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RESUMEN

E! herbicida trlazmaco ametrma es ampllamente utlllzado "en el cultlvo de malz

: como S|stema de actnvacuon a vegetal, para’

dlrectamente al herbicida, asi és ;yextra'ctc‘:_sr de

~ humanos periféricos (LHP) :
‘ Se llevaron a cabo tratamlentos durectos con concent - 1 2 v

10 ppm de ametrina a los LHP por 2h en tres experlmentos consecutl
resultados evidenciaron que no aumentan las frecuencias de los linfocitos con'déﬁ

ones,

(con cometas) y la msgracnon del ADN con relacidn a los valores del testigo negattvo -
Sin embargo, al coincubar los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con 50,
".100, 290, 500 y 1000 ppm de ametrina mas los linfocitos interfasicos, se incremento
".I“a a#ct'iv'idad genotodxica del herbicida, observando del 40% al 60 % de células con
cometa y mayor migracion del ADN. Con 1000 ppm de ametrina se indujo 100% de
linfocitos con dafo e incremento en [a migracion del ADN comparados con los datos
del testigo negativo (fraccion S10 de la raiz de Vicia faba sin tratamiento).

La viabilidad de linfocitos coincubados con ametrina con y sin activacién
metabdlica in vivo, disminuyd significativamente con relacidon de concentracion-
respuesta contrastados con el testigo negativo. Con 10 ppm de ametrina directo se
ocasiond muerte celular.

La mitomicina C (MMC, testigo positivo directo) produjo 22% de cometas y
migracion del ADN. El etanol (testigo positivo indirecto), previamente activado por la
raiz de Vicia faba indujo el 100% de células con dafio (con cometas), ambos testigos
no afectaron la viabilidad linfocitaria. Estos resultados demostraron que el etanol es



un buen

testlgo posutlvo en el slstemavde actlvacuon metabohca vegetal




ILINTRODUCCION

Los seres v1vos estan expuestos a “la: accmn‘ de numerosos agentes‘ :

potencnalmente toxucos fISICOS quumlcos y blologncos

sociedad desde el afio de 1950. En lugares donde se praCI
plaguicidas constituyen el método habitual de lucha contra fa} fatopatogenosw‘ Sln
embargo, estos productos son también la causa de numerosos problemas entre Ios -
cuales destacan las intoxicaciones humanas (Marquez 1975, Herrera y Rodas,
1983).

Segun las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, basadas en
numerosos estudios desarrollados en diversos paises del mundo, se provocan
aproximadamente un millén de intoxicaciones agudas accidentales al afo, de las
cuales cerca del 70% se debe a exposiciones profesionales y el resto a
intoxicaciones por consumo de alimentos contaminados. Ademas 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 afio (OMS 13890).

El rendimiento de las cosechas agricolas en México depende cada dia mas
del empleo de estos agentes quimicos y debido a la resistencia desarrollada por
algunas plagas, cada vez se necesitan aplicar cantidades mayores de plaguicidas
para mantener |a produccidn promedio de cada cuitivo.



" ahora sobrepasan las 30 aplicaciones (Ecologia Humana y Salu

msectlmda

‘o‘mol son herbicidas,

. frecuencna ‘en. Ias cosechas del algoddn, cafia de azticar y arroz
algodon inicialmente los campos se rociaban de 5 a 7 veces

La necesidad de aumentar el empleo de plagulcudas ha ° as
productos sean cada vez mas toxxcos y que en algunas ocaswnes ést
en los paises desarrollados‘ al es'el caso del DDT que fue el mas conocudo entr
organocliorados y usado extensaménte para el control de plagas hasta su proh
en 1979, sus metabolitos (productos secundarlos de su degradamon ‘s E
encontrado contaminando el suelo y el agua, asi como en tejidos ahumales y en"' :
humanos (Ecologia Humana y Salud 1983, Waleszewski y Szymczynski 1990).

.Por desgracia, los beneficios aportados por la agroquimica han ido
acomparnados 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 perturbacidn de las relaciones depredador-
presa y la pérdida de biodiversidad. Ademas, los plaguicidas pueden tener
importantes consecuencias en la salud humana (Ecologia Humana y Salud 1983,
Waleszewski y Szymczynski 1990).

La Ley de Sanidad Fitopecuaria de México, considera en sus articulos 2, 26,
27, 28, 42, 49 y 140, que el uso de plaguicidas agricolas es responsabilidad de
comerciantes, agricultores, asesores técnicos, aplicadores y empacadores de
productos agricolas (SARH 1980).

Como en la carga ambiental de productos quimicos téxicos figuran
compuestos tanto agricolas como no agricolas, es dificil separar los efectos
ecologicos y sanitarios de los plaguicidas y los ocasionados por compuestos



E éﬁmento continuo en el empleo de plaguicidas ha provocado efectos
deletéreos en el ambiente y en la salud de las personas, especiaimente cuando

lmpllcan aspectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos (WHO 1972, Wild
i 1975) ademas de alergias, alteraciones de las vias respiratorias e intoxicaciones que
en algunas ocasiones conllevan a la muerte (Barbera 1975, Ecobichon y Joy 1984).

A pesar de que existen evidencias de que la ocurrencia de intoxicaciones
agudas y cronicas por plaguicidas constituye un problema importante de salud
publica en el pais, no hay suficiente informacidon enfocada a los trabajadores
agricolas que permita hacer un diagndstico preventivo y un control acerca de las
medidas de proteccion que se deben tomar al aplicar los plaguicidas, asi como
acciones que capaciten al personal médico en la identificacién y en el tratamiento de
intoxicaciones causadas por estos compuestos (Molly 1984, Reyes y Sanchez 1975,
Coye 1982, Maddy y Edmiston 1981).



entre la poblacnon expuesta En algunos"pauses'yase cuenta con programa‘s de'_

monitoreo basados en pruebas bioldgicas para evaluar la proteccmn de trabajador TR

(Molly 1984, Reyes y Sanchez 1975, Coye 1982, Maddy y Edmlston 1981)

1.1. Clasificacion de los plaguicidas ‘ ¥
Debido a la gran variedad de compuestos que son utlllzados,como plaguncndas -

o Compuestos organoclorados ,dnclorodlfenll tricloroetano Derlvados del lmdano

'ji(clordano_heptécloro aldrin, dieldrin, endrin; hexaclorobenbeno)

v Carbamatos
Derlvados del cloronitrofenol.
'Coympuestos organicos del estafo.
Derivados de bipiridilos.
Derivados dei acido fenoxiacético.

Derivados de triazinas.
Compuestos quimico-inorganicos: arsénico, talio, fluoruros, mercurio,

0O 0 0O 0 0 0 0:

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

o Piretroides.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS 1990) desarrolld en 1978, una
clasificacion en la que se consideran cuatro categorias segun la toxicidad del

plaguicida expresada en Clgso (mg/kg):



Clase [A e a vué'n},:"d'q'e‘ldrl'n.: ,

‘Clase | B "Alfé'rhen e pe,ngrosoé, aldrin, diclorvos. N
Clase |l Moderadamente peligrosos: DDT, clordano.
Clase Ill Ligeramente peiigrosos: malatién

1.2. Riesgos de la exposicion a los plaguicidas

Cuando los plaguicidas son aplicados en los campos de cultivo, eI suelo recube S

gran cantidad de estos productos que pueden ser arrastrados por el agu
contaminar corrientes y embalses. Parte de estas sustancuas pueden lncorpo ar
aire y viajar grandes distancias; otras son absorbidas por plantas que serari mgerudas‘ '

por ammales y por el hombre (Marquez 1975). : ,

De acuerdo con las caracteristicas que posea cada plaguicida, se podra
determinar el grado en el que estos productos ( ontamlnaran agua, aire y alimentos
(Vega 1985). De esta forma, la poblacnon en general, expuesta a través de la
contaminacioén 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 victimas por ingerir pan con altos niveles de paration (Marquez 1975).

La exposicién a los agentes toxicos puede presentarse en forma aguda, es

decir, en un sdélo episodio de manera accidental, cuando ingresan al organismo
cantidades elevadas de alguna toxina. El efecto cronico, ocurre cuando un organismo
esta expuesto a pequeras dosis, no letales y repetidas, de una sustancia
potencialmente peligrosa. Respuestas crénicas bien conocidas a diferentes
compuestos incluyen silicosis, cancer pulmonar, dafo cerebral, asi como necrosis de
higado y rifiones (Hassall 1990).

El grupo de exposicion de alto riesgo lo forman las personas que manipulan
directamente los plaguicidas, como los agricultores y del personal que participa en su
fabricacion, formulacién, envase y distribucién de los productos, asi como las

personas que los aplican en las campanas sanitarias.



De acuerdo con la fi fgura i) el tnpo de agroquumnco ‘
y Ia duracion de'la exposncmn a: s herb ‘
(personas que tiene contacto dlrectdjy' c n stas sustancias) y el de bajo

riesgo o exposicién moderada (la pdbléc n ‘l) (Hassall 1990).

Exposicion a plaguicidas

Bajo riesgo . Alto riesga
Poblaciéon general Grupos ocupacionales
o v'. Trabajadores
agricolas
v" Fumigadores
sanitarios
v' Trabajadores de la
industria
y
e Agua E

o ‘e Contacto directo.
CAiret . ST e
Ahmentos

Figura1. Exposicién a plaguicidas (Hassall 1980)

1

g pos el ‘de alto rlesgo'



1.3. Efectos toxicoldgicos de los plaguicidas

La toxicologia estudia los mecanismos de mgreso transformacuon y excrecnon e
de las sustancias quimicas asi como a nivel molecular y celular de los proceso
producc;on de darfo y de desintoxicacion (Pefa et al. 2001) _
Los efectos téxicos que producen los plagu:mdas dependen basacamente'del

la ransformacnon y la

n compuesto en el ambiente son el transporte

omdo reduccnon procesos que se llevan a cabo en los organismos, estos factores los

" :lnactlva, los activa o los degrada (Rodriguez y Lozada 1984).

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

. ser luego transferido al suelo por accién de ia lluvia para incorporarse de manera
inmediata a la cadena alimenticia. Esto da como resultado, una distribucién de
toxinas en el ambiente y por lo tanto, el aumento de riesgo a la exposicién. Es muy
importante determinar el destino final de un producto quimico en los seres vivos, ya
que muchos son capaces de concentrarse en 6rganos y tejidos en cantidades
elevadas, ejemplos serian los peces y el ganado, los que alteran la cadena
alimenticia que finalmente llega al hombre (Rodriguez y Lozada 1984).

La respuesta de los organismos a los agentes tdxicos depende de varios
factores, siendo los mas importantes las propiedades especificas, fisicas y quimicas
del compuesto y la cantidad a la que estén expuestos. Para que una sustancia toxica
ejerza sus efectos en un ser vivo debe ponerse en contacto con el organismo. La piel
en los animales y la corteza en las plantas son barreras naturales que separan a los



Varlas clases de herb|c1das entre ellos las trlaznnasv

: excluswamente para combatir las malezas sin causar dafo a los cultlvos Esta
“selectividad resulta de la desintoxicacion metabdlica del herbicida por la planta
cultivada pero no por 1a 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 cuticula vegetal pueden prevenir la penetracién del herbicida
(Lanfranconi et al. 1993, Smeda et a/. 1993).

En la actualidad, la utilizacion de las triazinas en la practica agricola ha
incrementado los niveles de los compuestos xenobidticos en suelo, agua y aire. Esto
representa problemas serios para el ambiente de las plantas y la salud humana
(Higashi 1985, 1988, |konen et a/. 1988, Tu 1992, Junnila et al. 1993, Porter et al.
1993, Brusick 1994, Davies ef a/. 1994).

13



1.4. El papel de los plaguicidas en la agricultura

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

ellas, la ametrina, es selectlva para maiz, sorgo, trigo y cafia de azucar entre otros

Sin embargo, hay poca mformacnon sobre el dafio causado al ADN y;sus efectos en-

humanos anlmale Iantas Numerosos estuduos han corroborad

od |caC|ones al ADN en: ldS;

pIagu:cndas mducen

: concentr‘acqqne,s_
El estado de

‘ ,peces (Koprlva 1981 Davies et al. 1994).
‘ Tchounwoul et al. (2000) demostraron reduccion en la bioluminiscencia de
' vV/br/o fischeri expuesta a varias triazinas tales como; atrazina, ametrina, prometrina,
propazma, atratén y bladex y con tres metabolitos de la atrazina dietil-atrazina,
deisopropil-atrazina y dialquil-atrazina observando una relacion de concentracién-
respuesta, ademas mostraron que |la ametrina es mas tdxica y la menos téxica la
propazina de los herbicidas ensayados.

En las plantas, las triazinas producen incremento en la frecuencia de células
anormales en la punta de la raiz de Tradescantia y Vicia faba (Roloff et al. 1992a, b)
y son mutagénicos para Zea mays, Salmonella thyphimurium y Sacharomyces
cerevisiae con y sin la activacion micresémica del higado 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, clasificandolos en el grupo C por su modo de accién, por los sintomas
'nducidos o por la actividad de sus derivados quimicos, basado en el incremento de

tumores en glandulas mamarlas de an:males de Iaboratorlo '(USEPA 1994, Donna et»” o

- a/ 1989‘ TchdunWoul et a/ 2000) En pruebas de yevaluamo 'd

vcoﬁs:ide' B (anos de trabajo) y resudencua la exposicidn fue estimada como;
‘»,mujeres dei exposucuon definitiva, probable o expuestas, encontrando un riesgo
~relativo (RR) no significativo de 2.20 en mujeres con probable exposicién y con un
RR significativo de 4.38 en mujeres con cancer de ovario expuestas a herbicidas
comparadas con los testigos.

E! interés del potencial carcinogénico de los herbicidas y otros agroquimicos,
ha sido estudiado y se ha reportado una posible asociacién entre los agricultores y
ciertos tipos de cancer, incluyendo leucemia, enfermedad de Hodgkin's, linfoma de
no-Hodgkin's, mieloma muditiple y canceres de estédmago, piel (melandtico y no
melandtico), prostata, cerebro y tejido conectivo (Blair y Zahm 1991, Blair et al. 1992,
Pearce y Reif 1990).

Los herbicidas comunmente usados son las S-triazinas. La mayor
investigacion epidemiolégica se ha enfocado en la evaluacidon de la carcinogenicidad
de los herbicidas fenoxi y clorofenoles (Pearce y Reif 1990). En realidad hay poca
investigacién acerca de los efectos teratogénicos que puede incrementar el riesgo de
cancer en humanos (USEPA 1987, 1989).

5
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La atrazma ‘es eI herblc:da mas extensamente aplxcado en los Estados Umdos
de 70 a 75m|llon ‘s_'de ||bras fueron usados en 1993, prmcupalmenteﬁe ' malz Laf'

: _;Roloff et al. 1992 a, b, Venkatesh et al. 1992, Ademola et a/ 1993 Gungas et a/
Lo _9_‘93,7 Krugar et al. 1993, Porter ef al. 1993, Smeda et al. 1993, Dunkelbert et al.

‘7‘i99‘4, 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 ratén

metabolizan atrazina, simazina y terbutrin con actividad de 2% a 5§ % con respecto a
los microsomas de higado.

Herelia et al. (1994) reportan que la cianazina aplicada en médula dsea de
ratas y en linfocitos humanos in vitro, no inducen incrementos significativos en Ila
frecuencia de micronucleos, intercambio de cromatidas hermanas ni aberraciones
cromosdmicas.

Ribas et al. (1998) revelan que no existen efectos significativos de la atrazina
con y sin activaciéon microsémica (S9) en la induccion de intercambio de cromatidas






. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas de las triazinas

Las triazinas constituyen un grupo impgrrjtyagmt‘é de ’:h‘ektbi‘c":ida;s,, Cuando se

realizan diversas sustituciones en el nucleo.de la triazina se producen compuestos
‘ son . heterociclicos

resenta un amplio

Figura 2. Estructura quimica del grupo funcional de los herbicidas S-triazinas
(Roberts et al. 1998).



Con la estructura quimica de la triazina se encuentran algunos sustituyentes
que se han empleado para obtener materiales bioldgicamente activos como:

,,Simazina Ci -etilamina : :—,,-etllamlno

: Atraznna - Ct -etilamino : ,r’,"-lsoproprlamlno : s
ff,'Propazlna Cl -lsopropllamlno _isopropil -
'-.;'-Prometrona OCH . ‘*-lsopropllammo

Prometrma "SCH*" e v-lsoprpllammo ;
Fetllammo_ﬂ

|on y degradacnon se reallz'“'

wLos pro’du'ctos qU|m|cos que se’ comercrahzan como herblcxdas deI grupo

: tmaznnaé son 'SImazma simetrén, simetrina, atrazina, étraton cianazina, ametrina,
o ’:propazma prometron prometrona, prometrina, trietazina, propazina, cloarazina,
S desmetrma, terbutrin, ciprazina y metribuzina (Brian 1979).

El grupo de las triazinas destaca entre los herbicidas mas empleados tanto por
los agricuitores 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 inhibicién de la fotosintesis (Worthing 1987).

Los herbicidas triazinicos mas comidnmente 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 cdm‘pues'tb Los
seres vivos tienen capacidades metabdlicas distintas ya que los sustemas

enzimaticos son caracteristicos de cada especie (Rodrlguez Yy Lo'" d ’;1984)
ue]o,,medlante

La degradacuon de las triazinas comienza por la m:croﬂor
procesos de’ deshalogenacnon biolégica y no bioldgica que con
‘|ntacta en metabolutos desalquilados que corresponden- a fo idroxiladas. Las
Ier’ﬁé:r%ikié' 'ltalia' y

a la triazina -

‘trlazlnas | efabolltos son muy contaminantes del ‘agu
: otros paises de Europa han sido prohibidas por no cumpll con:las norma rlgurosas
alia;-Alemania, Suecia,
/PNUMA. 1997,

: : de Ia Unlon 'Europea sobre el agua potable Prohlblda
,;;:'>Pa|ses ajos Austria, Hungria yrestrlnglda 2n el Reino:Unido
- Di Corcia et al. 1999).
S En el grupo de las triazinas, prmcupalmente atrazma 8%
“_caractervzar las vias de accion metabdlica en dsferentes plantas (Ashton y Bayer

se han podido

N 1979 Naylor 1979). De la degradacién abidtica de las atrazinas por catalisis

"fmlcroblana en el suelo se obtienen productos no téxicos, como es el caso de la
: diétilétrazina y la deisopropilatrazina y/o ocasionalmente la hidroxiatrazina en suelos
minerales y humus (Roberts et a/. 1998, Di Corcia et al. 1999) (Figura 3).

Se ha determinado que las atrazinas y las simazinas son absorbidas
igualmente por la raiz, pero hay diferencias en la velocidad con la cual son
metabolizadas (Hatzios y Penner 1982). Los herbicidas s-triazinas son rapidamente
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 xenobidticos se localizan en el reticulo
endoplasmico del higado de rata (Veleminsky y Gichner 1988), sin embargo, en los
vegetales varias enzimas que participan en la activacion mutagénica, no sélo se han
detectado en este organelo, sino también en el citoplasma y en la regidén de la pared
celular (Sandermann 1988). Ademas de las reacciones enzimaticas que aparecen en
los vegetales incluyen las denominadas enzimas de conjugacidén secundaria, las
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: |
NH /kN \
4,6-bis atrazina deslqullada

N-deslquulacl‘é\ i /
/kj\ ‘FH, ’ : J\ cH,

F:NH, N TNHTCY C:“S—NH NH—Ct‘ .
i 2-hidroznatrazlna CH,

%z de maiz

CHy
Atr-azma manodesalquilada

Ndaslqullaclén
Ralces y ho]as

bonjugaclon con
glu-asgll GSHenho]as /

/ﬂ\ - £
N TNH—ch

i CH:, .
Glulatlon conjugado .

‘ czH, —NH

: Glu!'artion éonjug'ado: i

Figura 3. Metabolismo de las triazinas en plantas (Roberts et al. 1 998)
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“inactivos'y.

ufurotransferasas son predominantemente cntosolncas Se consvdera
on depend:ente del citocromo P-450 es normalmente una ruta de

/aci n y Ia de conjugacion una ruta de desintoxicacion (Shimabukuro et al. 1981).
S ;“Las reacciones del metabolismo oxidante son catalizadas por oxigenasas de
,‘f'uf)_c‘:lon multiple (OFM) cuya actividad es insertar un atomo de oxigeno a partir de O»

' 'fbéra producir agua. Las OFM tienen citocromo P-450 (Cit P-450) con actividad de
oxidasa terminal, éstas han sido detectadas en microsomas de mas de 30 especies
de plantas (Higashi et al. 1983, Higashi 1985) consideradas como analogas al Cit
P-450 de la fraccion microsémica de higado 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 mamiferos. Este sistema ha sido involucrado en
la induccién de metabolitos secundarios que son mutagénicos a partir de varios
promutagenos como benzo(a) pireno y 2-aminofluoreno. La nicotinamida dinuciedtido
fosforilada reducida (NADPH) es la mejor fuente de electrones para la reduccién del
Cit P-450, en tanto que en animales es el NAD (Frear et al. 1969, Higashi 1985,
Calderdon-Segura 1993, Coleman et al. 1997, Calderén-Segura et al. 1999, Gémez-
Arroyo et al. 2000).

22



Meander

Dominio del Grupo Hemo

-

s
e e ,‘_7 -

Sustrato ’

Figura 4. Estructura del citocromo P-450 de plantas (Werck-Reichhart et al. 2000).
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La estructura tridimensional esta determinada por las interacciones entre los
residuos de los aminoacidos de la cadena polipeptidica (Figura 5) (Werck-Reichhart
et al. 2000).

RAEN 2]

Figura 5. Estructura Tridimensional del Cit-P450
{(Werck-Reichhart et al. 2000)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

2.2.1 En las plantas

La biotransformacion se considera constituida por tres grupos de reacciones,
las de oOxido-reduccion (Fase I), las de conjugacion (Fase ll) y las de
compartimentalizacion (Fase Ill). En plantas es una forma de desintoxicacion e
inmovilizacion de los metabolitos, el proceso bioquimico es para su protecciéon e



incluye reéCCio'nes ‘que origina ductos que pueden ser mutagénicos y/o
carcmogémcos (Sandermann 198 Sandermann et al. 1990, Ducruet et al. 1993)
o Fase 1, mcluyen la sulfoxndacnon Y la N-'ff;" :

2.2.2 Reacciones primarias de oxidacién 6 de Fase |
Sulfoxidacion y N-desalquilacion

Las transformaciones oxidantes ocurren en la fase primvaria_rdélv metabolismo,
son procesos no sintéticos y pueden activar o desactivar el compuesto original. Estas - -
50, conocidas . -

reacciones dependen del sistema enzimatico de los citocromos
como oxidasas de funcién mixta (MFO), las cuales intérvi

de los xenobidticos, se localizan principalmente en el retlycu 3
pared celular, requieren de oxigeno molecular y como subs ré
cofactores, nicotinamina adenina dinucledtido reducido (NADH ;
especificas e inducibles por sus substratos (Higashi 1985, 1988). ,

Las peroxidasas y otras oxigenasas también intervienen en el metabohsmo
oxidante. La oxidacién del atomo de azufre de algunos plaguicidas tiocarbamicos y
triazinicos forma sulféxidos y/o hidroxi-triazina que tienen mayor solubilidad en el
agua y son mas reactivos y téxicos que la molécula original. Los sulfoxidos son
capaces de reaccionar con los sulfihidrilos y son potentes agentes carbamilantes de
los grupos tioles del glutation (GSH), de la coenzima A (CoASH) y de otros
componentes tisulares incluyendo proteinas, ademas son fuente de acidos sulfénicos
(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).



.i R—=H+O; + NADPH + H — » R = OH + H,0 + NADP*

{ ;

Fig. 6. Reaccién de cété/)fsis por los citocromos P-450 en las reacciones
de Fase | (Weirck-Reichhart et al. 2000).

La. Fase l mcluye procesos no suntetlcos tales como: 5 1a. xndacnon » reduccnon e

‘las reaccnones son :

htdrohsus qu ‘modifican ‘al:grupo funcional: del '\sustrato orlglna
ad: > 450 producuendo metabolltos ftotoxucos o}

no reactlvos (Coleman ét:‘;é/. 1997)

2.2.3 Reacciones secundarias de conjugacién 6 de Fase ll.
Conjugacién con glutatién, azucares 6 aminoacidos

En general, la conjugacion es considerada como una reaccién de
desactivacidon y de desintoxicacion, involucra la interacciéon de los metabolitos
provenientes de la Fase | o incluyen la sintesis o formas conjugadas de metabolitos
con una baja o nula fotdlisis, con un sustrato endégeno que puede ser el glutation,
los azUcares, aminoacidos y en menor frecuencia, las proteinas. El sustrato principal
es el glutatién, abreviado comunmente como GSH, esta presente en todas las
células vegetales y en las animales en su forma reducida, el grupo estructural
sulfhidrilo (SH) de la cisteina, es el mas importante en su interaccion con muchos
xenobidticos (Chen y Casida 1978, Fuhremann et al. 1978, Stephenson et al. 1979,
Breaux 1986, 1987).
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2.2.4 Reacciones terciarias 6 de Fase Il

En la Fase lll los productos metabdlicos de las reacmones de Ias Fases I y II =

pueden ser compartumentallzados en vacuolas, transferidos al espacm extracelular o
ser que se une -

a la pared celular por mecanlsmos en2|mat|cos desconocudos, parece

a moleculas es ecifi celulosna,;

almldon) y algu \GIODL : o S,‘Yk;d’é sus

polxmerlzados y/o mcorporados a'sus componentes estructurales (Coleman et al.
1997). S .

: ‘De tal manera que los productos iniciales; los mtermedlos y los finales pueden
- ségwr varias rutas: primero, causar dafio en ellos mismos, segundo conjugarse y/o
“‘almacenarse e inactivarse en la planta y liberarse en el tracto gastrointestinal o en
otros érganos y activarse cuando son consumidos por los animales o por el hombre
situacion que en particular puede ocurrir después de la aplicacidon de pesticidas, en
plantas alimenticias o en los sistemas de riego con aguas negras (Sandermann et al.
1990, Coleman et al. 1997).

La absorcién de los herbicidas esta en funcidn de numerosos factores como
las propiedades fisico-quimicas del compuesto, del suelo y del ambiente
(temperatura, luz, humedad) y la especie vegetal, entre otros (Devine 1989, Devine y
Vanden -Born 1991, Sterling 1994).

Las propiedades mutagénicas de los compuestos xenobidticos y sus
metabolitos, estan siendo estudiadas ya que varios agentes quimicos carcinogénicos
son también mutagénicos. A diferencia de la actividad carcinogénica, la mutagénica
puede ser determinada facilmente mediante una amplia gama de sistemas de ensayo
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mutagenesus ambiental, porque muchas cosechas:agrlcola

: Se ha observado que la hidroxilacién ocurre predominantemente en la raiz. La
i _khabllldad para ‘hidroxilar 2-cloro-s-triazinas no siempre asegura la resistencia a estos
% herblcudas por las plantas, esto sugiere la idea de gque existe otra ruta de
dééinfoxicacién. Esta puede ser a través de la produccién de conjugados peptidicos.
i La simazina forma estos productos quimicos en las yemas de maiz y de sorgo. Sdlo

una enzima involucrada en la produccién del conjugado ha sido purificada y
caracterizada sin descartar la participacion de otras que aun 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 maiz, cafa de azucar (Hatzios y Penner 1982,

Kuishrestha et a/. 1982)
Tanto la atrazina como la simazina son absorbidas similarmente por Ia raiz,

pero presenta diferencias en la velocidad de metabolizacion. Varios de los
metabolitos de la transformacion de las triazinas no han sido caracterizados
quimicamente, pero por la importancia toxicoldgica ambiental y su potencial
perjudicial en la cadena alimenticia se hace necesaria su identificaciéon. Otro factor de
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la selectividat

o kde prueba (Plewa et a/ 1988) SRR
‘_fal mayoria de los xenoblotlcos no son facilmente hberados por lo que las

enznmas celulares los convierten en compuestos hidrofilicos que pueden ser
facllmente eliminados del cuerpo, que conducen a la formacion de metabolitos
reactivos que logran unirse covalentemente a macromoléculas de varios tejidos,
causando dafic al ADN, efectos bioquimicos e incluso la muerte celular (Sandermann
1992).
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2.3 Lafraccién enzimatica S9

En los animales el higado es el organo prmc«pal en- donde ocurre el
metabolismo de los xenobidticos y en. menor grado en lntestlno pulmon'“ rlnon y

il para la activacion de p
vivo (Ames et al. 1975).

2.4 La fraccion enzimatica S10

En las plantas existen diversas fuentes de enzimas Cit-P450 y los
homogeneizados dependen del érgano vegetal usado como sistema metabolizador
de xenobidticos como son la S1 de tallo, las S4 y S5 de la raiz y la S1 de hojas de
plantas como papa, trigo, zanahoria, entre otros. Diversos estudios han demostrado
la activacion de plaguicidas a promutagenos con ia fraccién enzimatica S10 de las
raices de Vicia faba tratadas con propoxur, molinate, butilate y otros herbicidas que
inducen intercambio de cromatidas hermanas (ICH) en cultivo de linfocitos humanos
tanto in vitro como in vivo (Gémez Arroyo et al. 1995, Calderon-Segura et al. 1999,
Flores-Maya 2000, Gémez de la Cruz 2001). Se ha reportado la biotransformacién de
sistemas enzimaticos de plantas a compuestos mutagénicos especificos para la
hidracida malica y la fenil urea (Plewa et al. 1988).
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2.5 El herbicida triazinico, ametrina
2.5.1 Caracteristicas generales del herbicida ametrina.

La ametrina (Gesapax), 2 etilamino-4-(isopropilamino)-6-(metiltio)-s-triazina
(Figura. 7). Tiene los nombres comerciales siguientes: Doruplant, Merba;tﬂrirng, Evick, .
Ametrex, Gesapax (USEPA 1989, 1994). Clasificacién Toxicologica n.. ‘

N N
N.?/U\N/l\ml.
CH, CH

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

Es un herbicida s-triazina sintetizado por primera vez en 1962; actua
inhibiendo la fotosintesis y otros procesos enzimaticos; es absorbida por hojas, raiz,
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 metabdlico incluye la hidroxilacion y la desalquilacion. Presenta
una degradacién microbiana primaria temprana en el suelo con valores de Clgo y
rango de 70 a 129 dias (Roberts et al. 1998).
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2.5.2 Efectos toxicoldgicos

Asongalem y Akintonwa (1997) demuestran que dosus altas de ametrlna
afectan a la madre (rata y conejo) y asus. fetos lo que se evalua por la presencua de
htpoactnvndad decremento en eI consum e allmentos y.en la’toma de:'agua

Ilrﬁfbma no-Hodgkin's. Investigaciones realizadas en Nebraska y Lowa,

',mdlcan que las comunidades que usan agua contaminada con triazinas tienen mayor

_,,nCIdenma de nacimientos de bebés con piernas reducidas y otras malformaciones
j;congemtas.
Ensayos de laboratorio con ratas expuestas a la ametrina han demostrado

alteraciones en el funcionamiento del corazén, higado y rifidn, ademas es un

disruptor enddcrino causando problemas en la fertilidad; En ratas hembras provoca
cancer de mama y de Utero, y tumores en los testiculos 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 ecoldgicos

Asongalem y Akintonwa (1997) reponan anormahdades esqueletlcas en fetos k
de ratas hembras albmas tratadas con ametrina.. Lombartl etal (2001) _m{ue’stran,

lnhlben su crecimiento, son clasnfcadas como triazinas muy f|t0t0X|cas ST

2.5.4 Metabolismo de la Ametrina
2.5.4.1 En plantas

Existe limitada informacién sobre la degradacién 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
enzimatica 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 transformacion son la N-desalquilacion y las formas ametrina
monoalquiladas (3 y 4) y ametrina dialquiladas (5); los conjugados de glutation son
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o ‘-metabohcask_y"__enores El compuesto sulfatado (15) posiblemente fue derlvado del 4
.Los metabolntos formados en la rata (2 a 5) también se describen en la cabra
E y la gallma mas los metabolitos hidroxilados (6 a 20) (Roberts et al. 1998).
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Figura 8. Metabolismo de la ametrina en ratas (Roberts et al. 1998).
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. Hidroxilacién

NHp =

[Hidroxilacién
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e

NH, °

Figura 9. Metabolismo de la ametrina en cabra y gallina (Roberts et al. 1998)
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2.6. EI papel del metabolismo vegetal en la activacion de promutagenos

ambientales

En numerosos estudios se ha corroborado que algunos agentes guimicos
inducen directamente modificaciones al ADN, en tanto que otros requieren del
metabolismo realizado por la fraccion S9 de las células hepaticas de mamiferos para
activarse y asi provocar dafio. Durante décadas paso inadved_igjq en |los vegetales
mbargo se ha

dicho metabollsmo 0 la presencia de sistemas enzumatlcos
demostrado la vactlvaClon de compuestos quimicos y plaguucrdas por. la plantas a
los cuales muestran su actividad genotoxi SOS * sistemas

_mutagen s,
n5|deran sensores o mdlcado" 0. A los

Gomez-Arroyo et al. 1995).
, ‘Los experimentos sobre activacidon vegetal se pueden realizar tanto in vivo
o bbmo in vitro, en el primer caso, el agente quimico que se prueba es aplicado a una
‘blanta viva intacta, que semeja las condiciones encontradas en los campos agricolas
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 a/. 1984).

En ambos métodos la accion del metabolismo vegetal sobre un mutageno
potencial se prueba en un microorganismo indicador como Salmonella typhymurium,
Escherichia coli, Aspergillus nidulans, etc, o en células de mamifero tales como
linfocitos humanos periféricos, células de ovario de criceto dorado, etc, analizando la
induccién de mutaciones puntuales, aberraciones cromosdmicas, micronucleos e
intercambio de cromatidas hermanas, para evaluar asi las propiedades genotéxicas
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imayor_ \_a exposm:on Sm embargo, ambos mecanismos son afectados por numerosas

varlables ademas de la exposicién, como la estructura quimica del mutageno, el tipo
de aducto formado y la cantidad de dafo inducido (Rodriguez y Lozada 1998,
Gonzalez et al. 2003).

2.7 Los sistemas biolégicos de prueba

Con el fin de detectar los efectos genotdxicos provocados por la gran variedad
de mutagenos tanto fisicos como quimicos, se han desarrollado diversos sistemas de
evaluacién de dafio genético que forman parte de una bateria 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 darfio genético. Muchos sistemas de prueba han sido
empleados para determinar el dano inducido a! ADN por los diversos agentes como
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‘utilizan células meristematicas de Vicia faba y Imfocntos de "sangre\»penférlca
v (Gémez-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 dafo al ADN de células individuales. Fue
introducido por Ostling y Johanson en 1984, para evaluar el dafio en células
recuperadas de pacientes bajo terapia. Este método se aplica internacionalmente en
los proyectos de analisis genotoxico y mutagénico, es considerado como un ensayo
con elevada sensibilidad para detectar rompimientos del ADN. Este sistema se aplica
con cualquier tipo de células interfasicas o en divisién celular, y no se requiere su
cultivo en medios especificos, asi pueden utilizarse linfocitos de sangre periférica de
donadores sanos o de pacientes con desdérdenes genéticos, lineas celulares de
linfoblastoides, fibroblastos, queratinocitos de piel, entre otras (Rojas et al. 1999,
Tice et al. 1990, 1991, 1992, 2000)
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Paralelamente ‘a esta prueba se puede estlmar el efecto CItOtOXICO del agente
. quumlco o fISICO ‘a traves de Ia v:abllldad celular que se determlna con las mlsmas]
suspensmne celulares que as usadas para evaluar Ia gen toxncndad por ‘el 'ensayo

by.que Si hay camblos de estas condlcwnes la sensnbihdad es afectada (Ro;as et a/
1999, Tice et al. 2000).

2.9 Ventajas del uso del ensayo cometa

El ensayo cometa es una prueba rapida, de bajo costo y con una sensibilidad
que supera a las pruebas citogenéticas y permite detectar roturas de simple o dobie
cadena vy sitios labiles sensibles a los alcalis. Este ensayo puede ser aplicado a
cualquier célula eucarionte. Se utiliza ademas para el biomonitoreo ambiental y el
andlisis de sensibilidad a radiaciones. En el biomonitoreo humano, es accesible a
cualquier poblacién celular (leucocitos, granulocitos, linfocitos, células bucales,
gastricas, nasales y espermaticas (Rojas ef al. 1999, Tice et al. 2000).
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2,10 Linfocitos humanos de sangre periférica

Las células del tejido sanguineo y en especial los linfocitos, tlenen grandes-

estlmulados con mltogenos smtetlcos 6 extractos vegetales con propledades ,
mitogénicas (Evans y O'Riordan 1975). ‘ s e

2.11 Factores que influyen el dafio genético

Los agentes alquilantes inducen dafio en el ADN y son capaces de producir
rupturas durante su reparacién y también en los sitios labiles sensibles en un medio
alcalino. La electroforesis unicelular alcalina, permite la deteccidn de estas lesiones

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

: EI ‘dafio ocasionado se debe a factores multiples como, el genotipo ©
polismorﬂsmo genético, metabolismo, la edad, el sexo, la dieta y la capacidad para
.:"reparar el ADN, por la'generacion de radicales libres por estrés oxidante, por el

e fupo y tiempo de exposicidn a los agentes quimicos. Muchas pruebas se han
: desarrollado para detectar darfio al ADN, desde las bioguimicas espectrofotomeétricas,
citogenéticas y las basadas en la sedimentacién del ADN danado, 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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. JUSTIFICACION

La Orgamzacnon Mundial de Ia Salud cIasufca al grupo de las tnazmas

antecedent“es”s _mvestlgaron Ios‘efectos genotoxwo y citotéxico de la ametrina y el
papel del. metabohsmo de Vicia faba in vivo, para biotransformar al herbicida en
promutageno y como prueba para analizar el dafio al ADN el ensayo cometa o
electroforesis unicelular alcalina, empleando a la raiz de Vicia faba in vivo como
sistema de activaciéon metabdlica vegetal, para lo cual se expusieron directamente al
herbicida y a sus extractos junto con los linfocitos humanos de sangre periférica.
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V. OBJETIVOS

1. Evaluar el dafio- g hotoxnco dlrecto' del er |C|da

diferentes concentracnones enlos linfocitos humanos de: sangre‘perlfenca,

(LHSP) ‘medlante él ‘ensayo. cometa o electroforesis unicelular alcalina,

fparﬂcnpacnon;de_la actnvacuon metabollca de V/C/a faba /n wvo g
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Propiedades fisicas y quimicas del herbicida ametrina

COMPOSICION: 500 g/L de (Ametryne).

NOMBRE COMERCIAL; Ametrex, Gesapax.

NOMBRE QUIMICO: (IUPAC) (2-etitamino-4-isopropilamino-6-metiltio-s-triazina)
TIPO DE PLAGUICIDA: Herbicida selectivo del grupo quimico de Ias,triazinas;' pfe’- j

y post-emergente.

e4227 3 g/mol punto de fusion de 84 ,85°

solucuones heutras acidos debnles o} basu:os se h|drollza en solucmne de acndo
5 ',fuerte (pH 1) y/o base fuerte (pH 13) a un derivado inactivo, el__ lidroxi~ (Roberts
et al. 1998), se descompone lentamente por la luz UV. Concentracuon CLsg oral

~(Rata) = 1.405 mg/kg.

CATEGORIA TOXICOLOGICA: Producto técnico Clase |l

PERSISTENCIA: Moderadamente persistente

EFECTOS ADVERSOS AL AMBIENTE: Muy toxico

Tratamiento en caso de intoxicacién: No hay antidoto ni tratamiento especifico,
sintomatico
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excesnva irritacion moderada de OJOS

- arco II’IS expuest_ or-96- h es de 8 8 mg/l en’ cambxo para la agalla azul es de 4 1  :
’mg/l y para ‘el p pez arco iris es de 14.1 mg/l (Meister 1992). Y altamente toxica en -
crustaceos (>1.0) y moderadamente tdxica en moluscos (Brigss 1992).

5.2 Aplicaciones de la ametrina

La Ametrina es un herbicida con accidén residual prolongada, se usa para el
control pre-emergencia y post-emergencia de malezas de hoja ancha y gramineas
(USEPA 1994),

Asimismo es util para el control de malezas de hoja ancha, en las plantas o en
vegetales comestibles; maiz, sorgo, trigo, papa, cafa de azucar, café, té, paima de
coco, pifia, platano; en arboles de toronja, de naranja, de papaya, para el control de
toda la vegetaciéon de:; verdolaga, bledo, batatilla, amor seco, ambrosia, garrachuelo,
mostaza, hoja de terciopelo, hierba ganso, cola de zorra, y gramineas, paja mona y
guarda rocio (USEPA 1994).
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La V|da icidas ‘es de'uno a seis meses
es de intemperismo, su movimiento es

en agua (USEPA 1994).

dependnendo del tp

por lsxnvnaqo‘ ; d

H neltro, débilmente estable en medios alca‘linos

“En hidrélisis, es un acido’m
forma de 6-hidroxiderivativo es un herbicida inactivo (PM). Se ha reportad""que t:enes"
una degradacién microbiana temprano primaria, en suelos con CL50 Valuados en el,’ .

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

5.3 La electroforesis unicelular alcalina

La electroforesis unicelular alcalina es facil de realizar y se tienen resuitados
aproximadamente a las 48 horas. La base experimental-tedrica del ensayo cometa
consiste en cuantificar el dafio inducido en el ADN en células expuestas a agentes

»quimicos fisicos o biolégicos utilizando suspensiones celulares mezcladas con

e f_agarosa de bajo punto de fusion que se dispersan sobre un portacbjetos con una

capa de gel de agarosa de fusién normal. Después las células son colocadas en una
solucion 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 daflo migran fuera del nucleo para desplazarse en
direccidn al anodo. Cuando el gel es tefiido con un colorante flucrescente 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 nucleos intactos
o sin cometas. El tamafio de la cauda depende del numero de fragmentos rotos
producidos por el genotdxico. De esta manera, |a intensidad y la longitud de 1a cola
del cometa son parametros del dafo inducido al ADN, pero ademas se puede
evaluar también la sensibilidad diferencial intra e interindividual de las poblaciones
celulares, la resistencia y la reparacion del genoma dafado, la induccién de la
apoptosis (muerte celular programada (Rojas et al. 1999, Tice et a/. 1990, 1991,
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~con5mL, se centrlfugaron a 1200 rpm d

i Tde Hank s balanceada (Glbco) se

1992, 7270070'). Ademas con éste método se puede establecer Ia,'rélaciénvf

concentracion-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, 10 mL de sangre hey:>arinizad'a‘cri'e‘j
un donador sano, se aisl6 la fase de linfocitos y se transfirié a dos tubos de-

centrifuga estériles con 3 mL de solucuon de Hanks (Glbco) los Imfocﬁos hu anos sef i

‘bos con un. gradle‘ te'

pasaron con pipeta Pasteur esterll a otros

Se transfno la fase de llnfOCIt

,luego se centrlfugaron dos veces 21200

"Tlce etal. 2000). :
' ,osterlormente se 'ehmmo el:sobrenadante y se agregaron 5 mL de medlo i

' 'RPMI 1640 (G|bco) mas 5 p.L de antlblotlco (1%) para incubarse a 37 °C.

5.5. Cuantificacién de linfocitos humanos

Se mezcid bien el botdn celular y se registrd la cantidad de linfocitos/mL de
medio en la camara de Neubauer.
Se tomaron 10 ulL dei botdén celular y se colocaron en la camara de Neubauer (se
requieren alrededor de 10 000 células por muestra). La formula utilizada para el

conteo es la siguiente:

Ne° Linfocitos / mL
N° Lin = (nLin) (2) (10000) = ne  H/mL
4
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5.6 Analisis de la viabilidad linfocitaria .
Se determind el porcentaje de la vnabllldad Imfocntarla dentro del rango; y

por 3 mmutos ' antlf"cando el numero de c' ] r 7
100 celulas 'consecutlvas en el mlcroscoplo de. ﬂuorescenua marca Oy_ _p ’
~objetivo . 4OX por duplicado (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). ' ‘

5.7 Tratamientos directos con el herbicida ametrina a los

linfocitos humanos o
Se coincubaron 25 x 10* linfocitos (mayor a 94 % de viabilidad) con 1, 2, 3, :5,6.y10:
ppm de herbicida (disueltas en agua desionizada), a volumen fmal de 500 uL el
testigo negativo fue el medio RPMI 1640 y el positivo, la mltomlcnna C (MMC 400
ng/mL) por 2 horas a 37 °C, (Ro;as et al. 1999, Tlce ‘et al 2000) ) e

5.8. Elaboracidn de geles con monocapa de agarosa mas células con/sin

tratamiento
Después del tratamiento todos los lotes experimentales se centrifugaron a 4000 rpm

por 5 min, se eliminaron 450 ulL del sobrenadante y se agregaron 50 uL del medio
RPMI 1640, el botdn celular se mezclé bien se tomaron entre 5 y 10X10° céiulas en
un tubo para analizar la viabilidad linfocitaria para cada lote experimental, asi como
de los testigos negativos y positivos y una mezcla de células ( 5 y 10X10% a un
microtubo. Después se agregaron 75 ulL de agarosa de bajo punto de fusién (LMPA
0.5%) a 37 °C, se transfirid a cada portaobjetos esmerilado (gel) (dos geles por lote)
con una monocapa de agarosa normal (NMA 1% Gibco), se le colocd un

48



‘:‘cubreobjetos a Ias laminillas y se mantuvieron a 4 °C. por 5 mln, se quitd ‘el
cubreobjetos y se adiciond 75 uL de LMPA (0.5% anco) mantemendo la preparacnon»

a .4 °C por 5 minutos (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000). -

5.8.1 Lisis celular

Se colocé en una solucién de lisis final 2.5 M. NaCI igm )100mMEDTA :
(Sigma), 10 mM Trisma base (pH 10. 0) (slgma" ‘ R
sarcosinato de sodio (1%), Triton x-100( 1%) (S|gvr mide

Tritén X-100 1%y 10 mi de DMSO010% en vasos Koplln a 4 hantes de terml"‘ar

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

5.8.2 Electroforesis unicelular alcalina

Después se colocaron los portacbjetos en la camara de electfoforésis y se
cubrieron con amortiguador de NAOH: (300 mM) (Sigr;riva‘)k'+ 1-mM EDTA (pH >13.0)
en luz amarilla, a temperatura ambiente por 20 minufos p‘ara' desenrollar el ADN, la
electroforesis fue constante a 300 mA y 25V por 20 rhinu'tos (Rojas et al. 1999, Tice
et al. 2000).

5.8.3 Neutralizacion
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 Tincién del ADN

Para la observacién de las laminilias en el microscopio de fluorescencia, a los
geles se les agregaron 50 ubL de bromuro de etidio (10%) en obscuridad, por 3
minutos para tefiir el ADN y visualizar el dafio (Rojas et al. 1999, Tice et a/. 2000).
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5.10 Analisis del dafio sobre el ADN

Para analizar el dafio del ADN en 50 células consecutivas se cuantifico el nimero
'I'p‘o’i*c‘ehtaje de

de células, sin y con dafio (sin y con cometas), para determinar '
migracién del ADN se’ mldlo el. dlametro de la cola y la longltud del cometa con el
objetivo mlcrometrlco enun mlCFOSCOpIO de fluorescencia, con fltros de exmtacuon de
-51,5'5_60 nm.y de barrera de 590 nm, la observacion se hizo por triplicado con
" objetivo 40X (Rojas et al. 1999, Tice et al. 2000).

5.11. Activacion metabdlica vegetal in vivo
5.11.1 Preparacidén de los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con

ametrina y su aplicacién a los linfocitos humanos

Las semillas de Vicia faba (var. minor) se pusieron a germinar entre dos
capas de algodén humedecido con agua de la llave, hasta que las raices 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 metabdlica
de Vicia faba se empled como testigo positivo etanol (EtOH, 98% de pureza (Sigma)
3600 ppm (1X10-' M) bajo las mismas condiciones experimentales, el cual ha
mostrado ser promutageno 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 (Calderén-Segura 1993, Gémez- Arroyo et al. 1995,
Calderén-Segura et al. 1999). Transcurrido el tiempo de tratamiento las raices se
lavaron con agua de la llave tres veces y dos ocasiones con agua bidestilada y
desionizada. Posteriormente, se cortaron 2 cm de la raiz principal, se maceraron y se
homogeneizaron con una solucién amortiguadora de fosfatos de sodio monobasico y
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dibasico (NaH,PO4.H;C

a los linfocitos humanos interfasico

Testigos negativos S
a) 25 X10* de linfocitos human

b) 25 X10* de linfocitos hum
de las raices sumergidé \

40 ‘+‘=20f;,zfl_.fkd\éﬂe_kt‘ractqs o

Testigo positivo
a) 25 X10* de llnfocﬂos humanos interfasicos: +F ‘RPMI 164

de las raices tratadas con etanol (0.1 M) y se ’contmuo la‘téc
tratamientos dlrectos )
E! volumen final en los grupos experimentales, en los testngos negativo y posmvo

fue de 500 ul.

5.12. Esquema de tratamiento (2 horas) con los extractos de las raices de Vicia
faba tratadas con diferentes concentraciones de ametrina

20 ul de los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con 50, 100, 200,
500 y 1000 ppm se aplicaron a los linfocitos interfasicos.
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5.13 Determinacion de proteinas totales por el método de Bradford
5.13.1 Extractos de las raices de Vicia faba con y sin tratamiento con ametrina

aplicados a los linfocitos humanos

La concentracién de la proteina total en los extractos utilizados en los
tratamientos con activacion metabdlica in vivo se determind utilizando el método de
unién reactivo-proteina de Bradford (Bradford 1976) de la siguiente forma:
los extractos de las raices trat: das o

En tubos de ensaye se colocaron 20 uL

con ametrlna y los testlgos negattvo (extractV le las raices sumergidé_é

vortex:: lnmedlatamente de reallz

_espectrofotometro Zeiss PMQ11 que f: e
i blanco de agua desionizada mas el colo
'rlas‘co»n‘centracuones de proteinas se fea 126 acu
bovina v(BSA Aldrich), haciendo diluciones é part ,,

concentracuon de 1:1 con agua destilada. Las déterm

Iecturas a: 7595

dupllcado.

6. Evaluacién del daio del ADN de los linfocitos humanos

Para analizar el dafo del ADN de los linfocitos humanos tratados directamente y
con los extractos de las raices tratadas con las diferentes concentraciones con
ametrina, se determind el porcentaje de dafio 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 excitacién de 515-560 nm y un
fittro de barrera de 590 nm.
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6.1 Andlisis de los Cometas

Para determinar la migracion del ADN se midi6 longitud de la cola o cauda (um) y la
cabeza o nucleo con objetivo el micrométrico a 40X como se muestra en la
siguiente figura;

TESIS (7N
FALLA DE URIGEN

Figura 10. A) Linfocito humano con dario al ADN en forma de cometa. B) Medicion
del diametro del nucleo y la longitud de la cola o cauda. C) Linfocitos sin dario al
ADN (sin cometa) (Rojas et a/.1999, Tice et al. 2000)

VI. ANALISIS 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 si, mediante una prueba " t " de Student, posteriormente se aplicé un analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion muiltiple de Newman-Keuls.
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Vil. RESULTADOS

7.1 Tratamientos directos con ametrina y mitomicina C

a los linfocitos humanos

Los tratamientos directos con 1, 2, 3, 5y 6 ppm del herbncnda ametrinaa -
los linfocitos interfasicos por 2 h mostraron resultados negatlvos en{lamd}uccuon'
en la frecuencia de celulas con darfio (con cometas) y m:gracnon "del ) :
respecto a los valores del_testigo negativo (Tabla Ly.gr

: EI testlgo posmvo la mitomicina -C " (MMC, 11400 - ng/mL}), :
lncremento de células con dano (con’ cometas) y mtgracnon del ADN con respecto

produ;o

al testlgo negatnvo (Tabla | y grafica 1).

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

ametrina y etanol a los linfocitos humanos in vitro

Al coincubar los linfocitos humanos con los extractos de las raices de Vicia
faba ( sistema de activacion metabédlica in vivo, tratadas con 50, 100, 200, 500
ppm incrementaron del 40 % al 60% las frecuencias de celulas con dafio (con
cometas) y aumentd la migracion del ADN (Tablas Il y grafica ll) y con 1000 ppm
de ametrina obteniendo una relacién de concentracién-respuesta. Con el etanol
previamente activado por la raiz de Vicia faba se indujo 100% de células con dafio
(con cometas) y mayor migracién del ADN (Tabla |l y grafica Il), al ser
comparados con los datos del testigo negativo (fraccion S10 de la raiz de Vicia
faba sin tratamiento) (Tabla Il y grafica ll).
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7.3 Evaluacion del efecto citotoxico de la ametrina y etanol con activacion
metabdlica de Vicia faba in vivo

E! andlisis citotoxico de los linfocitos expuestos directamente con 1,2, 3,5y

6 ppm de ametrina reveld disminucion de la viabilidad celular hasta provocar
muerte celular con 10 ppm deI herbu}cnda'con_relacién}a-;Iosyvalo’ryes del . testigo

‘lirifocita'ki ontrastadas con

. testlgo negatl"' nv tratamlento) (Tabla IV) . v
del etanol previam nte ‘ ctivado por laraiz de Vicia faba no se evidencio alteracton

en la viabilidad de las células humanas (Tablas IV y grafica V).

7.4 Determinacién de proteinas totales por el método de Biorad de Bradford
en los extractos de las raices de Vicia faba tratadas con ametrina

La concentracion de proteinas totales en los extractos de las raices de
Vicia faba tratadas con las diferentes concentraciones de ametrina, etanol (testigo
positivo) y en la fraccion S10 (testigo negativo) usados en los tratamientos con
los linfocitos humanos in vitro fue de 0.5 ug/20 ul. El pH del medio de cuitivo
(RPMI| 1640) mas linfocitos humanos coincubados con la ametrina y con los
extractos de las raices 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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Viil. DISCUSION

La ametrina es un herbicida triazinico amphamente usada en Ia agrlcultura»

reportaron e:mbrlotoxlc:dad en ratas hembras expuestas a 185 ppm de ametrina y su
. bersustencua en las raices de los cuitivos de platano y algodaén, en peras y en una
» Vaﬁedad de granos como el trigo. Por lo cual en este trabajo se investigaron los
efectos genotoxico y citotdxico y el papel del metabolismo de Vicia faba in vivo, para
biotransformar al herbicida triazinico ametrina en un promutageno y como sistema
evaluador del darno al ADN al ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina, para

ello se expusieron a los linfocitos interfasicos de sangre periférica con diferentes
concentraciones directas del herbicida y con los extractos de las raices de Vicia faba
tratadas con ametrina.

Los resuitados de los tratamientos directos con 1, 2, 3, 5, 6 y 10 ppm de
ametrina mostraron gue No es un compuesto genotdxico directo en los linfocitos
humanos in vitro (Tabla | y gréafica I) al no inducir incremento en la frecuencia de
cometas (células con cometa) y migraciéon del ADN (fragmentos rotos) en ninguna de
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el ensayo;de .
) et al. (2000)
ole, prometrma

atica en Drosophila

,,,;Vvicia faba expuestas
‘ : 0 los  linfocitos interfasicos
una vez mas se comprobd la eficiencia metabélica de la planta
‘:r‘f'a_l herbicida ametrina a intermedios metabdlicos con capacidad
ctdarv con el ADN e incrementar del 40 % al 60 % en la frecuencia de
as .y mayor migracion del ADN con una relacion de concentracidn-respuesta
(Ta Ia II y grafica Il). Con 1000 ppm de ametrina se provocd el 100 % de dario al
‘ ;ADN al obtener 100 % de células con cometas y mayor migracion del ADN (Tabla Il y
gréfica l), comparados con los resultados del testigo negativo (fraccion S10 de la
raiz de Vicia faba sin tratamiento) (Tabia Il y grafica Il).

De Marco et al. (1992) encontraron frecuencias elevadas de microndcleos en
las células meristematicas de la raiz de Vicia faba tratadas con el herbicida atrazina.
Este efecto genotdxico fue similar al descrito por Flores-Maya (2000) ya que hubo
induccién significativa de ICH en los meristemos apicales de la raiz 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 raices de Vicia faba tratados con ambos
plaguicidas por 48 horas. Asimismo Gdmez de la Cruz (2001) encontrd resultados
positivos en ICH en linfocitos humanos en cultivo por 4 h con las mismas triazinas en
presencia de la mezcla enzimatica S710 de Vicia faba.
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’5|blemente los metabolitos Hadroxn arn

) estén implicados en la mduccuo 1 de

;materlal genetlco, esta hlp es

, ,electroflhca a_ grupos tiol de proteinas (Shah et al. 1997, Roberts et al. 1998,
‘Tchounwoul et al. 2000, Farré et al. 2002).

El efecto genotoxico directo de la mitomicina C, ha sido estudiada en diversos
sistemas bioldgicos in vivo e in vitro usando distintas pruebas de evaluacion del dario
al ADN, las cuales indican que es un buen agente inductor de aberraciones
cromosémicas, ICH, micronucleos, aductos y migracion del ADN por electroforesis
unicelular alcalina o neutra, ademas es muy conocida su acciéon como agente
intercalante ADN-ADN. Con tales antecedentes en este trabajo se utilizé a la MMC
(400 ng/mL) como testigo positivo, 1a cual produjo el 22 % de células con dafo (o con
cometas) y migracidén significativa del ADN con relacion a los valores testigo
negativo (Tabla !) dicho comportamiento es similar a los publicados por Tomasz
(1994a, b), Pfuler y Wolf (1996) y Merck y Speit (1999) con diferentes lineas
celulares con electroforesis unicelular alcalina.

La activacion vegetal in vivo e in vitro del etanol ha demostrado que es un
promutageno activado por la raiz de Vicia faba y un excelente productor de ICH en
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el. éulti\)o: d

L,Anderson 1‘9 ,Slhgh y Khan 1995) Ek etaldehndo es el principal metabol:to que“v »

» provoca ICH en Iihfocutos humanos in wtro en presencia de la enzima ADH y de NAD
*'rty(ObVe et al. 1986) y quizas el mejor candidato para ocasionar rompimientos en la
éadéna del ADN visualizados en forma de cometas (Tabla Il y grafica ll). Varios
- estudios indican que el acetaldehido tiene multiples formas de interactuar con el
ADN ocasionando frecuencias elevadas de mutaciones, rompimientos del ADN,
muerte celular o apoptosis, asi como efectos carcinogénicos y teratogénicos
(Woutersen et al. 1984, Olive et al. 1990), entrecruzamientos del ADN y modificacion
de algunas proteinas (Singh y Khan 1985).

El analisis de la viabilidad celular en los linfocitos humanos expuestos con 1,
2, 3, 5y 10 ppm de ametrina mostré que la molécula original ejerce citotoxicidad
disminuyéndola del 87% al 72% con relacién de concentracion-respuesta hasta
provocar muerte celular con 10 ppm del herbicida (Tablas Il y grafica lll), 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, Gémez de la Cruz 2001, Hartmann et a/. 2001 Moretti et al. 2002). En
los tratamientos con los extractos (donde se encuentran los intermedios metabdlicos)
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: LaVuablhdad linfocitaria en los tratamientos indirectos con ametrina (extractos
de. Ias raices de Vicia faba tratadas con diferentes concentraciones de la triazina)
"“yuestuvo dentro del rango del 70-73 % aceptable para no interferir con el efecto
v "grenbtéxico por el ensayo cometa (Tabla IV y grafica IV) (Vigreux et al. 1988, Merck y

i Speit 1999, Tice et al. 2000, Hartmann et al. 2001, 2003) ya que se ha mencionado
que la toxicidad puede causar dafio 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 alterd la viabilidad de los linfocitos pero aumentaron
significativamente las frecuencias del dafio al ADN (Tablas I-IV y gréficas [-IV)
(Vigreux et al. 1988, Merck y Speit 1999, Tice et al. 2000, Hartmann et al. 2001,

2003).
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vest:gamon corroboran que la. triazina ametrina

promutagen y, umenta e da‘no al ADN en Ios hnfocutos humanos in: wtro lo cualﬂ
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1X,

~

lmfocttos humanos :
: electroforeS|s unicelular:alcalina.

CONCLUSIONES

Se corroboré la capacudad metabollca de la raiz: V/C/a faba para blotransformar el

,herbncnda triazina ametrlna en un promutageno con-el lncrementoﬁi's'gmfcatwo dej

con dano*(con cometas) y mngracnon del ADNv medlante

Ia matomlcma Ce mdlrect'
ces de VICIa faba produce‘ 25A> Y

el etanol (3600 ppm)“"

% cometas - y‘, -

- oducnr sngnlfcatlvamente linfocitos con dafic (con cometas) y mugracuon del

"ADN sm alterar la viabilidad de las células humanas.

El ensayo cometa es un sistema adecuado para evaluar el dafo al genoma humano
con plaguicidas con y sin activacion metabdlica vegetal in vivo.
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TABLA I. FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS Y
MIGRACION DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA,
SIN ACTIVACION METABOLICA POR Vicia faba in vivo ?

TRATAMIENTOS FRECUENCIA LONGITUD DE LA COLA O
DIRECTOS CON EL DE COMETAS® CAUDA®
HERBICIDA AMETRINA A (migracion del ADN)
LOS LINFOCITOS (nm) =
INTERFASICOS %
ppm b + EE. X o+ EE-
1 R R
2 3 s a 1.75
3 2. 4 154 2080 + 148
5 R 3 + 144 1090 + 199
6 ‘ R £ 1220 Tas21 0 4 1.32
10 e : Muerit"ei cvebl'ular" :
. Testigo positivo 22 £ 3se. mam o 03
- Mitomicina C (MMC) : ' o ‘
. 400 ng/ml
" Testigo negativo 2 + 288 - 1521 e 1.44

Linfocitos interfasicos
- 'en RPMI 1640

. Promedio de tres experimentos
=En 300 celulas interfasicas

a-
b _
€= Error estandar. _

* Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada
grupo de tratamientos, utilizando un analisis de varianza (ANOVA)
donde F = 4.302 a p<0001 y aplicando la prueba de comparacion
multiple de Newman-Keuls el valor de p< 0.001
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TABLA I(l. FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS Y
MIGRACION DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA,
CON ACTIVACION METABOLICA POR Vicia faba in vivo®

TRATAMIENTOS CON FRECUENCIA DE  LONGITUD DE LA COLA O
EXTRACTOS DE Vicia faba CON COMETAS? CAUDA?
HERBICIDA AMETRINA A LOS (migracjén del ADN)
LINFOCITOS INTEFASICOS % (um)
50 e 42 R ,z;'sg 7
100 s x o178 218
200 : ‘63 * 1§1b ; e sas
s00 - : 75 107 e e
1000 100 % 140 11181 = 203
Teétigo‘positivo 100+ 1.10 127,65 B 232
- Extractos de las raices de S :
Vicia faba tratadas con etanol
‘ (3600 ppm)
Testigo negativo 2 S 1.87 8.83 + 1.39

Extractos de las raices de
Vicia faba sin tratamiento

? = Promedio de tres experimentos.

b = En 300 células Interfasicas.

€ = Error estandar.

*Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada
grupo de tratamientos, utilizando un andlisis de varianza (ANOVA)
donde F = 57.42 a p<0.0001 y aplicando la prueba de comparacion

multiple de Newman-Keuls el vaior de p< 0.001
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TABLA |ll. VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUES DEL TRATAMIENTO CON
AMETRINA POR DOS HORAS, SIN ACTIVACION METABOLICA in vivo®

TRATAMIENTOS EXPERI&AENTO EXPERIMENTO EXPERIMENTO X+ E.ES

DIRECTOS CON | ne e
AMETRINA A LOS
LINFOCITOS
INTERFASICOS
Ppm™ o % % % %
T+ e 90 84 87176
2 77 82 8  '81£233
3 7779 79 +78:067
5 75 72 70 724166
6 75 70 70 72166
1 0 ' Muerte celular
~ Testigo positivo 96 94 9% 95:066
Mitomicina C(MMC) R
: 400 ng/ml
Testigo negativo a8 90 94 . 94:2;30 ‘
Linfocitos
interfasicos en
RPMI1640

2 = Promedio de tres experimentos.

b = En 100 células interfasicas consecutivas.

¢ = Error estandar.

* Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada grupo de
tratamientos, utitizando un analisis de varianza (ANOVA) donde F = 32.82 a
p< 0.0001 y aplicando la prueba de comparacién multiple de Newman-

Keuls el valor de p < 0.001
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TABLA IV. VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUES DEL TRATAMIENTO CON
AMETRINA POR DOS HORAS, CON ACTIVACION METABOLICA in vivo?

EXTRACTOS DE -
LAS RAICES DE EXPERIMENTO EXPERIMENTO EXPERIMENTO X*xE.E®

Vicia faba e ne e
TRATADAS CON

AMETRINA
PPM % % % %
100 70 81 o o as i  ‘:.7-“7.4_@3.34'
20 75 72 78 - wstim
,5do N : 73 ST 70 79 :.‘*1'.'7:‘4‘;52:6"5“]
000 78 74 77 mzoss

Testigo 'p'ositivd f ; 96 . , o . | ) : e get033 E

 Extractos de las raices de
‘licia faba tratadas con
ctanol (3600 ppm)_

Testigo negativo. as 94 S 96 - 96 +£1.15
Extractos de las raices de’ R
licia faba tratadas'con

ctanol (3600 ppm)

2= Promedio de tres experimentos
® = En 100 células interfasicas consecutivas
. ®= Error estandar

“*Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y cada grupo de
tratamientos, utilizando un analisis de varianza (ANOVA) donde F = 23.77 a
P< 0.0001 y aplicando la prueba de comparacién multiple de Newman-
Keuls el valor de p <0.001
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GRAFICA I. PROMEDIOS DE FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS
Y MIGRACION DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA, SIN
ACTIVACION METABOLICA POR Vicia faba in vivo.
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GRAFICA . PROMEDIOS DE FRECUENCIA DE LINFOCITOS CON COMETAS
Y MIGRACION DEL ADN INDUCIDAS POR EL HERBICIDA AMETRINA, CON
ACTIVACION METABOLICA POR Vicia faba in vivo.
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GRAFICA Ill. PROMEDIOS DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUES
DEL TRATAMIENTO CON AMETRINA POR DOS HORAS,
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GRAFICA IV. PROMEDIOS DE VIABILIDAD DE LINFOCITOS DESPUES DEL
TRATAMIENTO CON AMETRINA POR DOS HORAS, CON ACTIVACION
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