·:: 

· caracterizar las vías de acción metabólica en diferentes plantas (Ashton y Bayer 

1979, N'aylor 1979). De la degradación abiótica de las atrazinas por catálisis 

microbiana en el suelo se obtienen productos no tóxicos, como es el caso de la 

dietilatrazina y la deisopropilatrazina y/o ocasionalmente la hidroxiatrazina en suelos 

minerales y humus (Roberts et al. 1998, Di Corcia et al. 1999) (Figura 3). 

Se ha determinado que las atrazinas y las simazinas son absorbidas 

igualmente por la raíz, pero hay diferencias en la velocidad con la cual son 

metabolizadas (Hatzios y Penner 1982). Los herbicidas s-triazinas son rápidamente 

absorbidos y translocados por toda la planta (Hatzios y Penner 1982, Kulshrestha et 

al. 1982, Hatzios 1988). 

Tanto en animales como en las plantas, muchas de las enzimas que 

intervienen en el metabolismo de los xenobióticos se localizan en el retículo 

endoplásmico del hígado de rata (Veleminsky y Gichner 1988), sin embargo, en los 

vegetales varias enzimas que participan en la activación mutagénica, no sólo se han 

detectado en este organelo, sino también en el citoplasma y en la región de la pared 

celular (Sandermann 1988). Además de las reacciones enzimáticas que aparecen en 

los vegetales incluyen las denominadas enzimas de conjugación secundaria, las 
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N~ 
M-1,·~--~~·('llN~ 

4,6-bis atrazina de!Blqullada 

N-deS>lquilac~ Á .· 
N .··~ .· 

)'.... fH, 
NH,....J.-..N• .NH".'"Cti 

... . CH, 
Atrazina monodesalqullada 

N-desa. lqullaclón '· .· · .·· 
Raices y hojas "'-

Glutatlon conjugado. 

NJ:.~ 
. A CH, 

C2Hs--:NHÁN . NH-C~ 
2-hldroziatrazlna CH, 

.Áizde malz 

G.lu1atlon conjugado 

Figura 3. Metabolismo de las triazinas en plantas (Roberls et al. 1998) 
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cuales forman metabolitos•insolubles,enagua·.y·por lo ge6eral so~ biológicamente 

inactivosypuecié~- ci~ºp-~siJars-Sºén~~~mP-~ítim¡~~t~s~;-sp;c
0

ífi~~·~·ci;T~~;~1u1~ veg~ta1 
(Shimabukur~:~t'~i.1982)/.· ;;t'. '.' :\ .\. :·':;}. ·· · · 

Dado ª'. i~-p~~t(J amb'i~n~:·1 ::q~~" íf~n·~~:<los residuos .. de· 16s;'~c¿'.mpGesto~ 
xenobiótica~·~y ;·su~p~rtÍii§a'6ió~' er las . vías metabólicas de la célula -y~~~t~l •• _19s -

;;~2@lilllil~!~f ~~;:~I1r~~~~I~~~~;i~I¡;¡¡¡lilf~~:~ 
. citocromos 'P-450 ;~oni proteínas. heme que utili.zan NADP~ .para; la tra~sferencia de.·. 

~=i~~~~~·i¡~~i}¡~Jf:iº!~).?xi<la:ión •.·~"'··~~igen?d~ff !.~.~Hif 0<~~~J~~1Ñi~~~6~-• 
• L~~ 90Zirii~~ citocromos P-450 se loe.atizan en el reÚcu;~·~~~~~~~~ico, 

mientr~~,·-~~~·!i~~ d~· conjugación (metabolismo de Fase 11) como g'1¿i~iió~~SH­
trarisf~r~·~a~:i?s'ulfurotransferasas son predominantemente citosólicas. Se considera 

que 1§• oxidación dependiente del citocromo P-450 es normalmente una ruta de 

activación y la de conjugación una ruta de desintoxicación (Shimabukuro et al. 1981 ) . 

. ··Las reacciones del metabolismo oxidante son catalizadas por oxigenasas de 

función múltiple (OFM) cuya actividad es insertar un átomo de oxígeno a partir de 02 

para producir agua. Las OFM tienen citocromo P-450 (Cit P-450) con actividad de 

oxidasa terminal, éstas han sido detectadas en microsomas de más de 30 especies 

de plantas (Higashi et al. 1983, Higashi 1985) consideradas como análogas al Cit 

P-450 de la fracción microsómica de hígado de rata (Rich y Bendall 1975, Higashi 

1985, 1988). El Cit P-450 de plantas superiores tiene una alta especifidad a sustratos 

y es menos heterogéneo que el de mamíferos. Este sistema ha sido involucrado en 

la inducción de metabolitos secundarios que son mutagénicos a partir de varios 

promutágenos como benzo(a) pireno y 2-aminofluoreno. La nicotinamida dinucleótido 

fosforilada reducida (NADPH) es la mejor fuente de electrones para la reducción del 

Cit P-450, en tanto que en animales es el NAO (Frear et al. 1969, Higashi 1985, 

Calderón-Segura 1993, Coleman et al. 1997, Calderón-Segura et al. 1999, Gómez­

Arroyo et al. 2000). 
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Figura 4. Estructura del citocromo P-450 de plantas (Werck-Reichhart et al. 2000). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



La estructura tridimensional está determinada por las interacciones entre los 

residuos de los aminoácidos de la cadena polipeptídica (Figura 5) (Werck-Reichhart 

et al. 2000). 

Figura 5. Estructura Tridimensional del Cit-P450 

(Werck-Reichhart et al. 2000) 

2.2.1 En las plantas 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La biotransformación se considera constituida por tres grupos de reacciones, 

las de óxido-reducción (Fase 1), las de conjugación (Fase 11) y las de 

compartimentalización (Fase 111). En plantas es una forma de desintoxicación e 

inmovilización de los metabolitos, el proceso bioquímico es para su protección e 
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incluye reacciones •c:¡u~ origi_rian~p[~_dücto,s ,c¡ue pueden ser mutagénicos ylo 

carcinogé~~6~Ts~~hd~~~a~A 19~8:' S~,~d~rmann et al. 1990, Ducruet et al. 1993). 
' .. , ' ... ·.' ,,,,-:;:· ' . 

Las ·rekcéiOnésS'.p[imfurisú;'fé:úde F:ase 1, incluyen la sulfoxidación y .la N-
:· '..<~-. -~:' ')_~ ~-::f::~~; _ ':;·~;-~~:" .'.?f-.; :· '.:<¡;:;_?;;; ·-:.:j.·,~·". )":~ ;~(:<)>\~-:': ... ··-· .'' ·: . . . . -:'.·._ . '. . 

desalquilación, las:·s~curi~ari[=ls·a de Fase 11, la conjugación con glutatión'.azúcares o 

aminoácido~< Y la~'.t~r6'i~ri~~·o de Fase 111, la incorporación en pradiíctd~ ~~t~rales .de 

la pla~t~(Shi;,,~b~k~~;··;t ~/. 1981, 1982, Gravar y Cessna 199i°, tol~rnan ét al. 
1997). 

2.2.2 Reacciones primarias de oxidación ó de Fase 1 

Sulfoxidación y N-desalquilación 

Las transformaciones oxidantes ocurren en la fase primaria del metabolismo, 

son procesos no sintéticos y pueden activar o desactivar el compuesto original. Estas 

reacciones dependen del sistema enzimático de los citocr~m~s p':4s'a.·;'cóno6icia's 

como oxidasas de función mixta (MFO), las cuales intervien~~ -~,.;'{~·cj~~¡gt6x';~6ió~ · 
-. -· ~'-::~.: :J :~{{·:_{'.~:(<;-·~·1,3.{i'.~:~_:ttA?'.~f;,·:~~:-~:>'.:r~·:-:·-: .:~'·:·_, <.: ;~,. . 

de los xenobióticos, se localizan principalmente en el retículo eind~plá.,srT1ico t e,n la 

pared celular, requieren de oxígeno molecular y como subst~~t6'~,'.~~66~~·ari6~(c) 
._: .: __ • -~;'.e- 3':> /;;:~;,::;:.-:t~/.:::?_~, ',· ' -. ~---· 

cofactores, nicotinamina adenina dinucleótido reducido (NADH) cjúe'.f·'s011°müy 

específicas e inducibles por sus substratos (Higashi 1985, 1988). 

Las peroxidasas y otras oxigenasas también intervienen en el metabolismo 

oxidante. La oxidación del átomo de azufre de algunos plaguicidas tiocarbámicos y 

triazinicos forma sulfóxidos ylo hidroxi-triazina que tienen mayor solubilidad en el 

agua y son más reactivos y tóxicos que la molécula original. Los sulfóxidos son 

capaces de reaccionar con los sulfihidrilos y son potentes agentes carbamilantes de 

los grupos tioles del glutatión (GSH), de la coenzima A (CoASH) y de otros 

componentes tisulares incluyendo proteínas, además son fuente de ácidos sulfónicos 

(Casida et al. 1974, 1975 a, b, Hubell y Casida 1975, 1977, Lay et al. 1975, Carringer 

et al. 1978, Chen y Casida 1978, Gray 1991, Hatzios 1991 ). 
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.................... ~---~---~ .. : ... ~~ ... : ... ~~~-~-~ .. : .. ~.~ ... ~---~·-=--~~ ... : ... ~.~~ ... : .. ~.~-~-~-~ ............ ) 
Fig. 6. Reacción de catálisis por los citocromos P-450 en las reacciones 

de Fase I (Weirck-Reichhart et al. 2000). 

La Fase 1 inCluye procesos no ¿i.nteticos tales como la oxidación, reducción e 
.. , · .1 . .' ~· · ., ·: · r · - \ ·. . - .. · . , , · : · -· ·. ·. · _ ,. ·. . . · ·· · -

hidrólisis que m8dffic~ri' ~r9rLpé) iJn6iona1 de1 sust~afo o~igilla1, 1as reacciones son 
,¡<·-,,., '.··;,·>·-';' ·' ·': .. -. 

catalizada_s por, el sist.emá de citocrómc:is. P-450,. produciendo metabCÍlitos fitotóxicos o 

no reactivos (C;l~~~n ~t~J. ·19~l). . . . . 

2.2.3 Reacciones secundarias de conjugación ó de Fase 11. 

Conjugación con glutatión, azúcares ó aminoácidos 

En general, la 'conjugación es considerada como una reacción de 

desactivación y de desintoxicación, involucra la interacción de los metabolitos 

provenientes de la Fase 1 o incluyen la síntesis o formas conjugadas de metabolitos 

con una baja o nula fotólisis, con un sustrato endógeno que puede ser el glutatión, 

los azúcares, aminoácidos y en menor frecuencia, las proteínas. El sustrato principal 

es el glutatión, abreviado comúnmente como GSH, está presente en todas las 

células vegetales y en las animales en su forma reducida, el grupo estructural 

sulfhidrilo (SH) de la cisteína, es el más importante en su interacción con muchos 

xenobióticos (Chen y Casida 1978, Fuhremann et al. 1978, Stephenson et al. 1979, 

Breaux 1986, 1987). 
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2.2.4 Reacciones terciarias ó de Fase 111 

En la Fase 111 los productos metabólicos de las reacciones de las Fases 1 y 11 

pueden ser compartimentalizados en vacuolas, transferidos al espacio extracelul.ar o 

a la pared celularpo~ mecanismos enzimáticos desconocidos, pare~e,serqueseune 
a moléculas especíÚas como ligninas, taninos, pectinas, polis~ci3hdos\(¿~lulosa, 

. . .":- ;: . ' --~¿· :~}'.\/:.}~;;~¡~- ... :;:.;J:.:}'.---·J:Y('.··;\> .. ;c;_~-:.:';/ .. -:- :·:>: . .:--- . :_.-.. :-.'._<·~<_:-:\::::V-:!'.Y--:s--_:f;.;;;-;\~--~\:-:~~~,·-\r~t::: .. , 
almidón) y alguno~·.polipéptidps'(gl~bulinas) u otros componente~.v·~getales y de sus 

~::::i~~::~¡~~iltitJl!it1~~í&t~:~~~iitf ¡¡;~;;~~~;: ;; 
animales, mie.ntr~~ qu~ ~n i~~·· pl~'~t~s ·¿~~o ~~·:·~~i~te'~ ~l~te'~as excretores son 

'. .\<: '• ~ .. --;~:- -< ;: -~ - .. ': ', : :. ::· -';"- ··.,:;,· ···"~<::;'.':, ::~-! ~~2; ... <'-:·i'.:/·>\·f: .. :. :.:~~_:: i;~:·"·.:;:/;:';~j .... ;{:p;·~_-:; "i:'/,_-; ,:·: ::._~: .. 
polimerizados y/o· incorporados ·a· sus componentes· estructurales (Coleman et al. 

' -· . ' ,-_i·:· :;---~. ~ ->-- ' 
1997) .. 

De tal manera que los productos iniciales,' los intermedios y los finales pueden 

seguir varias rutas: primero, causar daño en ellos mismos, segundo conjugarse y/o 

almacenarse e inactivarse en la planta y liberarse en el tracto gastrointestinal o en 

otros órganos y activarse cuando son consumidos por los animales o por el hombre 

situación que en particular puede ocurrir después de la aplicación de pesticidas, en 

plantas alimenticias o en los sistemas de riego con aguas negras (Sandermann et al. 

1990, Coleman et al. 1997). 

La absorción de los herbicidas está en función de numerosos factores como 

las propiedades fisico-químicas del compuesto, del suelo y del ambiente 

(temperatura, luz, humedad) y la especie vegetal, entre otros (Devine 1989, Devine y 

Vanden -Bom 1991, Sterling 1994). 

Las propiedades mutagénicas de los compuestos xenobióticos y sus 

metabolitos, están siendo estudiadas ya que varios agentes químicos carcinogénicos 

son también mutagénicos. A diferencia de la actividad carcinogénica, la mutagénica 

puede ser determinada fácilmente mediante una amplia gama de sistemas de ensayo 
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como sonrnlc~c)bia_nos, mamíferos y vegetales (Plewa y Gentile 1982a, b, Plewa et 

al. 19S8, s~~d~rmann 1988, Plewa y Wagner 1993). 

Ai~~~a~,:de que se han publicado numerosos trabajos/para intentar la. 
-- : •• - ,_ ' •• ,\ • --_.--, -- --e ; ~·. -. '- • - • ' 

comprerí~ión del metabolismo de diversos herbicidas, en el grup§ócle}la~.:triazinas, 
priocipalmente atrazina y simazina, se han podido caracterizar-1~5,·;ví~~~·d~.f~cción · 

metab~~·i:::~:~::• !'ª;~::,P::.no9~n :~::~~=~~S~~:,:(~~f ~~~:;t~~J~ ~~····/a 
mutagénesis ambiental, porque muchas cosechas agríc0las:f'~ci"ri·;n!rgia'd~s·ft~h 

. . ,,_~ :·::::. -';óf;.~~-::,'n'.~.i~--~.\:'·:\:::.??·i~1~:: _/;::~?i< -~-~.:::~_ ·< ·,\:·_ 
pesticidas previamente a ser consumidas por el hombre: ~den,ias'~n:~1::cas9.de 

algunos pesticidas los productos metabólicos difieren entr~ pl~ni~~-~:.ik~¡¡f;:~7~~;::(~~~n 
• • · -~:.~_ .. ~:.: ;:.:;,+:_.:-. ~,~?~~~;-,,). ·'.~;;~~-~·:;·:<\~:~:::~\-J,':·~~;'_~:f,~·:':t~>E:~: ~-: · ;~L·;:: ;-1:..:! -~/ 

1978). Tambien se ha evidenciado que la atrazina puede metabolizarse;por:esta vía· 
.- · -,::· ~;t?~.: :·- ,_::·~::~;_t:~;:,:.:;·_ :: __ ,;;-,>·,.~··"·\'.~--).::::i~: :-.. 1~>~>··_,:~\~~.'/::~L~~{'.'." ;-:·::;\,~- :> -~;: __ ·. 

siguiendo:. inicialmente una ·reacción. de N-desalqúilación,1y}"éo6;fp[odUcciórfdé 2~ 
, .. ; · ~ ... ··. , ~··. ·<.: -- ·· . , _ _,. .", · ,. · ' · .· -<- ..... ·~ ;> >r .·,-e:_<:-.- ._'·:~~"!.:-;·~~-;-.~:.hcl:·.·¡~f~;t_:;~.¡~:~;&.\c;~t~J{:r:~:-:\:~~~r;-~i~:z'.:.·;~(~'.\~,>'.··-7.:·-) -

cloro-4, 6-diamino7s-triaziná (Menn .1978 ). Por· consiguiente '_se hati'nenéiór:iado'• que 
- : : . .";··: '' ;,:·:'. _·,:,! >':-:--:~:·;~;'.'f,_').\"~~- -.. ~'-'í;:;_..'..·_ -'.~.~-> -' ~>' -\:,"', - . --~:-. >_: ... __ -- ' : .: ~:·.~·: <:':':···· (~:·:,_~'..(··'-·-:.. ..:.:-~~ _:·-~ \:.>< .i.-'.~:./;;·,j::>)<r;\:_~_:>.' ··- :'_ -'. 

los herbicidas•del grupo de. lastriazinas,, reducen· 1a ·cantidad· de glucosa;;fructuosa 

y/o sacams~ •. ;e'h'·~.Í~r]t~·~;f1~'~¡·~::-~~barg~, ~st~ ~·~· uno de los primeros ·~fe~tos de 

inhibidores: de lafC>to~í~t~~i~ (As-hton y Bayer 1979). 
-... '. ".--:.. · . .:.: ·_; .. ,_, ' 

Se ha observado que la hidroxilación ocurre predominantemente en la raíz. La 

habilidad para hidroxilar 2-cloro-s-triazinas no siempre asegura la resistencia a estos 

herbicidas por las plantas, esto sugiere la idea de que existe otra ruta de 

desintoxicación. Esta puede ser a través de la producción de conjugados peptídicos. 

La simazina forma estos productos químicos en las yemas de maíz y de sorgo. Sólo 

una enzima involucrada en la producción del conjugado ha sido purificada y 

caracterizada sin descartar la participación de otras que aún no han sido 

identificadas. Esta es la glutaniona S-transferasa que tiene un peso molecular de 40 

kDa y se ha encontrado en hojas de maíz, caña de azúcar (Hatzios y Penner 1982, 

Kulshrestha et al. 1982) 

Tanto la atrazina como la simazina son absorbidas similarmente por la raíz, 

pero presenta diferencias en la velocidad de metabolización. Varios de los 

metabolitos de la transformación de las triazinas no han sido caracterizados 

químicamente, pero por la importancia toxicológica ambiental y su potencial 

perjudicial en la cadena alimenticia se hace necesaria su identificación. Otro factor de 
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. ,,·_,, __ ,:'"" 

la selectivid~d:e,s .la cantid~d~ue.llega a la planta. Los. estudios iniciales sobre el . 

rl1etaoo1ismo
7 cie 1asc1aratriazinas· .. súgiere"í1c1ue~~~cffi~t;B~íit~in;cti~a •·es-'su deriJado 

hidroxilo.·.· ••. L.as.· •• ~1a6t~.s •• d~··m~íz:•:cor1~i~rteri..Ja~;clOrotriazirias al deri.vado •.hid.roxno.'.·• 71 

2 ,4-dihi~f~~i-~:~~~~~(lt.;!;~~~~i~~i'.~;~~;¿0'aY(~·~tz{os·· y.·. Penner 1982, · ~01s~re~htha 
et al. 1982). Esta' mi.sma vía ;,,etabólicá hasid() demostrada en otras plantas (Hatzios ·· 

. ::.:~:!~;c¡~~1ll~~~~1~~~~tf ~i:;.i:m:,~" ;~ .,~·:~~;.•c'.ºt·i~~;:·· 1
ª 

Algun~s plaht~'srp}fn1bipairi,·;;ritJ1•18'~\gfahZíneas (maíz, sorgo Y.~caÍ'\a ~de::ázúcar) no 
-~·~,,_ f·: ·.:>·~·~··-- :. ~-·;~.t~·:;:~+i~:·>y;;(~*:}~:~~~?':(.J{~fJ/t;~::?·~-:~:.:::.{~~.:.:._\'.~.".'::><··'h·:~~-;:::';U~·\'.:'"·;:~-.:.·, .. -.': :~ ·. :. . . . ··:: :·:,: -· ::.': .. :':.· ... : ;:~;;?."/':?:~/ ::_. ~'.~3 · · .. 

son afectadas. por(Ja' atrazina }y;Já/ sinia:Zina: La: falta de sensibHidad •probablemente 

resulta. d~· .i~.:·~~~~6ia~~r·Q~f·~~~·~.~~~Lltr~n~~~ 'b).rnetaboliz~rc ~~tél~J¿~-rnp~·~~tos. Los 

~~;:~:~~~:!1f !ri~{~\í1i~i'~;j~:::~::·.:o:•~::~~d~i~~::d:::i::~~: 
animal o. ~eg~ta(a productbs • qu~'s~n · pÓt~ricialmente genotóxicosen. ~arios sistemas 
de pru.eba (Pl~wa ~tal. 1988). . .... · . . 

La mayoría de los xenobióticos no son fácilmente liberados, por lo que las 

enzimas celulares los convierten en compuestos hidrofílicos que pueden ser 

fácilmente eliminados del cuerpo, que conducen a la formación de metabolitos 

reactivos que logran unirse covalentemente a macromoléculas de varios tejidos, 

causando daño al ADN, e'fectos bioquímicos e incluso la muerte celular (Sandermann 

1992). 
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2.3 La fracción enzimática 59 

En los animales el hígado es el órgano principal en donde ocurre el 

metabolismo de los xenobióticos y en menor grado en intestino, pulmón, riñón y 
-· . ' - :__ -'-_:--"- :·-;o.o-- - . 'o_'.,_:._·~--.- o.!'-·-·'-;=-

cerebro. Los hepatocitos tienen diferentes niveles e isoformas3de enzimas Cit-P,450 . 

capaces de biotransformar a gran diversidad de agentes químicos:·o'"cen'obióti~os a 

:~~;~;:~·,~~;~~~;~!~~;~~~~:~,~~·1~i~f ~¡~~é~c~~i~f :~~~~lf i~i~i~!~~i~~i:'.t 
man1festElflEQ:i~~~J:~~D;~-~:;~~g.?:,7~;1;,;.~.;,~1:.3ºº3)_:· >·' .fr/ .. H~;;J;·.:·;·;>'.:~:';i ,0~: ·?\ .;;, ,. 

. . . • .. El sisterr!si'·:~etáb'oli_zadOr:üsado .en. la 'mayoría' ~e l~s e~tudios ¡~· ,,vitro,: con 

eudt~v1·1z~p~a:r'.a:ilma~ia~~clt;ar~v~atc··~1;o~~ntd:,'qe~zp,!r¡ºo~m~6'utt.·a~g~9e~nn:9o1!siiYJ.'a1~h.'.ª.:qgu+ei.~s';ee:~:m~e,¡1;a:ª.'.:.~ef_ .. ~.·1·.~t~[i~iJ{i~~~~~P~; .·•· 
.· riletaba1ismo'rea1izado in 

vivo (Ames et al. 1975). 

2.4 La fracción enzimática 510 

En las plantas existen diversas fuentes de enzimas Cit-P450 y los 

homogeneizados dependen del órgano vegetal usado como sistema metabolizador 

de xenobióticos como son la 51 de tallo, las S4 y SS de la raíz y la S1 de hojas de 

plantas como papa, trigo, zanahoria, entre otros. Diversos estudios han demostrado 

la activación de plaguicidas a promutágenos con la fracción enzimática S 1 O de las 

raíces de Vicia faba tratadas con propoxur, molinate, butilate y otros herbicidas que 

inducen intercambio de cromátidas hermanas (ICH) en cultivo de linfocitos humanos 

tanto in vitro como in vivo (Gómez Arroyo et al. 1995, Calderón-Segura et al. 1999, 

Flores-Maya 2000, Gómez de la Cruz 2001 ). Se ha reportado la biotransformación de 

sistemas enzimáticos de plantas a compuestos mutagénicos específicos para la 

hidracida málica y la fenil urea (Plewa et al. 1988). 
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2.5 El herbicida triazínico, ametrina 

2.5.1 Características generales del herbicida ametrina. 

La ametrina (Gesapax), 2 etilamino-4-(isopropilamino)-6-(metiltio)-s-triazina 

(Figura. 7). Tiene los nombres comerciales siguientes: Doruplant, Mebatrina, Evick,. 

Ametrex, Gesapax (USEPA 1989, 1994). Clasificación Toxicológica 111. 

Figura 7. Estructura química del herbicida ametrina (Roberts et al. 1998). 

Es un herbicida s-triazina sintetizado por primera vez en 1962; actúa 

inhibiendo la fotosíntesis y otros procesos enzimáticos; es absorbida por hojas, raíz, 

translocado en el xilema y acumulada en los meristemos apicales (Roberts et al. 

1998). 

La ametrina es metabolizada tanto en plantas tolerantes como en plantas 

sensibles, el proceso metabólico incluye la hidroxilación y la desalquilación. Presenta 

una degradación microbiana primaria temprana en el suelo con valores de CL5o y 

rango de 70 a 129 días (Roberts et al. 1998). 
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2.5.2 Efectos toxicológicos 

Asongalem y Akintonwa (1997) demuestran que dosis altas de ametrina 

afectan a la madre (rata y conejo) y a susfetos, lo que se evalúa por la presencia de 

hipoactividad, decremento en el consufiio~de~alim~nto's: f en latom~ªª· ~gua, 
disminución del peso fetal con reabsórción prem;atLra•y ·asifida.di~n·t~rciía cie.'huesos .. 

eran~~~·· 
Tenancingo •e. lxtapan{de.Ja ~Sal);<en dond.e [las/mujeres· part1c1pan en ··actividades .de ... 

i :· · .: >·'" ·.: ·.~\Y\ :./'.·.-:"t:f;:{:·~~~::·~: ::~rf!'.::~:~'.·;tih~-~\~~1·?;:~~:-~·'.~,,~:~·ú:.x;,.:,';, .. ~f¿~\~ .. ;:./u;~~:/:~~;;~\"{:;~:-1~.:t-~!ii:~,~'·;::·.~ .. ~ ~~.,~::'-'.:i.:;:.'J:,---/( ~,¡'~,~-:!~:~'~o:;·,<~- ·Y·::·(~\':_;:_, ·:~\{f:.:/,~~;L ~~:~: ~· ·:.·:::_¿ -:~·-r/: :--·.':i, · 
fl oricultLira •y. hortiCulturá,1,füerorf registí-adOs 'póf ''.él •secfo(salud '( S S}\),:.naciíllienfos ae 

· · · • ~ _ - · ::, ;_::J: -._ ,?~~~ :- ·fi.k+~:-: -~·:.:~:~~~~i;S§t~~~~~,w~;:)J~~;:·~·~f ~~1:0·;;"fr.t~?í;::'.i_2:~J ~~<{{tJ: ¡~,: ?~:1~;:~'-':~,f~i;;,:;~2~f, ~'~f ~,;·: ,;:r>:~>, ~i\~i~'.: .~.,,:';.\.'~;;:< :5:~t~.:}~;r;..~.=;::. < ~~}t :~~ ;;'.;~::~·,/~;.~ ~~: _,:;~.-~ .·:~·.~: . > .:,;- ~-···: 
n1nos: anencefal1cos'y[con:malformac1ooes;genet1cas; presumiblemente debido al· uso 

.-... ·:,n:·~· ;::·.: :·::::-~ ~' ~::.:.~1,~;~;RtJ?~~;~ti~ .. f&~t.:.~~{~:~~t!:1~?L~~~:~-~~~~~~~1::~4:1;:~2!;:~;!'·l: :: ·~~ti~;,::.:·.i ;/~·~:-:: !~;;;:;:~r.:.~:1.~~~·.:};·:fü;/>~;~}/;·' :~~!!/-: :{::-~:t?:/:Y.-;·. -,/<::.'.~':i:.~'.~ :'.t~~#·:·'.\W~~< ",/;·:i; ::·:· :_~:~··.·· 
de· 1a. ametní)a, por,, parte:_de •las¡rr:iadres Jori:ial~ras :¡;¡gr,1cc::ilas;)as;~~anipes1rias .10.forman 

:· >~\··-:· :(~~-: · ... -,~·.:~::.:·:·;:)~~:~·:\·;;it·~~'.:~.~ú,2;'.i'- {J;'.i~~,;~1:;~~·;;;1:::::~{~? r.~J1'.l·-f ~{-~~1::·:::;,Y:fr;.~;:~ ::;~~~;\:~.'.!;~~~~--~ ~·.%·;:-::} ;:>,·1tf:'.-.~\?;~~1 ~ . t :.0~:~~·-:/\ .. :~t:{:\!f.:~ i:~-ó~'.~~~"'i .. f:/Sí~:: ':ú.f~, :.·;-; -·'.''.: .. ·.:~~:-; ' ·· . 
que. en ••sl.J •. trabéijo.'.•rio';útilizar¿Jgüantes 'ni'rpáscaras protectoras;'Yadeniásfalmacenan · 
. . : --. ;·. ·, .-: .: :.~:;l{: :· :·:.:;;~~~:.-:::;;-t~t: ~,f~>,\:"<\1'~,~·'.~'.-. ;\'~!,::.'· ;J~-~;::,·~:~'~,;-1:::·;:: th~:(t·¡~:.: {»·~:~::g~,y:·,)>:-~·{:~:: ·: ,;. ?'·:· l''. .:' '·.: '.-':·: '.~- : . -:.-·_ :-· ~ '.' ~ .. ~<~: .-: :·''..'.>~··;~; .. ::y-.>< .:i::~:. . : , __ .-'· . 
los plaguicidasVéri~~'sus;Nivien'i::li:ls:\'.·y ;\algúnas ·;emplean los enva'ses ~. vacíós como 

·: ·. . \·~,:: :·:.}:·~~~<· \.~~1.F':·f,,:~}~·~':!P~:.;.~;· .·::::::}~i·.:r-; {!fit·.';;>:~i/~;'.~·::· .~S:J?.'-(~->1}.;.~.' :(~;~\-::-·~·-,-;:-./.'.:; ........ '-: :· .. · . ·: · ··'-- ,.- · · · . . -· --· :-:.·~, . · _: .. 
recipientesde-agua.iY'c:ornida (DGEIE 1995). · · 

•...... ,·.· CE~tG~·¡~~;;~~j~~t~st;nside/an muy tóxica a la ametrina en humanos ya que 

induc~-~f¿~fa~:~~Jci;~ ~orno la irritación severa de ojos. Se le relaciona con defectos 
. ,.. .. ~~·:·.-: .. ..:i:-~-'.'¿_ ... ;.-... , ... ';,;_ 

de nacimientos; se le asocia con incremento de tumores de ovarios, cáncer de 

'rT,~;.;1i~-t· li~foma no-Hodgkin's. Investigaciones realizadas en Nebraska y Lowa, 

'indfcan que las comunidades que usan agua contaminada con triazinas tienen mayor 
.. . . 

. incidencia de nacimientos de bebés con piernas reducidas y otras malformaciones 

congénitas. 

Ensayos de laboratorio con ratas expuestas a la ametrina han demostrado 

alteraciones en el funcionamiento del corazón, hígado y riñón, además es un 

disruptor endócrino causando problemas en la fertilidad; En ratas hembras provoca 

cáncer de mama y de útero, y tumores en los testículos de ratas machos; Otros 

trabajos revelan incremento en la incidencia de leucemias, limfomas y mesoteliomas. 

(USEPA 1994). 
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2.5.3 Efectos ecológicos 

Asongalem y Akintonwa (1997) reportan anormalidades esqueléticas en fetos 
' . ' ' -

de ratas hembras albinas tratadas con ametrina. Lombarti et al, (2001) muestran 

toxicidad en diferentes especi~s: de é:rusiác~'Os y /pe'ces expt~stci·5;, en rangos .·.de 

O. 1 µg/I a. 450 -~g~~ ~~ ~~.~t~ih~.~;·· ,'~' . ;~; • /,; <'.' . '"' · .~) : : , . . ·' , .... , . ". ' .. · . ,. 
Peterson·'ef.a/., (1994),evalúan la fitotoxicidad de ·23 pesticidas_incluyendo 5 

; ~' -._·.: : :,;/'·-,J=}.:~51i\:~'/;~~ /:~-,~~~·º .. : :-;~~-·-,\:: :·;\:.:,~'S-;?~<tt .. '':-;:;-·,y_~'.;:;:'.;'~.;~_.}.~:::'if.·~·· _·_;_'.- ~:~~: ,:;:./:-~ . .1-::::/; :)·-<;~":·<-.'.·~- ~~~-'.·,,.~-~ :(~,:-~~ ~:~; :: .j~'.-~'( _:;,[:1'.t; :-2~"' ;~·:-.: '. _:\~~:..::., ~--~,\ ·;: '/' ·>- :. ~f ·,.:- . 

triazinas; 9n';ni..ieve?es'pecies\deialgas,.uria"ciaootíacteria''y'/eo.~la''.'planta· acuática 
.- i ~· .; ·. · <·;~-.:~ ;: ~~:}-~ '.:~:}:.YJ',;~~-~ F:\?' _;};¡; ·~~~-.-~~~~~-f ~ :~.-_:~.~;.:;;,\~2'.5f~X'.>~ ?.,!?~_::~~;:- ~(:~ ;¡f >~~~'.-~:'¿ t;>(;·;~·~,:·:! ~:-;~:::·.; '. J/r~.: .:/::f)-~:~ .~:~~~~-·:. :{~/;:; :?:.-~i; ; ;~;~~~·t ·-::~; ~~,~~->}.it>> i';·::: ~·. ·:·: ~;> -... ::, > -~; ;. ,·_ .·. 

Lemna minor,:•:cori ·.el .fin de .. pro1,1eer/un·margen •·a~eptable.de·.s,egundad 'paca ;detectar 
:·.·; :_·.:: ~ .. : ~~"i": ·'. ·:;'t:;;{.r·,~::t::r:: ~.~:~~~:}1··)f::; ·~:>:,r.'~ ·:~:p¡:é ~ ~::( ... '.: ·'.. ~:.:r01 ;=~.:-~:~ · · ;.~J?,,, ~.- ;·::1t;:;~·~-· ;,:::\··;.~·-~tl~~;Jy~~::.'.1 j~),~:·> :;(:~ t·-_:·;Jc)/::.~,.~>~~~. ·-.;.;:~y:~\;,~~,.-~> ~:·:<·.· ,:·· }~: '·'.·:·>: . '. , 

el .riesgo' presertadq, p9r{. ~stpsypr,o~u.cto.s ! c¡u1 íl1ic9s• el1'1ªrnt>i.~r1tes,;• a~uaticos .;:· Lo.s ··•· •·· 
resü1ta<ia~·e'Ji~~~:¿¡~~s~¿:~: ,;f·~~rbiaa'~k~'tfi~;;1Bi'66~-·ti16tjS~~n'f16~-;fH~~~Ff~~º~:d~ 
absorción de carbón de todas Ías algas y de la cianobacteria poÍmás:del 50% e 

inhiben su crecimiento, son clasificadas como triazinas muy fitotóxic~s. 

2.5.4 Metabolismo de la Ametrina 

2.5.4.1 En plantas 

Existe limitada información sobre la degradación y metabolismo de la ametrina 

en suelos y plantas, pero el metabolismo en animales ha sido recientemente 

revisado. Al parecer, su selectividad depende en gran parte de la capacidad 

enzimática de las plantas (USEPA 1994). 

2.5.4.2 En animales. 

Se ha comparado el metabolismo de la ametrina en ratas, cabras y gallinas, fue 

eficientemente absorbida, metabolizada y excretada en esas especies (figuras 8 y 9), 

las reacciones de transformación son la N-desalquilación y las formas ametrina 

monoalquiladas (3 y 4) y ametrina dialquiladas (5); los conjugados de glutation son 
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.. . . -

inestables ~ •. excré.tad.os co1110 .• mercapturatos,t el•. principal· conjugadó =~ 
glucoróniéo (6)JGrove~::Y":~~~~~~f~9};-~ob'erts~ei al. 1990). - e . 

··•··· El .• metabdi.srn'.o'de la]:arl,etHna eri'd,iferentes animales: usah~o dosis'simple y. 

:;::~;:;~il~~~~~~~!~i~~;~:~·::: :~':::: ;:~~;i;~~'~f ~~1~ 
tejidos; En las;~a.bras'laé::tantes.fuerori identificados el 61 % en orina,:;~%e~ heces, 

:;·;;t·1t~g~:~{lf f j~t~~~~;:;::~:~~,:::~~~;. ~;:~il~í~~i,~i:i~··. 
(Fig. 8) (Gra0~/~'é~~·~ri~ 1991, Roberts et al. 1998, Wu et al'. 1992).Ecis;·+~t~ticintos 
hidroxi.l~~~~i~;fu~~~;~>~~ntificados en mayor cantidad en crin~ y;~~}~!;!¡.~?~}ci~;c~,~-r~s · 
y gallina~~ (f=jgur~:- ~); ·, .· ;. 1'2C.:'.;,J·· > . :~:: : 

i6~-c~%ú~'ados de ametrina producidos por las reacciones 8é.·f~s'eji(/fuerc>n 
inestable~·:~Vi~~6/etados principalmente como mercapturatos y u~f~~~)J~~dJ··:d~n. el 

áci.do g-1~'9:gr~b.i¿o (6). Los intermedios de las reacciones de oxidació:Q,•hi~;~~Hación y 

des~mi~~tió'i{ pueden conjugarse con el N-acetilcisteína (9-14) corí~iítü'y~r~n rutas 
'· - ·t'-;., . .,·":,·.,··:,i · .. 

metabÓlicas menores. El compuesto sulfatado (15) posiblemente fue derivado del 4 

hidroxL Los metabolitos formados en I~ rata (2 a 5) también se describen en la cabra 

y la gallina, más los metabolitos hidroxilados (6 a 20) (Roberts et al. 1998). 

3.J 
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~:·:I;~:::"" "")Y"~ "~·-·y"y""''' 
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N~1J 
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, cy·s~Ác~syyºH 

- N......,_N 
T ,. 
OH 

Ácido mercaptúrico conjugado Ácido mercaptúrico conjugado 

Figura B. Metabolismo de la ametrina en ratas (Roberts et al. 1998). 
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lHidroxilación 

MeSY~NH2 - MeS~NH2 - MeSYYHPri 

y Desaminación ~N Desaminaclón N~ 
NHEt 20 NH2 NH2 3 

Figura 9. Metabolismo de la ametrina en cabra y gallina (Roberts et al. 1998) 
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2.6. El papel del metabolismo vegetal en la activación de promutágenos 

ambientales 

En numerosos estudios se ha corroborado que algunos agentes químicos 

inducen directamente modificaciones al ADN, en tanto que otros requieren del 

metabolismo realizado por la fracción 59 de las células hepáticas de mamíferos para 

activarse y así provocar daño. Durante décadas pasó inadvertido en .los vegetales 

dicho metabolismo o la presencia de sistemas enzimáticos,•'sin;~mbargo, se ha 

demo~trado la activación de compuestos químicos y pla~ui~~iª'.~'.s'fü6rJa'splantas a 

mutág~~o~., los. cuales muestran su actividad genotóld6a~~j~;{i.J(J9,:~(J5 sistemas 
_. .· .:_:·.:_''.:,:..?,::·-: :.;_<.:":~)'·.-::· .· .. ..::· ~-- .. ·:~ ':_ - .. ·:. «--~_-·.~-:·-:r:~~~~~;'./:::,~ :"·:~-!~:y:\:·{:~·::-~--- :' ·-: 

biológicos .. quec:se. consideran sensores o indicado.re~.-~el{(dañe>·fü.9.8ético. A los 

~~:!~~lit l~Ilf~~;~~~:~~~~~~~::!~~~n~~1p1~lf~i!i~lf~ª~~ 
mut~gé~ico es transformado por la acción enzimática de una planta- en mutágeno 

(p1~;~·J_i_ei8, Gentile et al. 1982, 1986, Plewa y Gentile 1982a, Plewa et al. 1984, 

GorTíez-Arroyo et al. 1995) . 

. . L~s experimentos sobre activación vegetal se pueden realizar tanto in vivo 

como in vitro, en el primer caso, el agente químico que se prueba es aplicado a una 

planta viva intacta, que semeja las condiciones encontradas en los campos agrícolas 

y cuyos extractos son agregados a un cultivo celular y en el segundo, el agente es 

coincubado con un homogeneizado vegetal o en un cultivo de células del tejido de la 

planta (Plewa y Gentile 1982 a, b, Plewa et al. 1984). 

En ambos métodos la acción del metabolismo vegetal sobre un mutágeno 

potencial se prueba en un microorganismo indicador como Salmonella typhymurium, 

Escherichia coli, Aspergillus nidulans, etc, o en células de mamífero tales como 

linfocitos humanos periféricos, células de ovario de criceto dorado, etc, analizando la 

inducción de mutaciones puntuales, aberraciones cromosómicas, micronúcleos e 

intercambio de cromátidas hermanas, para evaluar así las propiedades genotóxicas 
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de Jos age~te-s químicos y/osus~eta.bolitós (Plewa 1978,Pl~:Vª y Gentil~JªE32 a, b; _ 
Takehisa efaT~~ 9S2,' Pl~w~ et~al~~1s84,--Vele~l~~ki y Gi;h~~r 1988, ;pr~~a-.-~'Wag~e-r 
1993, Gómez~Arr'óyo efal.:·j_.995,,<ialderón-Segura et.al .. 199S).< Jf::.,2 -}, /'. > . 

.• -La' i~dúj~c'.:ión (de-daflo al ADN por exposición a agentes '9e~'6tóxi_cos es un. 
, :.. ./.: ~' 1:-."¡:'<'~,;·,, .. :·: ,:.::)~ ¡ :r:;:1.'.< ~.: 7:,Z;. -~t~·'.~;'.. ;_'.~···;: -, . :,· '. - .··; ._ .. ,:',~)~ :··:< fr~:·/:~_;;<"·'.:·;;:, --(,'.- ·.,'._, _., .' 

proc.eso que se,realiz~•en~varias etapas. Durante el proceso, el agent~--~foob1ot1co ·• 

;:;~t·d~~!g~\~~1ti~~~~~::~~:i::·:~~~: ~=~~:vi:;:i~~·p:f t~{~~j~)~~i:: .. 
(acción :diredt~)\';'d.bi~~n?:~~-~de ser activado por las enzimas met~bÓJic~s; Sn cuyo 

:~:~:i~11ilf !f ililíií~~lil¡i~;¡:¡¡¡~~}~f :::::~:::::~:: 
la replicacior:i deJADN.\Su eficiencia varia,\ya que pueden reparar eficientemente, sin 

. ~-.. ::,~.-:--~~_:, _;:--·--:/_.'.: ::'¡;,;'}~'.:-:'/,;l::~~>i0:,:.:>~:;;> :;-,<·\,_~:::·/-l':)~--~::·\·~·~;;{:_,~-:) .. ".'..:~.~/~·,:,;; .-/: l-) -~::·:':_: ... ·· ... '.: . ' 
errores,dsituadóo:'.qúe''se'preserita cuarído:lá exposición a agentes genotóxicos es 

- . :'.--'->:<:\::/:.·:/::~~~~::J{!:i:.--·;.~.:-, :,,'.,.-·-.-:;· .: . : : ..... -_. . -_ --·' ·:.C< ·: :,. " ·.-.. , . 
baja o: bie'n';[eparar. de manera ineficiente, promoviendo errores en el ADN, lo que 
·- ·''. ·---·,". -,«··.';"<;· ... (.'.·-:'h'i'."·:;.:,'- _,._,._ . ' - , -

depen~e'cie''1a saturación del primer mecanismo, que generalmente ocurre cuando es 

mayor 1~-'~xposición. Sin embargo, ambos mecanismos son afectados por numerosas 

variables además de la exposición, como la estructura química del mutágeno, el tipo 

de aducto formado y la cantidad de daño inducido (Rodríguez y Lazada 1998, 

González et al. 2003). 

2. 7 Los sistemas biológicos de prueba 

Con el fin de detectar los efectos genotóxicos provocados por la gran variedad 

de mutágenos tanto físicos como químicos, se han desarrollado diversos sistemas de 

evaluación de daño genético que forman parte de una batería de pruebas que 

permiten detectar el riesgo que representa para el ser humano, éstos sistemas 

utilizan gran variedad de organismos tanto animales como vegetales, que se usan 

como indicadores del daño genético. Muchos sistemas de prueba han sido 

empleados para determinar el daño inducido al ADN por los diversos agentes como 
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son las aberraci<?n~~ .... c:.romosómica~, IC>~.:~d~.~t~;,.,ios)rit~rcafl1bJ9~··.~.~·.· ~rornátidas 
herman~s. Jos micrÓnúcl~~s;:·¡·~~rr{Jta~ione~ :~u~tuaÍescy~ieci~'hte¡,,~nte-,el •ensayo -

cometa •• oel.ectro.foresis'unicelular, alcalina (Ashby et al . . 1985).;'Exist~~ otro~• .. Úpos.de 

ensayos?;qJe·/:~e~,·¿;a~ la;'reparación del ADN después '.·de~~,ii:;i~~Pf~iÓiór1•a'.un 
xenobiótico,'.Í~·qu~ p~rmite descubrir mecanismos de acción de lo~"~rª~K~~~.quí~icos. 

1~.': . __ !_:,__,,_-,-:· : -----=-~ -~~~;;L;~___,:~J:'.S<Li:.:~f.~~---~·~{:~:_· __ ·~'.·~,. 
que dific;ultan la reparación. (González et al. 2003). · · · -:~ ~~---;;- -/ i ··- · ··- · · 

·:Los bioensayos de plaguicidas a largo plazo con animales/s~ii·~·6W~.i~erados 
como los procedimientos más adecuados para evaluar la genotoxigid~ci:'~i~-~~~argo , 

estos son caros, por ello se han implementado otros ensayo~ ·:~~'fJ9'ci'~i~1~~~-~ en 

cultivos celulares, que aportan valiosa información a cortó '.pl~~~·'.·'.t~·J~~r1: más 
'< :. J i:_;' \·~··:· ~ ;:t: .. :'.: 

económicos (González et al. 2003). · - i~;·· ;:< . :> 
Las pruebas de genotoxicidad con plantas constituyen sisternas'de:·e0a1úáción . 

,_ :; ··':'·· -, ... ,, '.,., .. -. 

sensibles que han proporcionado importantes datos cuantitativos, /én )os 'que.- se 

utilizan células meristemáticas de Vicia faba y linfocitos de.·.· sa~g~~ pe;iférica 

(Gómez-Arroyo et al. 2000) 

2.8 Electroforesis unicelular alcalina "ensayo cometa" 

La electroforesis unicelular alcalina o en gel de células individuales (ensayo 

cometa), detecta directamente el daño al ADN de células individuales. Fue 

introducido por óstling y Johanson en 1984, para evaluar el daño en células 

recuperadas de pacientes bajo terapia. Éste método se aplica internacionalmente en 

los proyectos de análisis genotóxico y mutagénico, es considerado como un ensayo 

con elevada sensibilidad para detectar rompimientos del ADN. Este sistema se aplica 

con cualquier tipo de células interfásicas o en división celular, y no se requiere su 

cultivo en medios específicos, así pueden utilizarse linfocitos de sangre periférica de 

donadores sanos o de pacientes con desórdenes genéticos, líneas celulares de 

linfoblastoides, fibroblastos, queratinocitos de piel, entre otras (Rojas et al. 1999, 

Tice et al. 1990, 1991, 1992, 2000) 

39 



; ' . - -- -- ,_ - -_ - . 

ParaÍelamente a esta prueba se puede estimar .el efecto citotóxico del agente 

químico ó físico, a traves de la viabilidad celular que se determina con las. mismas 

suspensiones~l¿lares .~u~ l~s us.ad~s para· e~al_lJarla genot6~icidad .. por~I ensa~o 
cometa, .. ·.colocando. un.volumehi1:.1 ;de células cC,r, ~na·ni.ezc1.~·:de 2·r1Jo'rocromos. 

~:;pf !f~i~~f~~tf $;¡~~,~~~'??1~~~~i~~~~~~~f ~~~~~;~t~~8~;'. 
La'i primera ._vérsión• propúesta ,;poriSingh ! et/al.-{( 1988)rutiliia . la'' electroforesis 
: ·.-<t ... ;:·'..':?-:,(.:¿_~;~, ;'.::::<:¿.,:_'. · ~/>.~ .. :;/.~·;·'..:-.i. i;~-'~;~_,.'_:~·;, \:.;'<h:~)::.-:· \~:,; ;,'\.- ;.;:~~<::, ";:\~1~/. ,:;/-~_:::.-;.:>_:;:' '..·f~ ·:_;_.,\·, /i.,~:~::/:t;~'.::'> :·:~.:·:ii:·~·; -~'.:;,:.¡;~ .. . f;~:,·;·;~ ·:.:'.{\::'<-~~'.F./? :: :·1,~ · --. ~. . . : 

neútra .• alcáliria•{pH1 .3)•.capaz de 'detectaí:rómpimientOs•'de 'ü'ria':cadeñaAsitios•.lábiles · 
_· · -: ·.·: · , .:.' \:-:~ ;::::t2:_:--","'.'.{~-i::: -"~.~..:¿~:. \~?:.':~:: :;,(L~-,~1<:~-~;:;;,;:~:_:.::~p;~-,~.?~-;;;If:: ;·-;l_"i:.:~.:_·~:~~~~{":- ·7J_P;~:;\.~~:~¿(,~-~-~,~;,!f:_ ·;·:~ ~i.:_:' :~.~;r:~-~)\·;_;\~ .. ::·.~;:,;~'/:~ _ _:t'.;.::\~~~: ~-'f.. ·2 .\'~\~-~:':'> \:~«;·: -.:,(;;<_- .. :, , _;·i/ , 

sensibles'.~l.-álc:Slijy;~itios)r13tal'~.a.éfri~;:a.e.reparadó?,.dé.li~D~X13b.:célula~!ir1.divj.?uales ... · 

~,·g:zt."~~~~~if ~~!J~i~~jl~i~l/1~1~1~¡~1~~::~~~~~:"~1~~:< 
para• ~erifical":rómpiníi~ritcis:de(célde6f.do~1é;'p()se'resultados ·de este ensayo están 

car~ct~riia~a·/~~Frn:~.·~ciBcir6id~~~Eá;·~;hA''~e'%'.~~¡G¿ión de lisis y 1a electroforesis, ya 

que si ha~ ca~~i~
1

~·;d~ ·~~t~~ .co~di~i~·~~·s, ·¡a ·s~~sibilidad es afectada (Rojas et al. 

1999, Tice et al. 2000). 

2.9 Ventajas del uso del ensayo cometa 

El ensayo cometa es una prueba rápida, de bajo costo y con una sensibilidad 

que supera a las pruebas citogenéticas y permite detectar roturas de simple o doble 

cadena y sitios lábiles sensibles a los álcalis. Este ensayo puede ser aplicado a 

cualquier célula eucarionte. Se utiliza además para el biomonitoreo ambiental y el 

análisis de sensibilidad a radiaciones. En el biomonitoreo humano, es accesible a 

cualquier población celular (leucocitos, granulocitos, linfocitos, células bucales, 

gástricas, nasales y espermáticas (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). 
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2. 1 O Linfocitos humanos de sangre periférica 

Las células del tejido sanguíneo y en especial Jos linfocitos, tienen grandes · 

ventajas que las hacen adecuadas para Jos estudios de genotoxicidad ya que se 

puede obtener fácilmente una población celular numerosa (E van~ y:o·Fii;~J:1~;;19-75) .. -
Los linfocitos circulantes están normalmente en Go (en fas~ decr~poso)'.déJ . ' ' ; .. _ ; ; ·:. .-'•, .. ,._ .•.. -· ' .. _ -~ . : ' 

ciclo celular mitótico,. usualmente son utilizados en ésta .fase, 'ó<~n :'divi~ión 
estimu_lados con mitógenos sintéticos ó extractos vegetales co~ p~o~i~dades 
mitogénicas (Evans y O'Riordan 1975). 

2. 11 Factores que influyen el daño genético 

Los agentes alquilantes inducen daño en el ADN y son capaces de producir 

rupturas durante su reparación y también en los sitios lábiles sensibles en un medio 

alcalino. La electroforesis unicelular alcalina, permite Ja detección de estas lesiones 

en función del tiempo (Tice et al. 2000). 

El daño ocasionado se debe a factores múltiples como, el genotipo o 

polismorfismo genético, metabolismo, la edad, el sexo, la dieta y la capacidad para 

"reparar" el ADN, por la· generación de radicales libres por estrés oxidante, por el 

tipo y tiempo de exposición a los agentes químicos. Muchas pruebas se han 

desarrollado para detectar daño al ADN, desde las bioquímicas espectrofotométricas, 

citogenéticas y las basadas en Ja sedimentación del ADN dañado, pero todas tienen 

diversos inconvenientes que pueden resumirse en que a mayor sensibilidad del 

ensayo, mayor costo (Morley et al. 1983) . 
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111. JUSTIFICACIÓN 

La Organización Mundial de la Salud clasifica al grupo de las triazinas: 
. . . 

atrazina, simazina, cianazina, metribuzina y a ·la >ametrina eritre otras; como los 

plaguicidas más tóxicos y que en condi~i()q~f9;;,;~;l~~-dk Ü~6"~~-;;~~~J1~-ri-;ri 16s 

tejidos de los vegetales y· los·. ~riJ.11,1~}.~~-.'.~}~~J.i~D;f¡,~,~#g,.eut~~~ni~~;··f~fÉt~f ~~9ico; 
y teratogénico para .1.os. seres vivos;;(Rit>,as.'~t ~/.';"19~8,{JuhnHa,·et'-f''.~[1993,:.Davi.es. et 

~'· 1994 ). Vario~ .. a~~o.r~~:.~~2At~~rH~i;ug~;~;~~J~~~~ií~~~Hís~/.).:~i:~.~·~~:~~
1

\~t~qJ,~+.t~i.i~os . 
t1 pos y mezclas de. las• tnaz1 nas•• y., la man1festac1on : de· neoplasias: tanto; en'. arn mal es 

como en e1 h~~e.~8:~-{~~f ñ~~~~m~'.sI~i~-~~~¡1J_\1.~~f~10.- .. ~/-~<:0_,,f-~~i1t.·;~[~{t;;:~:.J:,:,;.,~-~~)·5·•;y·· .. 
En México•asi como·en otras partes del mundolos·herbicidas triazínicc:is;·como 

. -.- '. ·._:;:·'.::::.~ ::'.._};~ '?~'.{.?)::; ~~:r~~;,: ;:y.\1 : .. ~~; ·. ;:i!:~·r. ~}.~~ ;\~~>·t}~((_ .:>~~-~::;¡~·:: :::~rJ~ ~->)t~~ ,·:i~>~3\·'.'_, -~~~~y;_ ~;:¿fr.:~ <~>?;·, · ;~.Jf~: _:· /;~:):\ / ?~--~_:_~:: 1 ~-~<·'·;~>~ti,(.~:-~?::::; .. :· : :. . 
la ametrina,· ·~~n;:a7perj~(jos. ~1l;,div~rsos'.5ultiv.o,s}~~rl}ª.íz,'.·'.sorgo;:;,caña'~;de 'azúcar, 

café, piña,-.•.z:hªt~r)~~"i~,f·~.~11:~f 6~r~~'.-~~6n';P,'dco~··1~.~···~·~t~~i'6fsob~~:~8'5·~·~tiv•idádes 
mutagénicas y citogénétiéas>en húmanos; animales y plantas. Con base. en estos 

; . . .-· ". : "./> ..... _>:;! ;;;:::~·~:,--.. ,,. :'. ~- -:·;· .- •"- .· . . . 

antecedentes se investigaron los efectos genotóxico y citotóxico de la ametrina y el 

papel del metabolismo de Vicia faba in vivo, para biotransformar al herbicida en 

promutágeno y como prueba para analizar el daño al ADN el ensayo cometa o 

electroforesis unicelular alcalina, empleando a la raíz de Vicia faba in vivo como 

sistema de activación metabólica vegetal, para lo cual se expusieron directamente al 

herbicida y a sus extractos junto con los linfocitos humanos de sangre periférica. 



IV. OBJETIVOS 

1. Evaluar el daño genotóxico directo del herbicida ametrina aplicado a 

diferentes concentra6io~es en los'. linfoC:ito~s: hJrri~nos ~e. sangr~ perifériea 

(LHSP), mediante ~I ens~yci~~m~t~ ~·~1~6tr6~o~~si~Ji,i~lúl~~ alcalin~ .. 
__ -;--:>..:.·~:~-'-:~:~~-- '..·'.'. '\.".~~" ... :.-,,- .'.;,~;--. ;.,.:,_, :''.<;,.;_j_·:_.:(:c_. ---~~·,_· __ e;"-..:-~·:_:.:_:, __ -- .• i:-~.;.--,:~_-,.:~-o_-:":_:=-.-c-o .. ' 

"- ·"·' ·._:'< 1-:_" __ :-,-::;··:: ~-~-~~,---~ ·~=-·=-=c;---~',.]~-,·';,~~!~-·c::.-::···°""'«'--~ ~-:\-::·---:-:·_:;::-·.·,· .. ·-~.-.. •-o_::·--·~:_ - r<.:s:~~- ;-:_> 

2. Determ.inaj:)~!U~/~~~'~EL~~~'.{~;s;~~~A:~:W;~~J1'~8~~~· ·~····· ·t~.av~~~I~.~1/~~~ta~.~li~mo 
vegetal (acti\'aé:ión {metabóliea iin 'vivo) realizando. tratamientos /en :.las ra ices 

· /i.;~ · -'·:'·--~'.··;}>.·~i~~)·rr~~,~~;_-;:\~X;~'.4-~·,--~~-·~~7-~.¿t'.¡h'(_~-;~~~~/:·-'.~;:\f.-;i): < .. :- - .· · · : · · --:: :',':::-/; .. · ::':-:'<:-::'.:-'~::.~~7·~~~'::·_,",:.~::::.·:t<~;\- y:~~.,.,,·-_: 
de. V1c1a faba,oco1ncubando·:sus:extractos junto con los.LHSPy.:utilizando al 

. ·o , ,, ••. :· :·-" ,::·;. :.~:.::~·;·~~.~ •. >;·.~~~~'.,;~~'.~'.:;j~\:.';A~.::·~:;:;.r~:c.~.·j}'p~~-;;::·: ;:: ~: , . . :\ < .. , ~- . . . . . .. : , .. ,._ . -~:_;:,;·_~-•,:'.)1~;·::·\=!:~ :,:·.<·;";·.>:_·: :~~~·· ·::'- ¡-.;~" ., , 

ensayo cómeta',éomo prLfobá de la· actividad genotóxica de .1.os níetabolitos'; 
»-"·'·. ->(·.··:;··~~e-~:.~--~·(~":. ~'~ ;';;,_:, :~.:.-\···.:~::~:\:.:r :¿~ .,·_':;: . . . . <." :· ~;- .. .. :·. . . . <,: • 

.-;:_ ... ~¡ e\- 1e _ , :-·,· •• -·· •::;~.7. ·-~/·?:'-·::(·;; 
. ' :- ~~i-.- .~ ~ ·;:: ... , . 

: .-.·.·,_ ... ".;::·_,·.,,~,,·;·, .. ·/·:. :¿ .. >··J>-:·:;.;'-.···.:.~;. __ :_:./"··,·.:.:.-__ · .. ' ·, .- -:. '.·.;'.~~::::::-:-f.< .. '-.·.,,'::.__._,~ ~~:: .. ;.·.-· 

3. Analizar elefectócitot9)dco del herbicida ametrina en los Hnfoéitos con y sin la 

particl~~6iÓ~'ci~ l~;~~tiva¿ó~:metabólica de Vicia faba in vÍ~o:'.<, . . . 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Propiedades físicas y químicas del herbicida ametrina 

COMPOSICIÓN: 

NOMBRE COMERCIAL: 

NOMBRE QUIMICO: 

TIPO DE PLAGUICIDA: 

500 g/L de (Ametryne). 

Ametrex, Gesapax. 

(IUPAC) (2-etilamino-4-isopropilamino-6-metiltio-s-triazina) 

Herbicida selectivo del grupo químico de las triazinas, pre- · 

y post-emergente. 

Este compu.E3sto .es .. una sustancia blanca con fórmula molecular de 

C9H 19N5S, pes¿ rífo1é~~1~r de 227.3 g/mol, punto de fusión de 84-8Sº C. ;, presión 

de vapor d~ a.4 ><1"0:~.:;i1n,:·'.A8: ª. 20° e y solubilidad limitada en· agua di\ as ~g1L su 

Pka·e:~e~),,(~~~.~·~'.i .. }}i{.·f~}"'.·c·f~i.:; , , •. ·.·•...... . •. ·····•· '..~¡;~.~;(,' ;·.: · 
. Es muy soluble en muchos disolventes orgánicos incluyendo hexano> .. tolu'eno, 
: - ":- ''. .'·>:::> .. ;_--·,_<-: :-: ·- < : - ··:·' ·:, __ ._: • -· .< ···::.·, __ '- --~:-~;:,:,-::'~.;?{<'\'.:;_ .. '. - . 

metanol'y acetona (USEPA 1987, 1994); no es inflamable ni corrosivó,{estable en -- ' ' . '.,..:•_. ,'••. , 

soluciones neutras, ácidos débiles o básicos, se hidroliza en soluciones de ácido 

f~erte (pH 1) y/o base fuerte (pH 13) a un derivado inactivo,. ~¡ 6~tiid~b~i ··•· (Roberts 

et al. 1998), se descompone lentamente por la luz UV. Concentración CL50 oral 

(Rata) = 1.405 mg/kg. 

CATEGORIA TOXICOLÓGICA: Producto técnico Clase 111 

PERSISTENCIA: Moderadamente persistente 

EFECTOS ADVERSOS AL AMBIENTE: Muy tóxico 

Tratamiento en caso de intoxicación: No hay antídoto ni tratamiento específico, 

sintomático 

44 



Este. he_rbicida. es IJ1UY .tóxico E!n l()S hlJmanos, .1c:issíritom.~s'que preseritan por 

una exposición~agudaa~Ías~dosiS:.alt~s'°inCluye'náus'eas'; vómli07:"ciiarrea, 0 debilÍdad 

muscula.r_y isali~~ción excesiva, irritación moderada de • ojÓs,;·.~iél ·y/~I tracto 

respirat6rio .. sü'c'L6Ó~or~1 para ratas es de 1, 750 mg/kg (Bo~1o ·w~).(Úsee.4j'ée9). 
La CLsd d~r~ic~ para conejo es > 10.2 mg/kg, para rata CLso ~,f31'Qó%~1~~. p6r 

-'--. ~"O=-¿c-~:;. -¡,- '·.- ·- '7: ·. - .• - - ~ ---~,~~;(~~7.f~:-~-~~:.¡;,~~>~~~-'--~,":~~-7-~:-.~ .-~· .-
i nhaladór:i .eri ratas albinas es > 27 mg/I por un período de 4 horal;;Ja·~CL5():> 2.2 

mg/Lt poi;\;'.66r~s (USEPA 1994, Asongalem y Akintonwa 1997). · ..• j{'\'..>: :· 
Laa'met}ina se considera tóxica en aves y abejas, porque la:CL.50: ~o'r~~días' · 

: . .-"> <·:.:;:=h::.··~.\-~, ·.. .: '. · .. '.~.,. _.-'-ó_'::~ .. ~-:;;':,·:" __ :·.~~-:::-'· . . ::.:::,>. ;;.;.;':_;·:}f~~·;_·~ y.J<;_~: ~~:};:'._-.-: 

en1a codo~niT:.b1anca es de 30,000 mg/kg y para e1 patoreaí es de/23·:.ooo·~g/kg 

(The Agroc~~~ic~ls Handbook 1984) (Diccion~rió de Especia.lidaC!e~·A~fdtjGíriiic~s 
:···{\\. .. :/<• /> . , .. "':~ : . . ¡·',. ::.:~,·~\--:r '-,_~~, ·~·~·~-I';.,'. 

1999) <•> :; . : ;.•r<, ;:,, :>;;_,.; ,,·.,; · 
· .. :, ··"''·:.:\>' .<::,' ; ' ', ' ' ': .,, :.·-.. : . ',, _·.. : .. :•.,< ,'·.,,:,":.·;· :; :" 

Para organiSfl1~S' acúáticos es moderadamente tóxica; la CLso para la trucha 

arco iri~ ~;pÜ~~'~;'~6}:~~ 'h ~s de 8.8 mg/I, en cambio pára la agalla azul es de 4.1 

mg/I y para el pez arco iris es de 14.1 mg/I (Meister 1992). Y altamente tóxica en 

crustáceos (>1.0) y moderadamente tóxica en moluscos (Brigss 1992). 

5.2 Aplicaciones de la ametrina 

La Ametrina es un herbicida con acción residual prolongada, se usa para el 

control pre-emergencia y post-emergencia de malezas de hoja ancha y gramíneas 

(USEPA 1994). 

Asimismo es útil para el control de malezas de hoja ancha, en las plantas o en 

vegetales comestibles; maíz, sorgo, trigo, papa, caña de azúcar, café, té, palma de 

coco, piña, plátano; en árboles de toronja, de naranja, de papaya, para el control de 

toda la vegetación de: verdolaga, bledo, batatilla, amor seco, ambrosía, garrachuelo, 

mostaza, hoja de terciopelo, hierba ganso, cola de zorra, y gramíneas, paja mona y 

guarda rocío (USEPA 1994). 
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_ . .,' -, ' - ¡ _' '-' -o __ - ~+_ ~- -_ - • _· ,_ - -= 

La vida · 111edi~ ,de . esta dase de • herbicidas es de uno a seis meses 

dependiendo del tipo~cJe"slJ~1C>'y1~'s-dmaidonJ~'de intemperisnio, su movimiento es 

por lixiviación d~bido ~ l~··gr~~ sCJl¿bil,id'ad en agua (U SEPA 1994 ). 
· · :., ·-·::::· ·· ~ :·'.:t~:~- , - -- · .-;p:-,-·,~-::-~:·r,, 0~;r·-~;s,~-~ }~,~~;-'.·.--

La amet;ini)e~!~~t~8;:~.~~ pH neutro, débilmente estable en medios alcalinos. 
·. ._ , , _ -.-.-~~-/:·.·:·}~~·/:··~.:::-:~:N~·~·~.t:~~f:::~~:;···> .. ~,'::··. ·. :'· _ _ _ ___ -_--,·- __ .. _____ -

En hidrólisis, es un''áCidcf'más-füe.rte-Cle pH =1 y fuertemente alcalino a pH =13, en 

forma de 6-hidroxiderivativo es un herbicida inactivo (PM). Se ha reporta~~ qu~ tiene 

una degradación microbiana temprano primaria, en suelos con CL50, Valu~do~ en el 

rango de 70-129 días (PM) (USEPA 1994). 

5.3 La electroforesis unicelular alcalina 

La electroforesis unicelular alcalina es fácil de realizar y se tienen resultados 

aproximadamente a las 48 horas. La base experimental-teórica del ensayo cometa 

consiste en cuantificar el daño inducido en el ADN en células expuestas a agentes 

químicos, físicos o biológicos utilizando suspensiones celulares mezcladas con 

. agarosa de bajo punto de fusión que. se dispersan sobre un portaobjetos con una 

capa de gel de agarosa de fusión normal. Después las células son colocadas en una 

solución de lisis celular, y posteriomente se hace el corrimiento a diferentes voltajes y 

amperajes con un amortiguador a pH alcalino, bajo estas condiciones los fragmentos 

del ADN de las células con daño migran fuera del núcleo para desplazarse en 

dirección al ánodo. Cuando el gel es teñido con un colorante fluorescente como el 

bromuro de etidio, cada célula da como resultado una imagen similar a la de un 

cometa con cabeza y cola brillantes y las células sin lesiones tienen núcleos intactos 

o sin cometas. El tamaño de la cauda depende del número de fragmentos rotos 

producidos por el genotóxico. De esta manera, la intensidad y la longitud de la cola 

del cometa son parámetros del daño inducido al ADN, pero además se puede 

evaluar también la sensibilidad diferencial intra e interindividual de las poblaciones 

celulares, la resistencia y la reparación del genoma dañado, la inducción de la 

apoptosis (muerte celular programada (Rojas et al. 1999, Tice et al. 1990, 1991, 
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1992, 2000). Además con éste método se puede establecer la relación 

concentración-efecto de los rompimientos inducidos por contaminantes ambientales. 

5.4. Aislamiento de linfocitos humanos de sangre periférica 

Se centrifugaron a 2500 rpm por 30 minutos, 1 O ml de sangre heparinizada de 

un donador sano, se aisló la fase de linfocitos y se transfirió a dos tubos .de 

centrífuga estériles con 3 ml de solución de Hanks (Gibco); los .linfocito.s .humanos se 

pasaron con pipeta Pasteur estéril a otros tubos c~n un gradiente dE:! Fic:bl,(Gib~~) . 

con 
5 ~~· t~:n::~i~i~~gf::: :e 

1 1~n~~~~~.~~fiªg~:~i~:Jil?~n 1s ~L}.ge{~b10ci~'~ ~~li~a 
-:-,:, , -~ .~'~ .. ~-::~_:-,{ .. :5· :::t , .· .. -, . -.,_>·· ": :·:~·~ -..: > -. ,\{;:,'.::··-~~~-:>~'.'._1,;:~1--:: -}~'.r. ':-·:::·,· .. :.: ~::':\~~'." ::_,. 

de Hank's balanceada (Gibco), se mezclarori·;y lavaron dos •ieces el ;bOtón;'célular y 

luego se centrifugaron dos veces ~',120~·;~~'·ci8~ant~Jo'r-Tii~ut6'~;(R·8j~~·,~T~/.'.;19s9,' 
Tice et a/.2000). ' iC .: '.'':;·' y > 

·P'ó;it~riormente sé eliminó··~¡·~~br~,n~dante y se agregaron S ml 

RPMI 1640 (Gibco) más S µL de antibiótico (1 %) para incubarse a 37 ºC. 

5.5. Cuantificación de linfocitos humanos 

Se mezcló bien el botón celular y se registró la cantidad de linfocitos/ml de 

medio en la cámara de Neubauer. 

Se tomaron 1 O µL del botón celular y se colocaron en la cámara de Neubauer (se 

requieren alrededor de 1 O 000 células por muestra). La fórmula utilizada para el 

conteo es la siguiente: 

Nº Linfocitos / mL 

Nº Un = (nLin) (2) (10000) = Nº LH!mL 

4 
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5.6 Análisis de la viabilidad linfocitaria 

Se determinó el porcentaje de la viabilidad linfocitaria dentro. del rango 

fisiológico de (94 %) con el objeto de estimar el pÓsible ef~cto citótóxico del 

plaguicida a los linfocitos antes y después del trat8,~ento: Se rn:o~:L~~~~ 10 i:~ d;cel 

botón celular más 1 o µL de tinción dual, (diacetato deflLioroCeína-brcirnuroci,e c~tidio) 

por 3 minutos .cuantificando e1 número de cé1u1~s Ji'~~~ (Serdes> y muert~~:(,:~j~sren 
,... •• ·'-· •••••• • > ; ••• •• ·-· ' 

100 células con'secutivas, en el microscopio de fluorescencia marca Olympus con el ·. 

objetivo 40X por duplicado (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). 

5.7Tratamientos directos con el herbicida ametrina a los 

linfocitos humanos 

Se coincubaron 25 x 104 linfocitos (mayor a 94 % de viabilidad) con 1, 2, 3, 5, 6 y 1 O 

ppm de herbicida (disueltas en agua desionizada), a volumen final de sao µL, el 

testigo negativo fue el medio RPMI 1640 y el positivo, la mitomicina C (MMC, 4aO 

ng/mL) por 2 horas a 37 ºC. (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2aao). 

5.8. Elaboración de geles con monocapa de agarosa más células con/sin 

tratamiento 

Después del tratamiento todos los lotes experimentales se centrifugaron a 40aa rpm 

por 5 min, se eliminaron 45a µL del sobrenadante y se agregaron 5a µL del medio 

RPMI 164a, el botón celular se mezcló bien se tomaron entre 5 y 1ox1a5 células en 

un tubo para analizar la viabilidad linfocitaria para cada lote experimental, así como 

de los testigos negativos y positivos y una mezcla de células ( 5 y 1ax1 a5) a un 

microtubo. Después se agregaron 75 µL de agarosa de bajo punto de fusión (LMPA 

0.5%) a 37 ºC, se transfirió a cada portaobjetos esmerilado (gel) (dos geles por lote) 

con una monocapa de agarosa normal (NMA 1 % Gibco), se le colocó un 
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cubreobjetos a las laminillas y se mantuvieron a 4 ºC por 5 min, se quitó el 

cubreobjetos y se adicionó 75 µL de LMPA (0.5% Gibco) manteniendo la preparación 

a 4 ºC por 5 minutos (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). 

5.8.1 Lisis celular 

,.: ' 

Se colocó en una solución de lisis final 2.5 M NaCl(Sigma), 1oo mM EDTA 

(Sigma), 10 mM Trisma base (pH 10.0) (Sigma), oiVráo;:;(sigrna), - 10%, Lauril 

sarcosinato de sodio (1%), Tritón X-100 (1 ºlo) (Sigma)t~~r6r~d~-~-1-00'.m1 con 1 ~!de. 
Tritón X-100 1% y 10 mi de DMS010% en vasos Kbp,li~ ~4°c,i1'h ant~_s de terminar 

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

5.8.2 Electroforesis unicelular alcalina 

Después se colocaron los portaobjetos en la cámara -de electroforesis y se 

cubrieron con amortiguador de NAOH· (300 mM) (Sigma) + 1 mM EDTA (pH >13.0) 

en luz amarilla, a temperatura ambiente por 20 minutos para desenrollar el ADN, la 

electroforesis fue constante a 300 mA y 25 V por 20 minutos (Rojas et al. 1999, Tice 

et al. 2000). 

5.8.3 Neutralización 

Los geles se lavaron 3 veces con amortiguador neutralizante Tris (0.4 M pH= 

7.5) por 5 minutos en obscuridad (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). 

5.9 Tinción del ADN 

Para la observación de las laminillas en el microscopio de fluorescencia, a los 

geles se les agregaron 50 µL de bromuro de etidio (10%) en obscuridad, por 3 

minutos para teñir el ADN y visualizar el daño (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). 
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5.1 O Análisis del daño sobre el ADN 

Para analizar el daño del ADN en 50 células consecutivas se cuantificó el número 

de células, sin y con daño (sin y ~en cometas), para determinar.~l~~rcentaje de 

migración del ADN se midió el diámetro de la cola y la longitud del. cometa con el 

objetivo micrométrico en un microscopio de fluorescencia, con filtros de excitación de 

515~560 · nm y de barrera de 590 nm, la observación se hizo por triplicado con 

objetivo 40X (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). 

5.11. Activación metabólica vegetal in vivo 

5.11.1 Preparación de los extractos de las raíces de Vicia faba tratadas con 

ametrina y su aplicación a los linfocitos humanos 

Las semillas de Vicia faba (var. minar) se pusieron a germinar entre dos 

capas de algodón humedecido con agua de la llave, hasta que las raíces principales 

alcanzaron entre 4 y 6 cm de longitud, se sumergieron en las siguientes 

concentraciones: de 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm de ametrina (disueltas en agua 

desionizada) y el testigo ·negativo fue solamente agua desionizada, durante 4 horas 

en obscuridad y a temperatura ambiente. Para comprobar la capacidad metabólica 

de Vicia faba se empleó como testigo positivo etanol (EtOH, 98% de pureza (Sigma) 

3600 ppm (1X10-1 M) bajo las mismas condiciones experimentales, el cual ha 

mostrado ser promutágeno activado por el haba al incrementar la frecuencia de ICH 

en células de criceto dorado tanto in vivo como in vitro (Takehisa et al. 1982, 1988) y 

en linfocitos humanos en cultivo (Calderón-Segura 1993, Gómez- Arroyo et al. 1995, 

Calderón-Segura et al. 1999). Transcurrido el tiempo de tratamiento las raíces se 

lavaron con agua de la llave tres veces y dos ocasiones con agua bidestilada y 

desionizada. Posteriormente, se cortaron 2 cm de la raíz principal, se maceraron y se 

homogeneizaron con una solución amortiguadora de fosfatos de sodio monobásico y 

50 



' e • - • '~ • 

. dibásiC() .(Natj 2P.04.H~O y respectivam:nte).0.1,M 

· temperatJrade 4 ~C; ~ª.Hº~Pg~n~izaPon'en.•Un-rnaceikd~r'~f3-tejidds\/egetales de ·.1 

ª 2 min. · .. ·.L,~ .• r:.l~c:i~9.;é;:~~gf ~,W.~·~,~~.e&¡~,i~~1g;~ió~~•·.~rn~Jti§;¿.~"&~;~(.~h}Sc~~ .~1 ..•.... eeso 
fresco de los cortes deJa raíz (g), füe''de 1T1 (Takeli1sa et al. : 1982); .; .~.· << ,: ;, . •. . 

~>:::·_·.·)~(~ --fr:::;:.' .. '.'._::\:: __ -:,~~;·.,,_::·: \~j_;~:_c~-.,(::~.::·- ~::'«'('.\:'?.!:~'.-:"¡{'}-~?( ;'~/'·\\. ::_::/~·:;.{~.:.·:-;:_;···-~~·;·'.~ ).~{:<:: ;·:\:::··>/;;\'.···::~'\:-0:.:'.,;;"""0_>·;: t::-·--~--- -~_~:.~::(- .· _, .. ·· ... ', 
E1.· .. homogeneizacio':1se·~·u1ti"acenfrifUgó :por:3o •min;ta:'.,11 ;500/rp'íl1 ;·a A'ºC. ·.El 

- ··:: :~· .. '.-. · ·::\~;:· -·(''.':'.i;·.;: .:?.:)·;-::·:::(,:·:::~:r: _.-~~,::~·;', ~(/!:\/.f./~:-y·i:;)t;_;>='if({:;);_-;_1~'.:;./_ ... ,_~:-:,._;::;~~::.·>;·}.'-t:~:::,~'::::,'lf1¿~.ri~~~:-~-~;: .. ;· ),_T;~~;::·:~:dJ_C'<·i~/i,~~~-~i, l;~-~-~~:, ~ _:_ :,;' _ , · __ ----~· ··- . 
·. sobre,nad~nte'.'"~n.'elYcúal f ~~r~.~contrar~n·.·. los~proau9tps:genoto.x1co~.~deJ plagü1ci d.a ··y· 

~~1 .• •et_~F0f ~·~,~Ys~fü%l~fr~~Fi·~E~'6~\r~:~i§~·~:-~1:'.~,·~·;~~ci.~{1~~~!lY~:::~~~'.~'.~j'.~~i1'i~~,r~n· por .. · 
f1ltrac1on m1l1poro (0;45 µm) CJ"akeh1sa yKanaya',19.83);y se apl1caronpostenormente 

' " ,_:;: .· ' ;·.·. !<)~ ',· .. :.::.. 

a los linfocitos humanos intertásicos. . .•.. i 

Testigos negativos .. ·. . .. .. 

a) 25 X104 de linfocitos humahos in.ie~ási6os,+RP:MI 1640 

b) 25 X 104 de linfocitos humano'~ interfá~'ido~·+:RP.MI 1640 + 2~ µL de .extractos 

de las raíces sumergidas en·~9U~·~~~i6~i~~d~·(fr~c·¿ión'microsómica S10): 

Testigo positivo · .. ,., '•'·· '':: ' ' "' ' ·:· "~; · •.• •••·.··.·······.·.·· .·.'~•······ •••... ·.·•·.··••··· .. ·. '· r', . 
a) 25 X104 de linfocitos hum~nos interfásicos + RP~r1'6~()''ffa~·~Ü:d.eextracfos 

de las raíces tratadas con etanol (0.1 M) y se c~nti~GéJj~Jé~r1¡~:'~6~6en' los 

tratamientos directos. <'.' ;'U,,>'.'' > · 
. .. ._,. -

El volumen final en los grupos experimentales, en los testigos negativo y positivo 

fue de 500 µl. 

5.12. Esquema de tratamiento (2 horas) con los extractos de las raíces de Vicia 

faba tratadas con diferentes concentraciones de ametrina 

20 µL de los extractos de las raíces de Vicia faba tratadas con 50, 100, 200, 

500 y 1000 ppm se aplicaron a los linfocitos interfásicos. 
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5.13 Determinación de proteínas totales por el método de Bradford 

5.13.1 Extractos de las raíces de Vicia faba con y sin tratamiento con ametrina 

aplicados a los linfocitos humanos 

La concentración de la proteína total en los extractos utilizados en los 

tratamientos con activación metabólica in vivo se determinó utilizando el método de 

unión reactivo-proteína de Bradford (Bradford 1976) de la siguiente forma: 

En tubos de ensaye se colocaron 20 µL de los extractos de las raíces tratadas 
.. . ~ . ' .. . . '. . 

con ametrina y los testigos negativo (extractJ~ de las raíces sumergidas en: ~gua 
desio~izada) y· positivo (extractos de las raí~+\ratadas con etanol 1X1 0"1 M);rnás 

200' mi d~I r~~;ctivo de. Bradford, 780 . mL de'.~a~ua desionizada se agitaroH , ~~ 'u~ 
vórtex. e inmediatamente de realizaron··~j'i~s •. lecturas a 595 · nm ,';~n'L·Gn 
espectrofotómetro Zeiss PMQ11 que fu~ '11~~~ad~· .~ cero. en densiciaci.6ptic~'·~c~~·~I . 
b-lanco de agua desionizada más el colorante

1
y .. I~ soI~ció,n. salina·. P-~~~Jeí%~1'6J16 ~e 

las concentraciones de proteínas se re~iizÓ 1éi·:~JrV~,f~~tr~~i9aci,}_éi)'ti~~JrÍ~:·:~éri6a 
bovina (BSA, Aldrich), haciendo diluciones a partí~: c:l~}J~~')s~1G:~i·ó·n;;·'8?•n::· ~na 
concentración de 1: 1 con agua des'tilada. Las det~rml~~cibn~~· ~~"'. ~i6i·~;on ~or 
duplicado. 

6. Evaluación del daño del ADN de los linfocitos humanos 

Para analizar el daño del ADN de los linfocitos humanos tratados directamente y 

con los extractos de las raíces tratadas con las diferentes concentraciones con 

ametrina, se determinó el porcentaje de daño en 100 células consecutivas la 

presencia y ausencia de células con y sin cometa en el microscopio de fluorescencia 

Olympus (con objetivos de 16X y 40X con un filtro de excitación de 515-560 nm y un 

filtro de barrera de 590 nm. 
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6.1 Análisis de los Cometas 

Para determinar la migración del ADN se midió longitud de la cola o cauda (µm) y la 

cabeza o núcleo con objetivo el micrométrico a 40X como se muestra en la 

siguiente figura: 

A) 

B) 

C) 

TESIS C':1N 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 10. A) Linfocito humano con daño al ADN en forma de cometa. B) Medición 

del diámetro del núcleo y la longitud de la cola o cauda. C) Linfocitos sin daño al 

ADN (sin cometa) (Rojas et a/.1999, Tice et al. 2000) 

VI. ANÁLISIS ESTADISTICO 

Con el fin de evitar prejuicios en las observaciones, se reetiquetaron los geles. 

en todos los casos se realizaron tres experimentos cuyos valores se compararon 

entre sí, mediante una prueba " t " de Student, posteriormente se aplicó un análisis 

de varianza (ANOVA) y la prueba de comparación múltiple de Newman-Keuls. 
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VII. RESULTADOS 

7. 1 Tratamientos directos con ametrina y mitomicina C 

a los linfocitos humanos 

Los tratamientos directos con 1, 2, 3, 5 y 6 ppm del herbicida ametrina a 

los linfocitos interfásicos por 2 h mostraron resultados negativos en la .inducción 

en la frecuencia de células con daño (con cometas) y migráción del:j\DN, con 

respecto a los valores del testigo neg~ti.vo(Tabla 1 y.grá~ca 1{J<:'· .•.•. ~.·.· ... 
El testigo. positivo, . la ñi"ito;~·ic'ig~ 'é CMMc5 4bo ngfml), produjo 

incremento de células con daño (con cometas) y migración d.el ADN con respecto 

al testigo negativo (Tabla 1 y gráfica 1). 

7. 2 Tratamientos con los extractos de las raíces de Vicia faba tratadas con 

ametrina y etanol a los linfocitos humanos in vitro 

Al coincubar los linfocitos humanos con los extractos de las raíces de Vicia 

faba ( sistema de activación metabólica in vivo, tratadas con 50, 100, 200, 500 

ppm incrementaron del. 40 % al 60% las frecuencias de células con daño (con 

cometas) y aumentó la migración del ADN (Tablas 11 y gráfica 11) y con 1000 ppm 

de ametrina obteniendo una relación de concentración-respuesta. Con el etanol 

previamente activado por la raíz de Vicia faba se indujo 100% de células con daño 

(con cometas) y mayor migración del ADN (Tabla 11 y gráfica 11), al ser 

comparados con los datos del testigo negativo (fracción S 1 O de la raíz de Vicia 

faba sin tratamiento) (Tabla 11 y gráfica 11). 
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7.3 Evaluación del efecto citotóxico de la ametrina y etanol con activación 

metabólica de Vicia faba in vivo 

El análisis citotóxico de los linfocitos expuestos directamente con 1, 2, 3, 5 y 

6 ppm de ametrina reveló disminución de la viabilidad celular hasta provocar 

muerte celular con 1 o ppm del herbicida con relaci.ón a los valores deUestigo 

negativo (Tabla 111 y gráfica 111). , , 

.c.ua·~·~·~· .. ·~!~:)·,~lni~R~~~~;L~;~~/,i~,t~~);\~fé:p,~{];1yq?~~{n?.ktt~~~,~für;i!,~~1;·~~~~~:tos .. de 
las ra1ces ·de N1c1a:)'faba .tratadas :.con\::50,•\;1oo,,,~200;•;,500,.ppm .y·.1ooo~ppm de 

- -. e:.-.. :\/;'.'. :<-?·· !'.·i~~::'.;,:-.. ·~':/¡;;:~~);t:r,'::;·::·-~~Í~~:\~::'..(:·;\~~-;~?:~~ :.·2,~:f,~;-t: -~'.~-,;~;·':S~':'.:ii:::./}f:~';V -~~;.~,.=,;';;~_·J~-:.:: :: > .· .. -·_·_ ·. :· ._;.-r ,~::~·.:: ·-:/;: .. · ·. :·~:·:·n--- :?~'.r-:···-~r:-_ . ·-,:-;' . 
ametrina. (si~tenia''de.:a;ctivación~metaboli~fvégetalin.vivo), deséerldió'la:yiabilidad•. 

1infocitari.a _·iln.tod~~~-.·,~·~··¿¡;~g~¡;fFa'bi6~~Jr~h~·~~~~~s··co~trastadas con •. ,.cig·datos ..•.• de1 

testigo negativ6(ffad-~iÓh(~~~i,~átl~~<t#Tt(~rn t'fatamiento) (Tabla IV) .. ·· En' el caso 

del etanol previ~~~nt~ ~cti·~~d~·po:~ I~ r~·¡~ de Vicia faba no se evidenció alt~ración 
en la viabilidad de las células humanas (Tablas IV y gráfica IV). 

7.4 Determinación de proteínas totales por el método de Biorad de Bradford 

en los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con ametrina 

La concentración de proteínas totales en los extractos de las raíces de 

Vicia faba tratadas con las diferentes concentraciones de ametrina, etanol (testigo 

positivo) y en la fracción S 1 O (testigo negativo) usados en los tratamientos con 

los linfocitos humanos in vitro fue de 0.5 µg/20 µl. El pH del medio de cultivo 

(RPMI 1640) más linfocitos humanos coincubados con la ametrina y con los 

extractos de las raíces de Vicia faba expuestas a diferentes concentraciones de la 

triazina estuvo dentro del rango normal de 7.2-7.4 del testigo negativo. 
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VIII. DISCUSION 

La ametrina es un herbicida triazínico ampliamente usada en la agricultura 

mexicana para el control de malas hierbas de diversos . cultivos de . importancia . 

económica como maíz, sorgo, caña deazúcar,piñ~,'~fé~.tc.~.~: ·•· ......• ···.··•·•···.·•···.· 

Alg~~n~~ ..• ,~~,t.~.~\g~. • .. ~an ev.ide.~ci~~~· ;~r:ii*~Y~~2~~~~.fa~,;:iY}.rr.0ta.ié~~iC:."~· ... d~ 
algunas •. triazirias·cen ;;/:sistemas•. biólógicos in' vivo/e/in. "vitro/ sin f. y··. con.aétivaCión 
.· _ . _. ,:- _ < ·.: .. ·;:_;~~~";_\:f?·::l-~i;g,~;,:;::;~.E~r--1· ~{.<·'::__;-::;\---·: ·,:_.· ,_: ·--· ·:_::>:_;,;:~>: :~_-_·:·.1-:'.;<: ,~~'.°-': ··:1::,.:~::c.:_--\~~~--r~-'1-:t;'.;,;;:-~,~~~;-;;$·;;;.;$;:_~\--' ;.::;'·:--(''-.\-~.:-;-.;:_ ::' 7~< -~:{:/:~ '-:~~t--:_. •. :~_::·é~: .. =/.:·;~~,:--:.::-->-
m etaból i c~·arJi. nja I y'yége.taL:T~rres:et.a/'.•:.(.1~~2),•degi()str,a.[?9'.ni,ut.ageni~jdadc;.on'la 

atr~.~iq~y;~:rHte'G~~?&hl~~:·tlli~.(~.ig~~~~~c~~.<~~r:~~;fü.f-;~t~z~t:.·1;<J~~.~:F~:~~~~J.~f;~~0·•·;f €~1.~ .... 
genotoxi cidaa .de·; li:Íf~trazina¡·ocorJ:el,; ensayo de, micro'pl acátS OS len '.Esche(iéhia coli y. ·· 

... · .•~ibas \;et·: al/~ ( 1.995) .~encontraron '.;rncremento••s rgnificat.rvo1: en \Ja ~m igracion '•:del 
':_ : .: : ;., '. ) ;;,.\ ~}r!):_ ~{;~; .:~.~t~Y~t~ ::ii~(, 1~?:.l:;;~~:;J,:.;-~: f·f~~~i, ~ .. :y~;-S"·;:··::'.:~~ f t«". -~!;p~.' :-.: ¡ ::~~t,;'..~: _: f-~1t'.~~:~~{~~f (;t§M¡? j'.~.f ~(;\>;~t:8J,: ;~ ~: ·~r~ ~-!bS,~-:H:t.z~;:·-;~\f\~r:~k%~~-i' ';i,~~-!~;~~,'::[:~t\~;_: :: !,;:::~~' ! -~ t-;,. _: . 
ADN en;lrnfocrtos,húmanos en;.cultrvoicoincubados'•con'la••atrazrna;rClements•·et:a/. 

• _,_: ·: t_ :. :;://' :_.~J'é~~~·1\:{·:}~~-:¡i:/Jt;~~:\~f;J-'.fr:~~t;;'fi_~:~·:¿.~-~~:- -~~:Ji:>)}}~~ii! i;;~~~fi~-- ~· 1·0t ::"- -~·~~t-::.· ;1~?:?~~: '.t~L ;~~ :'.·~·~j;-'.: :~i'~· :~-~-... :.:··>";~-~ . :·~.-.;;, ::. ·::-:o··:-~:-~·::~.~) :':,~;~,;:A·: ~t2·~~f:· ~,;,~ ~t:~t- )~.-,.~fL~;- (\.~<;-
( 199.7) ~erT'lostrar<:in·:aa{10 éll ADN :eh:.~ritro.cité:ls .del.ajolcite.de'1a· Rana catesbéina ,con 

... :, .'.: .. : 1·:_,;_';c.-·~~:o/::"·'»_·:~'.'-·~(:;'-~;:;_41f.~·i:~s0.'·.~:.c:.;::2":',\:_>,~\8'::·;.:~-.\:,;.":':.,~f.i!.·:vr:;-:'.,~--r1-~; :i'.f\i_:;•-,;.;."~·: .~· .. ;:_·_/ . ·; ~--:·, · .. : ._, - · _ _ · '.:;;}~-:·.:3-;¡t:·:-- ; .. ~,,;- -
. 5 triazina's'f~c atrazina/foetalochfor;·Pams'61?1• glifosat y metribuzina : con :~el i"ens'ayo 
_. -·: ... ·:- ::-v-·:··,. ·:~i~:~~-~:!~:--/:~~:if;~~;:~H·~;fl}Y~;,::~:<f:;;\'·:._':t:~' \~; ~ ;:;//· :_:·> ·->- · ·> ~f ~- -. :- --.-~ . · ·· 7 

.- •• ·' - - · ·- ., -

cometa¡·srnr,elac;r~9·de"con~ntracion-respuesta; 

.· . ~ ~~~fp~i~~ti~·jJ;'~'~JiÓ~· sobre las acciones mutagénicas y genotóxicas del 

h~rbicid~ ~~-~th~~ ~~ humanos, animales y plantas. Asongalem y Akintonwa (1997) 
" . "\". ;, 

. repOrtarcin embriotoxicidad en ratas hembras expuestas a 185 ppm de ametrina y su 

persistencia en las raíces de los cultivos de plátano y algodón, en peras y en una 

variedad de granos como el trigo. Por lo cual en este trabajo se investigaron los 

efectos genotóxico y citotóxico y el papel del metabolismo de Vicia faba in vivo, para 

biotransformar al herbicida triazínico ametrina en un promutágeno y como sistema 

evaluador del daño al ADN al ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina, para 

ello se expusieron a los linfocitos interfásicos de sangre periférica con diferentes 

concentraciones directas del herbicida y con los extractos de las raíces de Vicia faba 

tratadas con ametrina. 

Los resultados de los tratamientos directos con 1, 2, 3, 5, 6 y 1 O ppm de 

ametrina mostraron que no es un compuesto genotóxico directo en los linfocitos 

humanos in vitro (Tabla 1 y gráfica 1) al no inducir incremento en la frecuencia de 

cometas (células con cometa) y migración del ADN (fragmentos rotos) en ninguna de 
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las . concent.raciones e?sayada~ (Ta,bla, 1 •.y gráfic~. I) comparados.· con los datos del 

~:~::_jz~=~~~Jf;!:!~~fr.~~É~,g;~1~i~~1~~~~J~~~~~,~:~1t~d~1~~~~9:.1~:~ 
en el ..• int.~rc.~.~e.i&\~.~J:~:9:~~n~~~.::~~s~~~~~.('.~·~•>:~~.:~!J~r~~,c1it·~·~·h~~~b~~'.·/~'.~Hltivo .. 
tratados ·.con "ametrina • .•. y ;.rrietribuzina :I directaménte> por:4;/Y'~8 ., horas~·{~simisrrio .­

-~___,,- -- -.c~-_:__-o;·-·;~'=~~~~'.-."~;~~:~~~/;-~~~~ ~¡cfo,_,_\ ~-i.-~~'=-~~!f-~.;~~~~-~~-~~--=-~~::: ~;;~:: t0-::~~~~;::~~\~ •• ~ 7~~~~T.~--;1r-~:~~---:~~:;'f~i-:it ~~:.J.é··77~~~{T1~.~.;;:;;;-f';':'~;_::-~·; !(:--.~;:·~-~-?~-- : {:-:-_ ·. -
Kligerman-et~{al.<(2oooa)!no/evidenciaroncincremeíító>de;'ICH';:ytaberracionés ·, · 

_, 0 • :~- ~ c8_·--;;~:_'.':f~·:_<-,~;ft?~:TN;./--'.~-~--(~--:.~'U':.~:~:,:~,'.',.::.::<y_;J~:.-:;;._ ;"~:;:--.'.~:/-~:~F·.\~·-::.:.J.> .. ::;~_,-·''. '._· -.·;·->'.~.:- .-~:.:~:.;:,>·"-~":!?i<' ·,';\.: · ~~·/~~_:<-.f;iJ.:'.~·. :::'-<~ ~-;. :·-;;?:-.':::: .r.~··;?'.'·- í:~"- 1,~:.'. :.,,: r:._.:-:.~ ·'~<-~· . ·. · 
cromcisómicaá en ·~linfocito's,humanos''in '[Vitro'expi.Jestcis conYlas:triazinás .simazina, ... 

:. ,: :: .. _·:· -:.,:-:;~,·:"· ·?;·:'\: -~ -i~:>J·: '.~~-::.:·.~/:~}t-: ·\~·-f~: :::;:·(·: ~~~·;.·:::~.·-_::.:~/-::~:; .. '-:>]:.:;~-:;:; :,_·!:(;):·-~'~/"/:~-'/:·:~~::.: <:~;':,_ ·:\~i~:.'.= .. ! ::::·:.>- .:· t· iT: .. ·,:- /";_,: -:~/·}¡_'.{ ~·:"';}=· .'.'\·-~-'.>:-:'..\\-. ·~:-:·F·:._ .. _ ~_: · · · _ 
atrazina•·.· y '..cianazin,a; cef ,mismo ''efedci;ne'gatiyo~rJUeievidenCiadóTeon ••el <ensayo de 

~·i cr.º~:9,~íf~6~;'?;?~t-~i~~1f~,*~z~.#:~·r~t6E'(~1I~~E·~~~;t~c1~U(~;g,~~-:-~).: ~~,~~·· ~t •al. (2ººº> 
reportaron• actividad no .• mutagepica • de'JaS\triazinastmetribuzir:ia,\amitrole, . prometrina 

: __ , -.· ;~:,<- \ t,~=):.::. :~.~:;~:>.'._~J"&~~«\·'.?Xk7º~"'..:~:'ti; -~:.:.~é,:: ~:i:<'!-X:':-:-~;.~:_:~ :·-~:'.~; .. ,.~~; Jt~'.-·;¿ .. '.f1~---~~·.-:J-'.'~'.::~t'/:-1'·~<·-,; .. <:.::~:e.·~_iJ_\:: : º~~;_,";:.r~~~-~~~·:_:-.__ : .. y;'..::,.-:.·:.: .... ·· 
y terbutrin .·con? las·tpri.Jebas (de fmútadórú'Y ¡recombinación <somática en Drosophila 

~-. :· - ~.;:;.::';'..~-: ~:;;l';,: _:,_ ::, .. · -;,·-:·é-' !:,_>;'.· .(>-):::.-~···":"'i;::;;: .· :·;.;; .. y~,o-•,,..-..;·· ;.~~; .. .;: .;: • ,;,~;., )T>;:~ . ·.,~,_· . .-·_¡.e,:;;..- ,, - ·t····--- ~. . ' . 

me1an,~~ª.~:t.s~i~,;;¡j<}ij:;':'~t· .t:· .· .. •.··.,. :'~·· ....•. -•..••.. :~;,· '··{.·z-T:'~i.:: ;;,,··:¿.~.- .::~~:· 
.. ·· .. · Cuand,p'-'se coincubaron 'los extractos ~e\la~'.raícel)ide•. Vicia faba expuestas 

con so/do'q,·;~ºgqI~oo ~ 1000' ppm de ametrin~ por 4 t,·~~~ los linfocitos interfásicos 

d~raritJ}~2-:}1Ó~as, ~na vez más se comprobó la eficiencia metabólica de la planta 

· para:.tr~n¿t'6r~a'~ al herbicida ametrina a intermedios metabólicos con capacidad 

. par;;-·i~t~r~6tuar con el ADN e incrementar del 40 % al 60 % en la frecuencia de 
.. ,. '.¡ '.e•. '¡~.;··o··.-.• •"' 

... ~6rn~ti:ls'.Y mayor migración del ADN con una relación de concentración-respuesta 

cf-~t,l~u y gráfica 11). Con 1000 ppm de ametrina se provocó el 100 % de daño al 
_ .. _.,. ·--.:·--

• ADN al obtener 100 % de células con cometas y mayor migración del ADN (Tabla 11 y 

gráfica 11), comparados con los resultados del testigo negativo (fracción S 1 O de la 

raíz de Vicia faba sin tratamiento) (Tabla 11 y gráfica 11). 

De Marco et al. ( 1992) encontraron frecuencias elevadas de micronúcleos en 

las células meristemáticas de la raíz de Vicia faba tratadas con el herbicida atrazina. 

Este efecto genotóxico fue similar al descrito por Flores-Maya (2000) ya que hubo 

inducción significativa de ICH en los meristemos apicales de la raíz de Vicia faba 

con las triazinas ametrina y metribuzina por 4 horas y en los linfocitos humanos en 

cultivo coincubados con los extractos de las raíces de Vicia faba tratados con ambos 

plaguicidas por 48 horas. Asimismo Gómez de la Cruz (2001) encontró resultados 

positivos en ICH en linfocitos humanos en cultivo por 4 h con las mismas triazinas en 

presencia de la mezcla enzimática S10 de Vicia faba. 
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Shah. et. al.•: ( 1 SS7) d~scrlben m;ayor formadÓ~ <de aductos .• ·.en<el .AD~· de .. timo 

:~g~~~::: J ;~1~~~1~~~~:1t~~;~~ti~Jb!~~~I~~l*~i~~~~;~tJ~~f ~~};~rh1::~: 
de rata~oretti• et\~;,.~c~~oo2)~:_'~¡~LJ~lizaron aument6> ~,, ;~. migraciÓr{'d~I ADN .. en. 

1eúco.cit~~:'.~~m~~~'~g~r~:~8~1dos c6n··rª ·triazina~te~B1~·in· en· p;~~~~6ffF;~~~b~iª .d~ 
la fracció~ .s~ de híg~do:de rata, sin relación de concentración~respuesta mediante 
electrofor~,si~1 u~i6~i2!1~~ ~¡·calina.. · .·.· ·· · ··•.· : >. . 

s~';t1~A·~·~r~8'81'i'b'~d~ que 1a ametrina es metabolizada en mamíferas yc;~ves. 
. , . ' :; "·· . ,. . " .. r, .,,_~ . . . . . . .. _ . , 

principaln1effté;,;~6~.•'reélcciones de hidroxilación y desalquilación·. a\ ,diversos 

interme:d.i·~··~•·.;T,'?:.{~E~J~i*~-¡hP?siblemente los metabolitos Hidroxi-am~.t~ii~f}'r2·E:·it. 
hidroxi"arT'letrir:i§l''Jfigur.as 8 y 9), estén implicados en la inducción de rompifTiieritós de 

··. _ :'.:.~ .. ·f:'.~.'~\0_;;;-~;.,·.;:if>.;_;:~2ct.f./~5·~~·c:.'·:::-' '·. ·: . · .. · '.:.'~>·.·:.:·'..:,<·:::.¿://'. :·t~~'.;?·f¡;~? -;-:,;-.;'.< ·.·, .. ~·: 
cadena senc1lla{delyj\DN. visualizados en la forma de cometas>yen:laf1111grac1on·de 

·: ~·.:~·· .. : ;:·0::;.:·ó\;.;'.'./\~:..:..~;~-~~~~~4'·.~:~.r,:~'~ , .- ·~: 7:~· - ~<: .. ' ~·- · :: ,; < .. :~'.ft·~:r·:tl~:::;·.~?~-..,.,:. \?::\:,,; ,\~:.-:.- ··. .. . 
los fragmen.tos:rótos,del material genético, esta hipótesis .se apóya con•evidencias 

. , ; , ,::~. -:->';'~~.' .. -¡;::•:'!/?}~-:~ '.~:?~.:·:~\!~.:-'. . . - ·-·~-. ·::·:'-•!-" ·Iy - -.. ;-~·\·>·, ;:..-/-< .:)~~_:;;, ;·: : 
de que,lo~;t1idr,pji:;''y•sulfóxidos-triazinas son los .ITletabol.itós;·altamente reactivos o 

con c~~ti~'s'(riG~íeofílicos a macromoléculas come> ~'¡" ADN y A~~. con actividad 

electrofílic~ ·a grupos tiol de proteínas (Shah et al. 1997, Roberts et al. 1998, 

Tchounwoul et al. 2000, Farré et al. 2002). 

El efecto genotóxico directo de la mitomicina C, ha sido estudiada en diversos 

sistemas biológicos in vivo e in vitro usando distintas pruebas de evaluación del daño 

al ADN, las cuales indican que es un buen agente inductor de aberraciones 

cromosómicas, ICH, micronúcleos, aductos y migración del ADN por electroforesis 

unicelular alcalina o neutra, además es muy conocida su acción como agente 

intercalante ADN-ADN. Con tales antecedentes en este trabajo se utilizó a la MMC 

(400 ng/ml) como testigo positivo, la cual produjo el 22 % de células con daño (o con 

cometas) y migración significativa del ADN con relación a los valores testigo 

negativo (Tabla 1) dicho comportamiento es similar a los publicados por Tomasz 

(1994a, b), Pfuler y Wolf (1996) y Merck y Speit (1999) con diferentes líneas 

celulares con electroforesis unicelular alcalina. 

La activación vegetal in vivo e in vitro del etanol ha demostrado que es un 

promutágeno activado por la raíz de Vicia faba y un excelente productor de ICH en 
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el cultivo de.célulasde~riceto chino y .en linfocitos. humanos (~óniez-Arroyo f!t .ª1 .• 

1995; Caldefról1:.s~gura~cetai."T 999). Con· base a- lo anterior ~i~~-~f pr~s~nte''es-rCciio 5~ . 
consideró al ~lb~bo'r earTl~. un testigo positivo en el sistema'~d~ ~cti.~~kiÓn;vegeta_I )n 

:~~~c~J: '~!ti:~;:;:~· ::ál~~ad;~b:·~~a~d:~:o:n 3:()1~~~'.i§~\I.~~ii'~f~~bt· 
eviden-~i~f6~~urt~~l/'.éZmás que es un promutágeno activado_po.r el m~!ab'o,li~nio:d~I _ 

hab~ ~¡:~r6J6c~rj'oo•% _de cometas y mayor migración d~I Ao~/Jo~it~l~é:ic)h: ~I 
testigci n~-~'~tiv~<(s1ª),(Tabla 11 y gráfica 11). · ••.•••·. ~·;¡·;:;~;_ :·>~,¿-

· ....•..• E:'stá demost~é3do qQe el etanol es metabolizado por las:r~íées:~¿}Vicia' faba 

·· ;¡;¡~i~~1~~±i~~·~~~~E::·~:~:~r,;:;~;:º;:~::·~~!t~~~~t~~~, •. •. 
tamtJi_é~ d~p~ndÍent~ 'd~I NAO. Estas reacci~nes ocurren principalment'~;:~~·ff 1~~ • .·-. 

mitocondri~s·}~ ~( ~it~plasma, (Obe y Ristow 1 S77, Obe et al. 1979, 1986,' ÓB~ ~ ' 
.. , ••• •••• <' - • ,,·_ - • "",-. 

Anderson t987, Singh y Khan 1995). El ~cetaldehído es el principal metabolito que 

provoca ICH ~n linfocitos humanos in vitro en presencia de la enzima AOH y de NAO 

(Obe et al. 1986) y quizás el mejor <?andidato para ocasionar rompimientos en la 

cadena del AON visualizados en forma de cometas (Tabla 11 y gráfica 11). Varios 

estudios indican que el acetaldehido tiene múltiples formas de interactuar con el 

AON ocasionando frecuencias elevadas de mutaciones, rompimientos del AON, 

muerte celular o apoptosis, asi como efectos carcinogénicos y teratogénicos 

(Woutersen et al. 1984, Olive et al. 1990), entrecruzamientos del AON y modificación 

de algunas proteínas (Singh y Khan 1995). 

El análisis de la viabilidad celular en los linfocitos humanos expuestos con 1, 

2, 3, 5 y 1 O ppm de ametrina mostró que la molécula original ejerce citotoxicidad 

disminuyéndola del 87% al 72% con relación de concentración-respuesta hasta 

provocar muerte celular con 1 O ppm del herbicida (Tablas 111 y gráfica 111), estos 

resultados coinciden con datos para las triazinas, terbutrin, metrubuzin y atrazina en 

linfocitos humanos en cultivo (Clements et al. 1997, Kligerman et al 2000, Flores 

Maya 2000, Gómez de la Cruz 2001, Hartmann et al. 2001 Moretti et al. 2002). En 

los tratamientos con los extractos (donde se encuentran los intermedios metabólicos) 
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de las· ra ices de• Vicia Lfabá (con. activa.ciónmetabólica vegetal ;in. vivo) tfatadas .. con 

50, 1.00,·. *ºº;~sooº.f Y .. ·:1?~9:.·µe~.·~ .. ~.r~h~~ti¡~·td~" ·. (t~:~¡~ .~~Y•~;·~r.~fi.f~· •1y>~ci;~~~~~ió •• cie1 
80% al 76 % d:laviabilidaddelasic~lulas h.Jrnanas· .• cbn·.·relació.n de'co.ncel)trac.ión;. 

·. ~~~;=~~~~ii~~~f ~f i~~~~~~~~Jj~f~t~v~;~~~~~~~~{~~~··· 
est . fenórneno e(J;!:ongruébte :con X lo.s''d§ltos7 repo,r:taqo~;; pc:in Gómez~Arroy,o et al. 

1
. 
99

;
5 >>'.9ªJ.g.*~e.a;,~.~§~,~~.~¡¡~,;~,(];·~?~Y.é.~~;·.;~ 1 ~'.~í~.~·:;FI~~.~i~[~¿~~f!~fü~~j.~ 1l~[i§~'.~~:füV,~¡, 

mol1nate .·. co11 ~\,act1v.a~.1ori <r:rietabol1.ca,¡ por).a}ra1z11de;!Vic1,a0faf)a ?y.~para?.las.: tr1azinas . 
· · ·_ .:. '··~: '.z.º:: (· · ?!~t·>:?:>:'..,'.ú:~~f '.:1 ~~·~:t\>.~(.,:;·:; . .::'-';:~:?·~---.~:1~~~~·~,.,:'.·:~::;:.:,1,.::-%--:..._':'~.':,. A~:~r:··:· ·/~_,9t··::: :~: :;-~> \·;:~;;;; :;x~:'· ::; :;: ''.}.~'' .. :~;:,: j;.;-:.~'.:::~;t;~:·· :<·,!)·:.\·;¡/,(~~\,_;:~:fr~';{:;:>;'.~t ;·;·,0':~· ::·,;_ <~ ;.;!;,.· ·, :.:.:. · .. ~-

te bu tri n ·Y·. la•atraz:ina, en,prese¡ncia ,de 1a:s9 d,e h1gado {de·:rata ;(Ierir:iant :et, au2000, 

. Los ¡datos};de··~. la i;v1ab1l1dad ;derlos' l1nfoc1tosjjtratadOs:,con Xametnna~:.d1recta .\y 

prev~af~.~~i2B~~~~W~!~~~)!~~:;~~;·r/~~r&~'.r\Y~1~~~r i~~·iHii.§~t~~J.~g~~*1~~~r.~~gf~*iy~I}~.1~:~)d~ 
no influye):enna~acciórifgenotóxica\de. la,.ametrioatya :::que~. ria. se: encontró .. relación 

e·<;. e f:~.' •. ;:: :·i,2.'.~:~ ,~.-;~:~~;;.~l1:·J,§'..~;;:x.~~->~~1.i~;.:':.::;~~;f/·;~~~~~~-_;:: ... ~:, ~;)7:::-:'.,:<.:. : .. .. -.. _;~:;~t('iJS--~0~iil:~'j-:,/~-:;.;:-.'.'if!~~::. ·;~:x;::: .. : _,_>:·· ... - · ... , i ·: ': .. :'. :·:::.: .··~ -.= 

entre 1a· frecuenc1a'f;i.de:'rcelülas:con· daño. (o ,co111etas) y m1grac1on del ·ADN y 
.. ·' -. -::;,. ... ~ _.~,. , :,;1.:·;\':~·:\·;;t;~; ... -~-:''t:?·.:r:·~::~. ~~:,:·:~.-\' "'·.""-.- . , . -- ... -... :' :· ~ . .,:-· .... '~- -'. . . 

· disniin~9ió!]'i9€t> I~ viabilidad linfocitaria (Tablas 1- IV y gráficas 1-IV). Con 1 O ppm 

donde);e'prO~ujo ·muerte celular no hubo células con daño ni migración del ADN 

(T~tMa l11'y · g·;áfica 111). 

La viabilidad linfocitaria en los tratamientos indirectos con ametrina (extractos 

de las raíces de Vicia faba tratadas con diferentes concentraciones de la triazina) 

estuvo dentro del rango del 70-73 % aceptable para no interferir con el efecto 

genotóxico por el ensayo cometa (Tabla IV y gráfica IV) (Vigreux et al. 1988, Merck y 

Speit 1999, Tice et al. 2000, Hartmann et al. 2001, 2003) ya que se ha mencionado 

que la toxicidad puede causar daño al ADN por mecanismos secundarios (Kohn 

1979, Barrat et al. 1985, Helander y Lindahl-Kiessling 1991, Henderson et al. 1998). 

Los valores de la viabilidad celular de los testigos positivos directo e indirecto, 

MMC y el etanol respectivamente comprueba lo anterior ya que con ambos 

compuestos no se alteró la viabilidad de los linfocitos pero aumentaron 

significativamente las frecuencias del daño al ADN (Tablas 1-IV y gráficas 1-IV) 

(Vigreux et al. 1988, Merck y Speit 1999, Tice et al. 2000, Hartmann et al. 2001, 

2003). 
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Los resultadC)S ,dei'e_sta investigación corroboran que la triazina ametrina 

requiere de- l~'.:~~tÍ~~cióh~íl1~tabólica por la raíz de Vicia','taba para actuar como 
'• ' ---.- .•- •. , ' ,, e ,,•,· ~ ,. ·• '• 

promutágénO'y;au_rn~ntarel'daho al ADN en los linfoCitoshumanos in vitro, lo cual 

debe ser 6o~sid~~~,b~~,~,~~:~~~ agroquímico de gran riesgo para lasalud humana y 
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IX. e o N e L u s 1 o N E s 

:, Se corroboró la capacidad metabóli.ca de la raíz Vicia faba para biotranS~o~mar el 

herbicida triazina ametrina en. un promutágeno, con el incremento si~nifi_cativo de 

linfocitos humanos con daño (con cometas) y migración .del ADN ·rnediante 

e 1 ectroforesi s 'úl11'Cé1ú1~i ·~¡6~1 in~. '• 

;. Los t~stig~s-;:tg;~~;it"ivg~:;·r~[;~¿t°' la mitomicina e e indirecto el etanol (3600 ppm) 

previam-~nt~ a~~it~db"~~2·1:~;~)aíces de Vicia faba, producen 2s% Y. 100% cometas y 
. . , . ·/- .::·. ·.:,..,:..:·~<_c_i~/~~:;i.,:,,.<:~~~.:~:{·'~·~:~~~-~;~ '.:j:·;:~r :.~~:.\ ·.11. :::~:;,-~. -: ': - :.··. ••• - •• > :· . .; : :~1.~.:_:~, -./·.-}··- ·.·-. ~:~~,,< -~>:·. ·.:>::·.'.-: _; __ --,~- <::.-:_;. ! - <-- ·, 

mayor. ,, m1grac1on '{del ~~'ADN,<. respectivamente, ; siendo . más-·-- potente·._.· el-·. alcohol 

metábo1i¿~t'6.Wía;·@a~iff~&~:¡g~{~ü& ~-~-J~ ex_ce1er1i~t~~rig():-éne1 'éf7sayo ·cometa. . .· 

• _i ,-_-•-- ---~-.r-~ .. ;~I-Jr~~._rt~~fü!-;:t\f~·j:,~;_·;;J_7f;::i~~é~--i;;.·_~:~~(r:.c .~---_.-·. -·- _ . 
,... Lá ametr.ina;,7cfü ~--~iQ'.-~C,tiy,a'Sic5,Q Q'\~t~~é.Jlp¡:¡\_\i~getalin .vivo disminuye la viabilidad de 

. . .. . .. ,<. :;: -_:.>.\~: -.x.:~-~-> ;·:.,a}~~ ··-ij:: -~·;'0<:\is:;t,~-·:.f;'-t~i··· ··:· -~\~."t.~\>-,~,.,~~->>~-:~<'.:~::\;;;:-·~-'"'":ri::;:;_,~-"'./'. .,; ::?~<,_.: .. 
los linfoc1tos-y:solocen forma'd1recta ocasiona muerte celular. 

""· •.:~·~-:~: ·i·_-.\>~1:1~~~\:;~~,'.:'~.°-:}p:;-/~~{:';_~~<V·-· , _:, --· ·" ' . , 

;... La fracdóii'i<~~j~~{¡¿~; ~\~·. 'no interfiere con la genotoxicidad ni con la citotoxicidad 

al nopro~ucir ~ignificativamente linfocitos con daño (con cometas) y migración del 

ADN, sin alterar la viabilidad de las células humanas. 

,. El ensayo cometa es un sistema adecuado para evaluar el daño al genoma humano 

con plaguicidas con y sin activación metabólica vegetal in vivo. 
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TABLA l. FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS Y 
MIGRACIÓN DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA, 

SIN ACTIVACIÓN METABÓLICA POR Vicia faba in vivoª 

TRATAMIENTOS FRECUENCIA LONGITUD DE LA COLA O 
DIRECTOS CON EL DE COMETASb CAUDA b 

HERBICIDA AMETRINA A (migración del ADN) 
LOS LINFOCITOS (µm) 
INTERFÁSICOS % 

ppm )(b ± E.Ec. )(b ± E.Ec. 

3 ± .. 1.98 17.23 ± 1.33 

2 3 ± 1.76 15.21 ± 1.75 

3 2 ± 1.54 20.80 :!: 1.48 

5 3 ± 1.44 10.90 ± 1.99 

6 2 ± 1.22 15.21 ± 1.32 

10 Muerte celular 

Testigo positivo ·22 ± 
Mitomicina C (MMC) 

.· 4()0·rig/m1 

Testigo negativo 2 ± 
Linfocitos interfásicos 

enRPMI 1640 

ª =. Promedio de tres experimentos 
b = En 300 células interfásicas 
e = Error estándar. 

3.56 ·52.11 ± 1.03 

2.88 15.21 ± 1.44 

• Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada 
grupo de tratamientos, utilizando un análisis de varianza (ANOVA) 
donde F = 4.302 a p<0001 y aplicando la prueba de comparación 
múltiple de Newman-Keuls el valor de P< 0.001 
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TABLA 11. FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS Y 
MIGRACIÓN DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA, 
CON ACTIVACIÓN METABÓLICA POR Vicia faba in vivoª 

TRATAMIENTOS CON FRECUENCIA DE 
EXTRACTOS DE Vicia faba CON 
HERBICIDA AMETRINA A LOS 

LINFOCITOS INTEFÁSICOS 

ppm )(b 

50 º42 

100 • 50 

200 • 63 

500 • 75 

1000 ·100 

Testigo positivo ·100 

Extractos de las raíces de 
Vicia faba tratadas con etanol 

(3600 ppm) 

Testigo negativo 2 

Extractos de las raíc;:es de 
Vicia faba sin tratamiento 

ª = Promedio de tres experimentos. 
b = En 300 células lnterfásicas. 
0 = Error estándar. 

COMETASb 

% 

± E.Eº. 

± 1.98 . 

± 1.76 

± 1.10 

± 1.07 

± 1.10 

± 1.10 

± 1.87 

LONGITUD DE LA COLA O 
CAUDAb 

(migración del ADN) 
(!:!:m} 

)(b E.Eº. 

'·.97.1'8'.'<' 2.66 

2.15 

·100.00 • ± 3.25 

º104.99 ± 1.95 

º111.81 ± 2.03 

º127.65 ± 2.32 

8.83 ± 1.39 

*Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada 
grupo de tratamientos, utilizando un análisis de varianza (ANOVA) 
donde F = 57.42 a p<0.0001 y aplicando la prueba de comparación 
múltiple de Newman-Keuls el valor de P< 0.001 
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TABLA 111. VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUÉS DEL TRATAMIENTO CON 
AMETRINA POR DOS HORAS, SIN ACTIVACIÓN METABÓLICA in vivo• 

TRATAMIENTOS EXPERIMENTO EXPERIMENTO EXPERIMENTO 
DIRECTOS CON lb 11 b 

AMETRINA A LOS 
LINFOCITOS 

INTERFÁSICOS 

Ppm % % 

1 88 90 

2 77 82 

3 77 79 

5 75 72 

6 75 70 

10 Muerte 

Testigo positivo 96 94 
Mitomicina C(MMC) 

400 ng/ml 

Testigo negativo 98 90 
Linfocitos 

interfásicos en 
RPMl1640 

• = Promedio de tres experimentos. 
b = En 100 células interfásicas consecutivas. 
e = Error estándar. 

111 b 

% 

84 

85 

79 

70 

70 

celular 

96 

94 

Xª± E.Ec 

º/o 

*87 ± 1.76 

*81 ± 2.33 

*78 ± 0.67 

*72±1.66 

. *72 ± 1.66 

95 ± 0.66 

94 ±2.30 

• Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada grupo de 
tratamientos, utilizando un análisis de varianza (ANOVA) donde F = 32.82 a 
p< 0.0001 y aplicando la prueba de comparación múltiple de Newman­
Keuls el valor de p < 0.001 
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TABLA IV. VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUÉS DEL TRATAMIENTO CON 
AMETRINA POR DOS HORAS, CON ACTIVACIÓN METABÓLICA in vivoª 

EXTRACTOS DE 
LAS RA[CES DE EXPERIMENTO EXPERIMENTO 

Vicia faba lb 

TRATADAS CON 
AMETRINA 

PPM % 

50 80 

100 70 

200 75 

500 73 

1000 76 

Testigo positivo 96 
E.xtractos de las raíces de 
1 'icia faba tratadas con 
etanol (3600 ppm) 

Testigo negativo 98 
Extractos de las raíces de 
1 'icia faba tratadas con 
etanol (3600 ppm) 

ª=.Promedio de tres experimentos 
b = En 100 células interfásicas consecutivas 
e= Error estándar 

11 b 

o/o 

78 

81 

72 

70 

74 

96 

94 

EXPERIMENTO Xª± E.Ec 
111 b 

% % 

82 0 80 ± 1.15 

82 ·11± 3.84 

78 •75 ± 1.73. 

79 •74 ± 2.64 

77 "76 ± 0.88 

97 96 ± 0.33 

96 96±1.15 

*Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada grupo de 
tratamientos, utilizando un análisis de varianza (ANOVA) donde F = 23.77 a 
P< 0.0001 y aplicando la prueba de comparación múltiple de Newman­
Keuls el valor de p < 0.001 
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GRÁFICA l. PROMEDIOS DE FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS 
Y MIGRACIÓN DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA, SIN 

ACTIVACIÓN METABÓLICA POR Vicia faba in vivo. 
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GRÁFICA 11. PROMEDIOS DE FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS 
Y MIGRACIÓN DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA, CON 

ACTIVACIÓN METABÓLICA POR Vicia faba in vivo. 
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GRÁFICA 111. PROMEDIOS DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUÉS 
DEL TRATAMIENTO CON AMETRINA POR DOS HORAS, 

SIN ACTIVACIÓN METABÓLICA in vivo 
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GRÁFICA IV. PROMEDIOS DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUÉS DEL 
TRATAMIENTO CON AMETRINA POR DOS HORAS, CON ACTIVACIÓN 

METABÓLICA in vivo 
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