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Resumen

RESUMEN

El empleo de plaguicidas ha contribuido al combate de diversas plagas que
inhiben fa produccion de las cosechas, paraddjicamente con estos beneficios, ha
provocado graves problemas ambientales ya que son persistentes en el ambiente,
lo que también implica riesgos para la salud humana.

En este trabajo se compard el efecto provocadc por los plaguicidas
endosulfan (organoclorado), metamidofos (organofosforado), zeta-cipermetrina
(piretroide) y azadiractina (triterpeno derivado del neem), aplicados de forma
directa y posteriormente se agregd la mezcla S9 a los cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica mediante el ensayo de intercambio de cromatidas
hermanas (ICH), la cinética de proliferacion celutar (CPC) y los indices de
replicacion (IR) y mitotico (IM).

Se utilizaron como testigos positivos mitomicina C (MMC) para ensayos
directos y ciclofosfamida (CP) para el ensayo con activacién, que como se
esperaba provocaron aumento significativo en la frecuencia de ICH.

Los cuatro plaguicidas evaluados en este estudio fueron aplicados a las
mismas concentraciones de 90, 180, 360 y 450 mg/L, los resultados indicaron que
no hubo diferencia significativa de la frecuencia de ICH provocada por los
plaguicidas con respecto al testigo en presencia y en ausencia de la mezcla S9.

En los ensayos sin activacion metabolica disminuy6 significativamente el IR
para los plaguicidas endosuifan (en la concentracién de 450 mg/L), metamidofos,
azadiractina (con 180 a 450 mg/L) y zeta-cipermetrina (con 90 a 180 mg/L, el
incremento de estas concentraciones impidieron que se completaran las
metafases). Con respecto al IM, endosulfan presenté disminucion con 360 a 450
mg/L, azadiractina con 450 mg/L y zeta-cipermetrina de 360 a 450 mg/L. El IM
con metamidofos no mostrd ninguna alteracién.

Estos resuitados sugieren un retraso en la cinética de proliferacion celular
conforme aumenta la concentracion de los plaguicidas, que a su vez se evidencio
por el aumento en el nimero de metafases de primera division con respecto a las

de segunda y terceras divisiones.
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Resumen

En lo que se refiere al ensayo aplicando la mezcla S9 junto con los
plaguicidas, la CPC, el IR y el IM no fueron afectados, sugiriendo que los
metabolitos derivados de la transformacién de los plaguicidas en estas
concentraciones no afectan a los linfocitos, lo que implica un efecto de
desintoxicacion por parte del sistema enzimatico. Sin embargo, la concentracion
de 450 mg/L de zeta-cipermetrina aplicado en forma directa, manifesté alteracion
en la cinética de proliferacion celular lo que no sucedié en presencia de la mezcla

enzimatica S9.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Historicamente el hombre ha luchado para mejorar sus condiciones de vida
desarrollando intensamente agrosistemas que le permitan producir el alimento
necesario para su subsistencia. Para ello ha tenido que combatir a las diversas
plagas que atacan la produccién de las cosechas, mediante el empleo de
plaguicidas, insecticidas o herbicidas (Restrepo 1992).

En el mundo se emplean cantidades enormes de plaguicidas, en los tltimos
20 afios casi se triplica su produccién y aplicacion hasta sumar actuaimente mas
de 4 millones de toneladas. Un total de 890 ingredientes activos estan registrados
como plaguicidas en Estados Unidos de América y conforman parte de
aproximadamente 20, 700 productos de marcas registradas (Bolognesi 2003).

En Meéxico, como en todos los paises la agricultura es crucial para la
alimentacion y el desarrollo socioeconomico, por ello con la modernizacion de los
sistemas agricolas se ha visto en la necesidad de incrementar el uso de
plaguicidas.

La aplicacion intensa de plaguicidas sintéticos en México comenzd en
1948, estando relacionada sobre todo con los cultivos de algodén y posteriormente
con los sistemas de agricultura acelerada conocida como “Revolucion verde”
(Albert ef al. 1985).

Datos de la Asociacion Mexicana de la Industria de Plaguicidas vy
Fertilizantes sefialan que en 1995 el volumen de plaguicidas empleados ascendid
a 54, 678.96 toneladas de las cuales 47% corresponden a insecticidas, 29% a
herbicidas, 17% a funguicidas y 7% a otros compuestos relacionados. Los cultivos
que utilizan un mayor volumen de estos productos son: maiz, cafia de azUcar,
algodon y frijol (SEMARNAP 1997).

Carolina Gonzalez Torres 1



Introduccion

Exposiciéon a plaguicidas

Ademas de los beneficios que han aportado los plaguicidas a la sociedad
también han producido efectos negativos derivados de su uso inadecuado y
excesivo. Los plaguicidas han tenido efectos en los ecosistemas debido a su
persistencia en el ambiente, aumentando la mortalidad de la flora y la fauna,
contaminando suelos, agua (continentales, mantos freaticos) y creando resistencia
en los organismo-plaga (Bolognesi 2003).

Desde el punto de vista econdmico, México sufre rechazo de alimentos de
exportacién, porque no cumplen con los reglamentos del pais importador en
cuanto a su contenido de residuos de plaguicidas (Albert et al. 1985).

Se ha descubierto que los plaguicidas son un riesgo para la salud humana.
Todas las personas estan inevitablemente expuestas a estos agentes quimicos a
través de la contaminacion ambiental, principalmente por residuos o durante la
manufactura y la aplicacion de los mismos (Bolognesi 2003). Entre los efectos
potencialmente peligrosos que pueden provocar esta el desarrollo de cancer, por
accién mutagénica y genotoxica (Klopman et al. 1985, Bolognesi 2003).

Es posible la acumulacion de plaguicidas en diferentes tejidos de plantas y
animales e incluso del hombre, lo que produce alteraciones en el funcionamiento
de diversos sistemas como el cardiovascular y el reproductor (Cooper 1991, Julliy
Krassoi 1995). Numerosos estudios epidemiologicos sugieren que un largo tiempo
de exposicibn a plaguicidas puede estar asociado con alteraciones
gastrointestinales, neuroldgicas, asi como degeneracion de {a retina (Cole et al.
1998, Kamel ef al. 2000).

Los plaguicidas pueden provocar la muerte por intoxicacion. La OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), sefiala que anualmente se intoxican 2
millones de personas por exposicion directa o indirecta a plaguicidas.

Debido al potencial carcinogénico y/ o mutagénico de estos compuestos, a
su prolongada persistencia en el ambiente y a la exposicion a la que todos los
seres vivos estan sujetos, es que los plaguicidas han sido objeto de amplia
investigacion. El evaluar el dafio que provocan estas sustancias es importante

para obtener un mejor control de su uso (Sobti ef al. 1982, Ashby et al. 1993).
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Introduccion

Definicion y Clasificacion de plaguicidas

Los plaguicidas son productos quimicos toxicos, disefiados para bloquear
los distintos procesos fisiolégicos en los organismos plaga.

Los usos y aplicaciones de éstos en zonas rurales consisten en proteger los
cultivos, asi como al ganado combatiendo a ectoparasitos. Asimismo, son
empleados en programas de salud publica, previniendo y controlando vectores
que transmiten enfermedades humanas como el paludismo. En zonas urbanas se
emplean en actividades como la jardineria (Restrepo 1992, Andrade-Morales
2001).

Los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo con el tipo de fitopatégeno
que controlan, su modo de accion, su concentracién, origen y composicion
quimica, persistencia y uso al que se destina (COP 1998).

La AMIPFAC (Asociacion Mexicana de la Industria de Plaguicidas y
Fertilizantes 1985) los clasifica basandose en su estructura quimica conformando

grupos toxicoldgicos (Cuadro I}.

Cuadro |. Clasificacion de plaguicidas (AMIPFAC 1985).

Grupos toxicolégicos Caracteristicas (estructura quimica)
Organoclorados Contienen enlaces entre atomos de
carbono y cloro
Organofosforados Moléculas orgéanicas que contienen fésforo
Carbamatos Derivados del acido carbamico
Piretroides Se derivan del piretro, sustancia extraida
de las cabezas florales del crisantemo

Carolina Gonzilez Torres 3




Introduccion

1.1 Organoclorados

tos compuestos organoclorados (OC) ¢ hidrocarburos clorados, han sido
ampliamente usados a escala internacional desde el descubrimientoc de sus
propiedades insecticidas, demostrandose muy eficaces y econémicos en cuanto a
su produccion.

El hexaclorociclohexano descubierto en Francia e Inglaterra en 1940, fue
uno de los primeros insecticidas exitosos, seguidos del lindano y del DDT.

Muchos de los productos comerciales, especialmente los que pertenecen al
grupo de los ciclodianos como aldrin, dieldrin y heptacloro se desarrollaron durante
1950 (Krieger 2001, Kamrin 1997).

Desde 1960 a la fecha, su uso ha sido restringido debido a sus propiedades
quimicas. Estos compuestos son estables, demasiado persistentes y tienden a
acumularse en el tejido adiposo en donde pueden alcanzar concentraciones muy
elevadas (Kaufer 1984, Teschke et al. 1993).

Hoy en dia el uso principal de los organoclorados es en salud puablica, para
la erradicacion de enfermedades parasitarias como la malaria (Kaloyanova y El
Batawi 1991, Ambrosini y Witt 2000). Sin embargo, alin son utilizados para la
proteccidbn de gran variedad de cultivos alimenticios, asi como de plantas

ornamentales.

Estructura quimica y clasificacion

Los compuestos organoclorados (O-C), se caracterizan por tener uno o mas
atomos de cloro colocados alrededor de uno o mas anillos de hidrocarburos
(Kamrin 1997). Pueden ser divididos de acuerdo con su estructura quimica en los
siguientes grupos (Hayes 1991, Kaloyanova y El Batawi 1991):

1) Derivados de clorobenzeno (DDT)
2) Derivados de ciclohexano (HCH, Lindano)
3) Ciclodianos (aldrin, dieldrin, endosulfan, entre otros)

4) Canfenos clorados (clordeconam, toxcifén, etc.)

Carolina Gonzilez Torres 4



Introduccién

Modo de accion

Los organoclorados actlan contra fos insectos principalmente por contacto
e ingestion (Ferrer 2003).

El sistema nervioso central es uno de los 6rganos blanco de estos
compuestos o0 de sus metabolitos. Actian cambiando las propiedades
eleetrofisiolégicas y enzimaticas de las membranas de la célula nerviosa,
principalmente a nivel axonal (Narahashi et al. 1992). Mas especificamente los
miembros de este grupo producen alteracién en la cinética del flujo de iones Na™y
K' a través de la membrana neuronal.

Como resultado de ésta alteracion se produce la propagacion de
potenciales de accién multiples para cada estimulo (Tordoir y Van Sittert 1994,
Kamrin 1997, Ferrer 2003), causando entre otros sintomas convulsiones. En
intoxicaciones agudas la muerte puede resultar por paro respiratorio (Tordoir y
Van Sittert 1994).

1.1.1 Ciclodianos

Los compuestos ciclodianos, asi como muchos otros insecticidas
organoclorados, actian como neurotdxicos. Ef modo de acciéon primario es el
bloqueo del complejo receptor canal de GABA (acido y - aminobutirico).

Normalmente el neurotransmisor GABA se une al receptor canal de GABA,
este complejo se abre y permite el paso de corrientes de cloro (CI) al interior de la
célula, lo cual modula de forma negativa la formacién de nuevos potenciales de
accion, polarizando la membrana nerviosa. Por tanto el bloqueo de este complejo
puede conducir a una hiperexcitacidn neuronal (Narahashi ef al. 1992, Tordoir y
Van Sittert 1994, Perry ef al. 1998).

Los ciclodianos causan una excesiva liberacion del neurotransmisor
acetilcolina (Ach) en la hendidura sinaptica pero no por inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa (AchE). No afectan ninglin otro sistema enzimatico sin
embargo, existe evidencia de su interaccion con la ATPasa del cordon nervioso y

musculo (Perry ef al. 1998).
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Introduccion

Efectos de organoclorados

Algunos estudios describen que en ratones dosis altas de ciclodianos
(aldrin, dieldrin y endrin} inducen carcinoma hepatocelular (Tordoir y Van Sittert
1994).

Investigaciones epidemiolégicas han sugerido, una asociacién de
anormalidades reproductivas en poblaciones humanas expuestas a
concentraciones elevadas de compuestos organoclorados o sus metabolitos,
debido a su potencial como “alteradores endécrinos” (Colborn et al. 1993, Rivero
et al. 2001). Tales anomalias en humanos incluyen reduccion en la calidad de
semen (disminucidén del nUmero de espermatozoides) e incremento del riesgo de

desarrollo de cancer testicular (Toft et al. 2004).

1.1.2 Endosulfan

El endosulfan es un compuesto organoclorado (6, 7, 8, 9, 10, 10-hexacloro-
1, 5,51 ,6 ,9 ,9%-hexahydro-6, 9-metano-2, 4, 3-benzodioxatrepin-3-oxido) que
pertenece al grupo ciclodiano, conocido comercialmente como tiodan. Fue
introducido por la compariia HOECHST Ag. (AgrEvo) y registrado en 1956. En su
forma comercial, generalmente estd compuesto de dos isémeros a-endosulfan
(80%) y B-endosulfan (20%). Es considerado por la EPA (2001) como un
insecticida de empieo restringido.

El endosulfan es de amplio campo de accion insecticida, actua incluso
sobre algunos acaros. Se utiliza en gran cantidad de cultivos incluyendo vifiedos,
lechuga, tomate, alfalfa, maiz, arroz, sorgo, algodén y se aplica sobre madera para
su preservacion (Ware 1978, De Lifian 1997, Kamrin 1997, Lu et al. 2000, Krieger
2001).

Este plaguicida produce alteraciones en espermatogonias y anormalidades
morfologicas en espermatozoides en estudios in vivo, ademas de una reduccion
en la cantidad de espermatozoides, estas anomalias son asociadas con reduccion
en la fertilidad en humanos y animales (Topham 1983, Pandey et al. 1990, Sinha
et al. 2001). En aves, impide el desarrollo del tracto genital (EPA 2001).

e T —
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Introduccion

El endosulfan es mutagénico en células germinales de Drosophila
melanogaster (Velazquez et al. 1984). Induce incremento de micronucleos en
células de médula 6sea de raton (Usha et al. 1980), en cultivo de linfocitos de
oveja (Pistl et al. 2001), asi como en la linea celular HepG2, hepatocitos humanos
in vitro (Lu et al. 2000). En ratones albinos ha demostrado su potencial como
“alterador endocrino” (Hiremath y Kaliwal 2002).

Mostro efectos clastogénicos en meristemos de la raiz de Allium cepa (Rao
el al. 1988) y puede retrasar la madurez sexua! e interferir con la sintesis de

hormonas sexuales (Saiyded et al. 2003)

1.2 Organofosforados

Los primeros compuestos organofosforados (OF) fueron sintetizados en
1854, pero su marcada toxicidad no fue reconocida sino hasta 1930. Es durante
este periodo que fueron desarrollados algunos compuestos organofosforados,
tales como tabun y sarin, denominados gases nefviosos, usados durante la
guerra, debido a su toxicidad elevada.

La accién insecticida de los compuestos organofosforados fue descubierta
en 1937 en Alemania por Gerhard Schrader, que condujo a la sintesis de los
primeros insecticidas organofosforados comerciales, como el tepp en 1937 y el
paration en 1944, entre otros (Perry et al. 1998, Krieger 2001).

Desde 1942 se han sintetizado mas de 50, 000 productos de este tipo
(Karalliedde ef al. 2001).

Estructura quimica

La gran familia de insecticidas que constituyen los organofosforados se
caracterizan por ser ésteres derivados del acido fosforico, que pueden tener un
grupo fosforil (P=0) ¢ tiofosforil (P=8) (Perry et al. 1998), como se muestra en la

figura 1.
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Introduccion

O(S)

Figura 1. Estructura quimica de los organofosforados
(Sogorb y Vilanova 2002).

R1y R2 son grupos arilo o alquilo. X puede pertenecer a un amplio rango
de grupos halégeno, alifatico, aromatico o heterociclico. El grupo X también es
llamado “grupo saliente” debido a que este atomo es desplazado del compuesto
organofosforado, cuando es hidrolizado o al interactuar con la enzima

acetilcolinesterasa (AchE), su proteina blanco (Sogorb y Vilanova 2002).

Modo de accidn

Actian contra los insectos o acaros por contacto e ingestion, otros son
sistémicos o de accion fumigante (Benhumea-Partida 2001).

En los vertebrados, sus efectos toxicos estan relacionados con la capacidad
del compuesto o de sus metabolitos para inhibir a la acetilcolinesterasa (AchE),
enzima esencial que modula la cantidad o los niveles del neurotransmisor
acetilcolina (Ach) en la sinapsis y en las uniones neuromusculares (O'Brien 1969,
Wooder y Wright 1981, Perry et al. 1998, Sogorb y Vilanova 2002). A! inhibir a la
acetilcolinesterasa (Achk), se interrumpe el impulso en los sistemas nervioso
central y periférico ocasionando alteraciones en los misculos y fallas respiratorias
{Sultatos 1994, Perry et al. 1998).

El mecanismo de bloqueo de la AchE es producido por fosforilacion de!
grupo hidroxilo serina en el sitio activo de la enzima por el compuesto

organofosforado (Fest y Schmidt 1973).

Carolina Gonzalez Torres 8
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Los organofosforados que tienen un grupo tiofosforil (P=S), son débites
inhibidores de la acetilcolinesterasa, sin embargo al ser activados
metabdlicamente a sus analogos oxigeno correspondientes (oxon), se convierten

en potentes inhibidores de la acetilcolinesterasa (Sultatos 1994).

Interaccion de los organofosforados con el ADN

Los organofosforados son agentes alquilantes débiles. Los que poseen un
grupo P=0 tienen mayor actividad alquilante a diferencia de los que incluyen un
grupo P=S (Fest y Schmidt 1973).

La propiedad alquilante de este tipo de compuestos proviene de sitios
electrofilicos (CHs 6 C;Hs), que pueden interactuar con atomos de oxigeno y
nitrégeno de las bases nitrogenadas (adenina, guanina y citosina) del ADN y con
los grupos fosfato, este es uno de los mecanismos mas comunes que conllevan a
la mutacion (Wild 1975).

Efectos de organofosforados

Estos compuestos han mostrado afectar el desarrolio celular por alteracién
de actividad y de reactividad de la adenilato ciclasa que forma parte de la cascada
de sefalizacion celular (Song ef al. 1997).

Inducen incremento en anormalidades morfologicas en espermatozoides
(Wyrobek y Bruce 1975, Behera y Bhunya et al. 1989, Mathew ef al. 1992,
Jayashree et al. 1994), ademas de afectar otras caracteristicas espermaticas,
incluyendo la calidad de semen en humanos (Padungton et al. 1999). Las
alteraciones espermaticas son importantes, ya que son usadas como indicadores
de alteracion genética seguidas de exposicion paterna (Wyrobek et al. 1983). Los
compuestos organofosforados han provocado dafo genético, manifestando
incremento de aberraciones cromosomicas y micronlcleos en células de la
médula ésea de ratén (Jayashree et al. 1994) y aneuploidias en espermatozoides
humanos (Padungtod et al. 1999). Asimismo, la cromatina de espermatozoides es

un blanco sensible a la exposicién de organofosforados (Sanchez et al. 2004).

e
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Introduccion

1.2.1 Metamidofos

El metamidofos es un compuesto organofosforado (O,S-dimetil
fosforoamidotiolato} conocido comercialmente con el nombre de monitor o
tamarén. Es un compuesto de amplio espectro de actividad insecticida y acaricida
(Amer y Sayed 1986).

Fue introducido por la compafia quimica Chevron y Bayer (TomLin 1994) y
sus propiedades insecticidas fueron descubiertas por Hamman (1970). Es
considerado un insecticida restringido por la CICOPLAFEST (Comision
Intersecretarial para el Control y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias
Toxicas) en México (1996). Tiene uso extenso en cultivos de maiz, tomate, arroz,
papa, soya, lechuga, cafia de azlcar, arboles frutales, algodén y tabaco,
principalmente (WHO 1993, Prieto et al. 2002).

Este compuesto es inhibidor de la acetilcolinesterasa, y esta involucrado en
la induccién del sindrome de polineuropatia retardada inducida por
organofosforados en animales experimentales (Khasawinah ef al. 1979, WHO
1993). La actividad anti-colinesterasa de metamidofos induce un decremento de
esta enzima en plasma de ratén (Zayed et al. 1984). La exposicién a metamidofos
ha sido correlacionada con el incremento en el porcentaje de microndcleos en
células hematopoyeticas de raton in vivo e in vitro, asi como en eritrocitos
policromaticos de meédula 6sea ratdén in vivo (Amer y Sayed 1986). Este
insecticida induce un alto porcentaje de metafases con aberraciones
cromosomicas en cultivo de células de bazo de raton (Amer y Sayed 1986) y tiene
el potencial para producir efectos embrionarios adversos transmisibles, si la

exposicién paterna es aguda (Burruel et al. 2000).

Carolina Gonzilez Torres 10



Introduccion

1.3 Piretroides

Los plaguicidas denominados piretroides tienen su origen en los
insecticidas naturales derivados del extracto de piretro (obtenido de las flores de
especies de crisantemo), conocidos como piretrinas.

La investigacion para determinar la estructura quimica de las piretrinas
comenzé en 1920 y concluy6 a principios de 1970. Durante y posterior a esta
investigaciéon se emprendieron trabajos enfocados a la sintesis de analogos
quimicos de las piretrinas, con el fin de modificar dichos compuestos para mejorar
sus propiedades quimicas.

En 1940, fue introducido el primer insecticida comercial de gran éxito,
llamado alletrin. En 1960 se sintetizan nuevos compuestos como la dimetrina, y en
1973 se comercializd el insecticida permetrina. Posteriormente, compuestos
similares han sido producidos bajo el nombre general de piretroides (Kaloyanova y
El Batawi 1991, Perry et al. 1998, Krieger 2000, Soderlund et al. 2002) existiendo
actualmente mas de 1,000 productos comercializados (Sogorb y Vilanova 2002).

Debido a su amplia actividad insecticida, incluso contra muchas plagas
resistentes a compuestos organociorados y organofosforados, y a sus bajos
costos de elaboracion, los piretroides constituyen una de las clases de plaguicidas
de mayor uso, ocupando 30% de las marcas comerciales a nivel mundial
(Kaloyanova y El Batawi 1991, Perry ef al. 1998).

Estructura quimica y clasificacion

Los piretroides sintéticos, estan integrados por gran nimero de compuestos
que se caracterizan por ser esteres (Fig. 2).

La parte que conforma el acido usualmente contiene un anillo
dimetilciclopropano (carente de algunas estructuras), con un radical (R1) variable
que puede corresponder a un acido crisantémico o pirétrico, R2 pueden ser anillos
aromaticos y en algunas ocasiones corresponde a un grupo ciano (Kaloyanova y
El Batawi 1991, Sogorb y Vilanova 2002).
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Figura 2. Estructura quimica general de los piretroides
(Sogorb y Vilanova 2002)

Los piretroides generalmente son clasificados en dos tipos (He 1994, Perry
et al. 1998):
+ | son aquellos que carecen de un grupo a-ciano en su estructura quimica.

« [k contienen un grupo a-ciano.

Modo de accion

Los piretroides actian contra insectos por contacto e ingestiéon (Perry et al.
1998, Ferrer 2003)

El sitio primario de accion de los piretroides es el sistema nervioso y tienen
la capacidad de afectar a todas las clases neuronales (Perry et al. 1998).

El efecto toxico fundamental de todos los piretroides, se debe a que
provocan una modificacion en la dinamica de los canales de Na* de la membrana
nerviosa, en insectos y vertebrados (He 1994, Perry ef al. 1998).

Los canales de Na* son responsables de la generacion de potenciales de
accion, normalmente se mantienen abiertos durante la despolarizacion de la
membrana por algunos milisegundos.

Los piretroides interactian directamente con los canales de Nat,
provocando que éstos incrementen su tiempo de apertura, prolongando Ia
corriente de sodio a través de la membrana nerviosa (Narahashi et al. 1992, He

1994, Narahashi 1996). Esta interferencia en los canales de sodio genera
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potenciales de accion repetidos que pueden conducir a hiperexcitacion neuronal.
Un efecto mas agudo genera una despolarizacion completa de la membrana
nerviosa, lo que puede alterar la transmision sinaptica e interrumpir los impulsos
nerviosos resultando en paralisis y consecuentemente la muerte (Narahashi 1992,
He 1994, Perry et al. 1998).

Efectos de piretroides

Han sido generadas anormalidades cromosdmicas y mitdticas después de
la exposicion a insecticidas piretroides en células de médula 6sea de raton
(Chatterjee et al. 1982, Amer y Aboul-Ela 1985, Bhunya y Pati 1988, Pati y Bhunya
1989, Bhunya y Pati 1990, Agarwal ef al. 1994), asi como en células CHO (Caballo
et al. 1992, Barrueco ef al. 1994). En células germinales masculinas de Drosophita
melanogaster provocan perdida del cromosoma sexual y mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo. Las células meristematicas de Allium cepa también son
afectadas por la exposicién a piretroides (Batiste ef al. 1986, Chauhan et al. 1986).

Diversas investigaciones han determinado que los piretroides pueden
inducir defectos genotdxicos y anormalidades morfologicas en espermatozoides
humanos. Asimismo, se ha observado incremento en la frecuencia de
aneuploidias espermaticas (Xia ef al. 2004)

Por el contrario, las pruebas de actividad mutagénica de piretroides en

Salmonella typhimurium fueron negativas (Herrera y Laborda 1988).

1.3.1 Zeta-cipermetrina

Zeta-cipermetrina es un piretroide sintético (S-ciano-(3-fenoxifenil) metil +
cis-trans-3-(2,2-dicloroetinil)-2, 2-dimetrilciclopropano carboxilato). Este compuesto
es un isdbmero del piretroide cipermetrina (Soderlund et al. 2002).

Este insecticida se usa principalmente en cultivos de col, lechuga, maiz,
papa, soya, tomate, café, arboles frutales, algodén y plantas ornamentales (De
Lifian 1997). Es uno de los compuestos que se utiliza en camparias de salud

publica, aunque los estudios de genotoxicidad de este plaguicida son limitados.

e ———— —
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Zeta-cipermetrina indujo una débil pero positiva respuesta mutagénica
mediante el ensayo de Ames con Salmonella typhimurium (EPA 1997).

1.4 Plaguicidas de origen vegetal

Entre 1950 y 1960, los plaguicidas de origen vegetal fueron desplazados
por compuestos sintéticos, los cuales mostraron mayor eficiencia en el control de
plagas y tener bajos costos de produccion (Hall y Menn 1999). Sin embargo,
debido a los efectos adversos de los insecticidas sintéticos en el ambiente y el
riesgo que representan para la poblacién humana, ta necesidad de alternativas
seguras para el control de plagas en la agricultura es una de las preocupaciones
primordiales.

Es por ello que se ha retomado el interés en el desarrollo y uso de
productos de origen vegetal, considerados de menor riesgo, para el manejo de

plagas, ademas de que constituyen una gran fuente de nuevas estructuras.

1.4.1 Neem

E! arbol del neem (Azadiracta indica) originario de la India subcontinental y
sudeste asiatico, miembro de la familia Meliaceae, cuyo nombre comtn es arbol
de margosa (Schmutterer 1990, Biswas et al. 2002, Brahmachari 2004), forma
parte importante de las plantas con alto potencial para el desarrollo de nuevos
insecticidas.

Algunos extractos y partes del arbol del neem han sido usados por siglos
en la India para el control de plagas de insectos y enfermedades, al igual que con
fines terapéuticos (Rechcigl 1999). La actividad puede variar dependiendo de la
fuente.

Los extractos crudos tienen una gran variedad de compuestos, los cuales
exponiéndose a la luz se degradan rapidamente perdiendo su actividad. Desde
1942, mas de 140 compuestos han sido aislados de diferentes partes (corteza,
hojas, ramas, flores, frutos, semillas, aceite) del arbol del neem (Isman et al. 1990,
Biswas et al. 2002).
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Uso del neem como plaguicida

Las sustancias con propiedades insecticidas pueden ser encontradas en
cualquier parte del arbol del neem, aunque su mayor concentracion esta localizada
en las semillas. Por lo que el aceite, derivado de los extractos de las semillas, ha
sido preferentemente utilizado para la efaboracion de plaguicidas (Jacobson 1995,
Brahmachari 2004). Azadiractina es él compuesto de mayor actividad insecticida
presente en los extractos del neem (Schmutterer 1990, Singh et al. 1993, Perry et
al. 1998). Generalmente la actividad biolégica de los aceites del neem esta
altamente correlacionada con su contenido de azadiractina (Warthen et al. 1984).

Aunque los extractos det neem, usualmente tienen otros compuestos que
pueden influenciar fa actividad de azadiractina, los plaguicidas comerciales, solo
especifican el contenido de este compuesto (Krieger 2001).

Diversos productos relacionados con el neem han sido patentados desde
1970, principalmente en Estados Unidos de América y Europa. Aza A, fue el
primer plaguicida comercial basado en azadiractina aprobado por la EPA en EUA
en 1985, cuyo uso no incluia cultivos alimenticios.

En 1994, la compafia estadounidense W.R. Grace, introdujo el primer
plaguicida con azadiractina para cultivos de plantas alimenticias, denominado
neemix. En 1996, la misma compafiia lanzé un nuevo plaguicida comercial basado
en azadiractinal, el trilogy 90 EC (Kocken y Roozendal 1997, Hall y Menn 1999).

1.4.2 Azadiractina

La azadiractina (CisHs4O16), €5 un tetranortriterpeno del tipo limonoide,
parecido a un esteroide (Bellés 1988, Schmutterer 1990, Singh 1993). Su
estructura fue elucidada completamente en 1987 (Krieger 2001).

Modo de accién

La azadiractina altera el crecimiento e induce cambios dramaticos en el
desarrollo y en la reproduccién de insectos (Schmutterer 1990) y bloquea la

accion de la ecdisona, principal hormona que regula su muda. La alteracién en el
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proceso de muda no permite que las larvas y ninfas se desarrollen en adultos y
este efecto puede conducir a la muerte de los insectos (Marco 1990, Perry et al.
1998, Ruberson 1999, Brahmachari 2004).

'En insectos adultos, reduce o inhibe completamente la fecundidad, altera su
comportamiento principalmente en la alimentacion e interfiere con la oviposicion
(Ascher 1993, Ishaaya 1998, Perry et al. 1998, Ruberson 1999).

Efectos de azadiractina

Se ha reportado que el extracto de hojas de neem, administrado a ratones
albinos provocé disminucion en el nimero de espermatozoides y decremento de
su motilidad (Aladakatti ef al. 2001). Asimismo, se ha observado que
espermatozoides humanos expuestos a concentraciones elevadas de este
extracto reducen su motilidad (Khillare y Shrivastav 2003).

En ensayos in vivo con ratones albino suizos el extracto de la hoja de neem
caus6 anormalidades espermaticas (Khan y Awasthy 2003). Asi como incremento
en el numero de aberraciones cromosomicas en células de médula dsea de ratén
(Awasthy ef al. 1995, 1999, Khan y Awasthy 2003).

El extracto de flores del arbol de neem es mutagénico en Salmonella
typhimurium (Rojanapo y Tepsuwam 1992). Mientras que el extracto de aceite de
semillas de Azadiractina indica, no mostré actividad mutagénica en las cepas
TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium (Jongen y Koeman 1983).
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1.5 Metabolismo de mamiferos

Los plaguicidas debido a su capacidad para destruir las plagas se han
convertido en una poderosa herramienta para el control de las mismas en la
agricultura y para vectores de enfermedades humanas (Ortega et al. 1994).

Millones de toneladas de plaguicidas son usadas anualmente, sin embargo,
se estima que menos dei 5% de estos productos atacan a sus organismos blanco.
El resto puede afectar a diferentes organismos o depositarse en el suministro
alimenticio, contaminar el suelo y trasladarse a la atmoésfera (Pimental y Levitan
1986, Al-Saleh 1994, Van Eerd et al. 2003).

Para plantas y animales incluyendo al hombre, los plaguicidas representan
una de las principales fuentes de exposicion a agentes quimicos toxicos (Sierra et
al. 1998).

Las plantas y los animales absorben los productos quimicos, incluyendo los
plaguicidas, sin embargo, estos compuestos pueden ser transformados por el
metabolismo animal o vegetal, y con ello disminuir su toxicidad (Menn 1978,
Sandermann 1982, Gonzdlez 1998). No obstante, en muchos casos los
metabolitos derivados de esta transformacion pueden ser mas toxicos que los
compuestos originales. Tales xenobiéticos son designados como promutagenos
(Lu 1992, Gonzalez 1998).

Los mutagenos ambientales son agentes fisicos 0o quimicos liberados al
ambiente que pueden alterar el genoma. Los promutagenos son agentes quimicos
que no son mutagenos por si mismos, pero pueden ser transformados mediante el
metabolismo para aportar productos mutagénicos (Plewa y Gentite 1982, Gichner
et af. 2001).

Tanto animales como plantas pueden activar promutagenos a mutagenos
(Plewa y Gentile 1982). El metabolismo de xenobiéticos realizado por las plantas
es diferente al que se lleva a cabo en animales (Sandermann 1982). Por tanto es
de interés conocer el destino metabdlico de estos xenobioticos tanto en plantas

como en animales, ya que esto puede determinar su potencial toxico.

m
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Biotransformacion en mamiferos

La biotransformacion es el proceso mediante el cual los xenobiéticos que
generalmente son compuestos lipdfilicos son convertidos en sustancias polares o
hidrofilicas, lo cual hace posible su eliminacion por excrecion en mamiferos.

Aunque la biotransformacién es usualmente asociada a un proceso de
desintoxicacion no siempre es asi (Timbrell 1991, Rivero et al. 2001).

El metabolismo de los xenobidticos depende de la estructura de los
compuestos, de sus propiedades fisico-quimicas y de su disponibilidad, asi como
de las enzimas involucradas y presentes en el tejido expuesto (Timbrell 1991,
Sterling 1994).

El higado es el principal sitio del metabolismo de xenobidticos en
mamiferos, pero existen otros organos y tejidos como el intestino, pulmoén, rifidén y
piel que también estan involucrados. El higado contiene la mayor cantidad de las
enzimas que participan en la biotransformacion, las cuales se ubican
principalmente en las células hepaticas. Tienen localizacién subcelular particular,
muchas son encontradas en el reticulo endoplasmico, como las dependientes del
citocromo P-450, ofras son localizadas en el citosol, principalmente las
transferasas involucradas en el proceso de conjugacién (Coughtrie ef al. 1998) y
en menor cantidad en otros organelos como las mitocondrias.

El metabolismo de plaguicidas involucra las siguientes vias, llamadas
reacciones de fase | y de fase . Las primeras, llevan a cabo oxidaciones,
reducciones e hidrolisis, agregando o exponiendo grupos funcionales (-OH, -SH, -
NH, -COOH), constituyendo el sustrato para las reacciones de fase Il. Las
segundas, son conocidas como reacciones de conjugacion que involucran la
adicion de compuestos enddgenos, los cuales son generalmente polares a
xenobioticos o a sus metabolitos. Las enzimas que catalizan estas reacciones de
conjugacion son principalmente glutation S-transferasas (GSTs) y UDP-
glucoronosiltransferasa (uridina difosfato glucoronosiltransferasa).

Las reacciones de conjugacion, originan productos muy solubles en agua

que son reabsorbidos en el tracto intestinal y finalimente son excretados por el
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cuerpo (Timbrelt 1991, 1995, Lu 1992, Gonzalez y Gelboin 1993, Van Eerd et al.
2003).

Se considera que la oxidacion dependiente de citocromo P-450 es
normalmente una ruta de activacién y la de conjugacidén es una ruta de
desintoxicacion (Snell y Mullock 1987).

Los citocromos P-450 son un grupo de hemoproteinas (Williams 1992) que
reciben su nombre debido al hecho de que cuando el citocromo P-450 reducido se
une al monoxido de carbono, hay absorcion maxima de luz a 450 nm (Stumpf y
Conn 1980). Estos citocromos P450 son parte de un sistema enzimatico integrado
por oxidasas de funcion mixta. Este sistema esta involucrado principalmente en el
metabolismo oxidante de xenobidticos tanto en animales como en plantas (Stumpf
y Conn 1980), su funcién principal es convertir compuestos quimicos a derivados
que puedan ser facilmente eliminados seguido por reacciones de conjugacién. Sin
embargo, para algunos compuestos se ha reportado que pueden formar
intermediarios reactivos, que pueden ser electrdfilos, radicales o especies activas
de oxigeno, que interactian directamente con el ADN (Sandermann 1988, Plewa
y Wagner 1993).

Los citocromos P-450 que se encuentran en mamiferos, conforman una
gran superfamilia de enzimas (Nelson ef al. 1996) que incluye cuatro familias
CYP1, CYP2, CYP3 y CYP4 que estan involucradas en el metabolismo de
xenobidticos (Nebert ef al. 1996). Se ha reportado que la familia CYP1, que
incluye CYP 1A1, 1B1, 2E1 y 3A4, es capaz de activar carcinégenos en algunos
mamiferos (Buratti ef al. 2002, Oesch-Bartlomowicz y Oesch 2004).

Los citocromos P-450, no son los Unicos involucrados en el proceso de
biotransformacion, una gran variedad de enzimas puede estar involucradas en la

activacion metabdlica de xenobiéticos (Oesch-Bartlomowicz y Oesch 2004).
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1.6 Sistema de prueba

Existen diversos métodos que permiten evaluar el dafo citogenético
provocado por agentes quimicos en células sanguineas, como lo es el analisis de
aberraciones cromosomicas (AC), la presencia de micronicleos (MN), fa
frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y el ensayo cometa o

electroforesis unicelular alcalina (Carrano y Natarajan 1988).

Cultivo de linfocitos humanos

El sistema de linfocitos de sangre periférica es un indicador
extremadamente sensible tanto in vitro como in vivo para el analisis citogenético
del efecto de diversos agentes quimicos.

El sistema de linfocitos tiene diversas ventajas, entre ellas es posible
obtener gran cantidad de células, ya que 1 mL puede contener de 1 a 3 millones
de linfocitos. Estas células permanecen generalmente en estado GO/G1 en
circulacion periférica y normalmente no se dividen in vivo, asi que la induccién de
lesiones causadas por algtn agente quimico permite la formacién de ICH 6 de AC
que pueden permanecer en estas células por dias 0 meses. Es facil estimularlos
para crecer en cultivo en presencia de fitohemaglutinina (lectina que estimula la
division celular). En dichas células las primeras mitosis aparecen a las 36 horas de
haber iniciado el cultivo y a las 48 horas ya hay metafases (Sandberg 1982).

1.7 Intercambios de cromatidas hermanas (ICH)

Una prueba citogenética adecuada para determinar el dafic provocado por
los agentes quimicos al ADN, es el intercambio de cromatidas hermanas (ICH),
Tiene ventajas sobre ofras técnicas citogenéticas, ya que ha sido descrita como
una prueba rapida y sensible para determinar mutagenos quimicos. Permite
detectar el efecto de compuestos a concentraciones hasta diez veces menores
que las requeridas para inducir AC. Mediante esta prueba se pueden realizar

ensayos in vivo e in vitro para evidenciar tanto mutagenos como promutagenos;
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esta tecnica se puede utilizar en poblaciones humanas y existen pocos falsos
positivos. Es posible emplear diversos organismos incluyendo plantas y animales,
que pueden ser usados como monitores ambientales de agentes genotdxicos
(Perry y Evans 1975, Latt et al. 1981, Gomez-Arroyo et al. 1987, Lépez-Cruz
1997).

Es importante mencionar que no se conoce el significado biolégico de los
ICH, pero el hecho de gue se hayan observado en las células de todos los
organismos estudiados, sugiere que son un fendémeno comun y fundamental en
las células. Por ofro lado, es posible que el ICH sea la consecuencia de un
proceso que permite a las células dividirse, aun en presencia de lesiones en su
ADN, de ser asi puede existir alguna correlacién entre la formacion de ICH y la
mutacién, dado que las lesiones persisten aumentando la probabilidad de
mutaciones en el ADN (Flores-Maya 2000).

Los ICH son cambios reciprocos de doble cadena de ADN entre las
cromatidas. Se ha indicado que la frecuencia normal es de 6 a 12 ICH por célula
(Carrano y More 1982).

Desde el punto de vista molecular, ef ICH es un fenomeno que implica
transposiciones simétricas de ADN de doble cadena equivalentes entre las dos
cromatidas de un mismo cromosoma. Algunos estudios han evidenciado que el
proceso de ICH requiere que la célula pase por la etapa de sintesis (S) del ADN
(Wolff 1974). Resultados experimentales apoyan el hecho de que es durante la
fase S el momento en el que se lleva a cabo el ICH, parece haber diversas causas
que desencadenan el proceso, es decir, que el ICH puede ser inducido por
circunstancias mditiples como dafio al ADN (Abe y Sasaki 1977, Nakanishi y
Schneider 1979), inhibicién de la sintesis de ADN (Rainaldi y Mariani 1982),
supresion de las enzimas involucradas en dicho proceso, inhibicidn de enzimas
relacionadas con la reparaciéon o por un agente promotor de cancer no implicado
en la produccion de lesiones sobre el ADN (Morgan y Cleaver 1982, Kinsella y
Radman 1978, Calderon-Segura 1993).

Existen varios modelos propuestos para la formacion de los ICH dentro de

los cuales destaca el de replicacién de Painter (1980), que es el mas aceptado ya
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que esta apoyado en fundamentos tedricos y datos experimentales con agentes
que inhiben la sintesis de ADN y bloguean la elongacién de la cadena. Se basa en
el rompimiento de la doble hebra de ADN que ocurre en grupos de replicones
adyacentes durante la duplicacion. El rompimiento de las dos hebras progenitoras
ocurre con frecuencia en las conjunciones de grupos de replicones totalmente
duplicados adyacentes a replicones no duplicados y al provocarse una lesién en
fos sitios de unién, se genera un ICH. El modelo sugiere que los rompimientos de
la molécula de ADN de doble banda en estas conexiones, son formados y
reunidos de manera espontdnea y el sellado quizas es llevado a cabo por una
topoisomerasa Il, que se localiza en diferentes eucariontes. En algunos casos |a
reunion y el sellado de las hebras no se da de manera normal y el rompimiento se
sella por la unién entre hebras hijas del replicon duplicado con hebras progenitoras
del replicén no duplicado y de la misma polaridad generando ICH cuando terminan
de duplicarse (Painter 1980).

El ICH puede ser observado en células en metafase mediante el método de
fluorescencia mas Giemsa (FPG}), el cual consiste en cultivar a las células durante
dos ciclos de replicacion en presencia de 5-bromodesoxiuridina un analogo de la
timina, posteriormente se tifien con colorante Hoechst y Giemsa (Perry y Wolff
1974). Como resultado se obtiene una tincion diferencial entre las cromatidas
hermanas de los cromosomas en metafase, de tal manera que presentan
cromatidas sustituidas unifilarmente, las cuales poseen una tincién fuerte mientras
que las cromatidas sustituidas bifilarmente tifien ligeramente (Fig. 3).

Con lo anterior y tomando en cuenta que la prueba de ICH es un método
facil y no tan costoso para detectar cambios citogenéticos causados por agentes

quimicos como los plaguicidas, fue el seleccionado para este estudio.
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NORMAL CON INTERCAMBIOS
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Figura 3. Esquema de intercambio de cromatidas hermanas en células con dos
ciclos de replicacién consecutivos en presencia de 5-BrdU.

Carolina Gonzalez Torres

23



Introduccion

Cinética de proliferacion

La cinética de proliferacion celular (CPC) es un parametro que puede
analizarse con la misma técnica de intercambio de cromatidas hermanas (ICH).

El indice de replicacion (IR) permite valorar a los agentes citotoxicos que
afectan el ciclo de division celular y puede ser detectado por la alteracion de la
frecuencia de metafases de primera, segunda y/ o terceras divisiones (Hadnagy et
al. 1986). El indice mitdtico (IM) permite evaluar la citotoxicidad de agentes
quimicos (Rojas et al. 1992).

Mitomicina C y Ciclofosfamida

La mitomicina C (MMC) es un agente alquilante que no requiere activacion
metabolica para manifestar su efecto (Shiraishi y Sandberg 1982, Katzung 1994).
Su mecanismo de accién consiste en formar enlaces cruzados con el ADN
actuando principalmente en la guanina y en menor grado en la citosina y adenina,
este fendmeno ocurre de manera importante durante las fases S y G; del ciclo
celuiar, también a dosis altas inhibe la sintesis de ARN y de las proteinas.
Numerosos estudios han reportado que la MMC es efectivo inductor de ICH en
células tratadas tanto in vivo como in vitro (Katzung 1994).

Se ha comprobado que la ciclofosfamida (CP) puede ser transformada por
la fraccion enzimatica S9 de higado de rata para generar metabolitos activos, los
cuales pueden reaccionar con el ADN (Ren ef al. 2002), formando monoaductos o
entrecruzamientos. En células somaticas este compuesto induce mutaciones
génicas, AC e ICH en una variedad de cultivos celulares, incluyendo linfocitos en
presencia de activacién metabdlica (Wolff 1982, Ren et al. 2002). Este compuesto
es un medicamento usado ampliamente en los tratamientos contra cancer. Se ha
descrito que el sistema de oxidasas de funcién mixta dependientes del citocromo
P-450 de los microsomas hepaticos, es el que transforma la ciclofosfamida a 4
hidroxiciclofosfamida y aldofosfamida que son sus metabolitos activos (Katzung
1994, Ren et al. 2002).
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2. OBJETIVOS

Estimar y comparar el efecto directo provocado por los plaguicidas
endosulfan, metamidofos, azadiractina y zeta-cipermetrina a nivel
cromosomico mediante el registro de intercambio de cromatidas hermanas

en cultivo de linfocitos de sangre periférica humana.

Evaluar la capacidad del metabolismo in vitro de la fraccién enzimatica S9
de higado de rata para transformar a los plaguicidas y verificar el efecto de
sus productos metabdlicos a través del intercambio de cromatidas

hermanas en cultivo de linfocitos humanos.

Analizar i{a influencia de los plaguicidas sobre la cinética de proliferacion
celular con y sin activacion metabodlica, mediante los indices de replicacion

y mitético.
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3. HIPOTESIS

Si los plaguicidas endosulfan, metamidofos, azadiractina y zeta-
cipermetrina aplicados de forma directa resultan genotéxicos, el efecto se reflejara
en un incremento en la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas o en la
alteracién de la cinética de proliferacion IR e IM. De no ser asi, es posible que un
sistema metabdlico como Ia fraccién enzimatica S9 de higado de rata podria

inducir un aumento en la frecuencia de los parametros mencionados.
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4. MATERIALES Y METODOS

Tratamientos directos y mediante activacion con la mezcla S9 de higado de

rata con los plaguicidas.

Se prepararon scluciones patron de los plaguicidas adquiridos de forma
comercial, considerando su grado de pureza con agua destilada estéril. Las
concentraciones usadas fueron establecidas con base en estudios preliminares:
90, 180, 360 y 450 mg/L, para endosulfan (Thiodan 35 CE), zeta-cipermetrina
(Furia 100 CE), azadiractina (Trilogy) y metamidofos (Tamarén 600). Tanto la
MMC (Sigma) como la CP (Sanfer) fueron también disueltos en agua destilada

estéril.

Cultivo de linfocitos humanos

Tratamientos directos

A tubos de cultivo que contenian 4.5 mL de medio RPMI 1640 (Gibco)
complementado con 0.18 mL de fitohemaglutinina (Gibco), previamente
esterilizado por filtracién usando membranas “Milipore” de 0.45 um, se les agreg6é
500 pL de sangre heparinizada de un donador sano. Se incubaron a 37 °C y alas
24 h se les adiciond 100 pL 5-bromodesoxiuridina (5-BrdU, Sigma) v se aplicaron
las diversas concentraciones antes mencionadas de los cuatro plaguicidas y MMC
(Sigma) como testigo positivo (0.033 mg/L), que se ha comprobado que es

mutageno directo.

Cosecha y tincion diferencial

Alas 71 h de iniciado el cultivo se agregaron 100 yL de colchicina al 0.05%
(Sigma) a cada tubo por una hora. Al transcurrir las 72 horas los cultivos se
centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Se eliming el
sobrenadante e inmediatamente se resuspendid el boton celular con 10 mL de una
solucion hipotonica de KCL (0.075 M, Merck) a 37 °C y se dejé durante 20
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minutos en la incubadora. Nuevamente se centrifugaron a 1500 rpm por 10
minutos, se deseché el sobrenadante y el botén celular se resuspendid
rapidamente con 10 mL de fijador (fric) metanol-acido acético 3:1. Los tubos se
centrifugaron 3 veces con fijador a 1500 rpm por 10 minutos. Se mantuvieron los
tubos en refrigeracion hasta elaborar las laminillas.

Para cada tubo de cultivo se elaboraron 3 laminillas por goteo y se dejaron
secar al aire. Posteriormente las preparaciones con metafases fueron etiquetadas
para tedirlas.

Para la tincién se utilizd el método de fluorescencia mas Giemsa (Perry y
Wolff 1974). Las preparaciones se sumergieron en el colorante fluorocromado
Hoechst (33258, Sigma) y agua destilada (1:9) y se mantuvieron en oscuridad por
20 minutos en cajas de Koplin. Después se enjuagaron con agua corriente y se
dejaron secar al aire en posicion vertical. Las laminillas se irradiaron con luz
ultravioleta durante 60 minutos con citrato de sodio salino (CCS, 0.07 M), se
enjuagaron con agua corriente y se dejaron secar. Después se colocaron en cajas
de Koplin con CSS en bario de agua a 60 °C durante 60 minutos. Posteriormente,
se tifieron con el colorante Giemsa (eosina-azul de metileno, Merck) diluido en una

solucién amortiguadora Sorensen (1:10), durante 2 minutos.

Tratamientos con activacion metabdlica
Extracto S9

La adicion de enzimas involucradas en la actividad metabdlica de
mamiferos, acoplada al ensayo de cultivo de linfocitos, complementa las pruebas
para la evaluacion mutagénica de compuestos (Takehisa y Kanaya 1983). Se
empled la fraccion microsémica S9 (sobrenadante de 9000g) de higado de rata
Wistar, inducido con fenobarbital y B-naftoflavona, con una concentracion de
proteinas de 50.9 mg/mL. La fraccion microsémica S9 con las anteriores
caracteristicas fue adquirida de forma comercial en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la U.N.A.M.
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Mezcla S9

La mezcla S9 fue preparada de acuerdo con Ames ef al. {1975): para 10 mL
de mezcla S8, el contenido fue de 1 mL de extracto S9, junto con un sistema
generador de NADPH el cual consistio en cofactores estériles: 0.2 mL de MgCh
(0.4 M, Baker), 0.4 mL. de NADP (0.1 M, Sigma), 0.05 mL de glucosa-6-fosfata
(1M, Sigma) y 3.35 mL agua destilada. Ademas se adicionaron 5 mL de
amortiguador de fosfatos de sodio dibasico (Baker) y monobasico (Baker)
(NaH,PO4H,0 y Na, HPO,4 H;0, respectivamente) a una concentracion de 0.2 M
con un pH de 7.4 recién preparados (Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa ef al.
1988, Melchor-Castro 1998).

Cultivo de linfocitos humanos

Al igual que para los tratamientos directos, a los cultivos de 24 h de
incubacién se les agreg6 100 ub de 5-BrdU (Sigma). A las 48 h se les aplicd 500
ul (5.09mg/L) de la mezcla S9 y se adicionaron las concentraciones antes
mencionadas de los plaguicidas usadas en el tratamiento directo. Se afiadieron 50
pL (12 mg/L) de CP (Sanfer), que se us6 como testigo positivo. Los cultivos con
los tratamientos se mantuvieron por 2 h en la incubadora a 37 °C (1 h en reposo y
1 h en agitacion constante). Al término de este tiempo se centrifugaron los tubos
de cultivo a 1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, se desechd el
sobrenadante y el boton celular se resuspendié con 10 mL de suero fisioldgico de
NaCl (0.9%, Abboft), nuevamente se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante
10 minutos. Se repitié el paso anterior dos veces. Posteriormente, se eliming el
sobrenadante y se agregaron 5 mL de medio RPMI 1640 (Gibco) complementado
con 0.18 mL de fitohemaglutinina (Gibco) y 100 L de 5-BrdU (Sigma). A las 71
horas de iniciado el cultivo se afadieron 100 pl. de colchicina al 0.05% tanto al
testigo como a los tratamientos. Posteriormente se realizé la cosecha vy Ia tincién

diferencial siguiendo el método mencionado anteriormente.

Carolina Gonzilez Torres 29



Materiales y Métodos

Analisis estadistico

Para el registro de ICH se analizaron 25 metafases de segunda division.
Los ICH intersticiales se cuantificaron como dos eventos y los terminales como
uno. Con el fin de evitar prejuicios en las observaciones las laminillas se
reetiquetaron con clave desconocida para el lector. En todos los casos se
realizaron dos experimentos, cuyos valores se compararon entre si con la prueba
de t de Student, al no encontrar diferencias significativas entre ellos se
promediaron, se aplico un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
comparacion multiple de Neuman-Keuls (p<0.001) mediante el paquete estadistico
INSTAT. La prueba de X? fue aplicada para determinar diferencias significativas
(p<0.05), para IR e IM.
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Evaluacion de la cinética de proliferacion celular, indices de replicacion y
mitotico.

Con el objeto de estimar el posible efecto de los plaguicidas en los linfocitos
humanos en cultivo, se analizaron la cinética de proliferacién celular a través del
indice de replicacion y el indice mitético en cada experimento.

El IR se determind examinando 100 metafases consecutivas, las cuales se

clasificaron de acuerdo con su patron de tincion, con ia formula de Lamberti et a/.
(1983):

R= M1+2 (M2) +3 (M3)/ 100

Donde M1, M2 y M3 representan los porcentajes de metafases de primera,
segunda y tercera divisiones celulares (Fig. 4). Se consideran M1 aquellas células
cuyo ADN se replica una vez después de la adicion del analogo de timina 5-Brdy,
M2 a las células cuyo ADN se duplica dos veces en presencia de la 5-BrdU y M3
aquellas que poseen un mayor nimero de cromatidas bifilarmente sustituidas, ya

que estuvieron presentes durante tres ciclos con la 5-BrdU (Lazutka 1991).

Para el indice mitético se cuantificé el nimero de metafases en 1,000

células estimuladas en cada experimento, de la siguiente manera:

indice mitético (IM) = (nimero de metafases / 1000 células estimuladas) x 100
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Figura 4. Cinética de proliferacion celular: A) metafases de primera B) metafases
de segunda, las flechas indican los intercambios de cromadtidas hermanas y C)
metafases de tercera divisiones de linfocitos humanos, observadas a 1,000

aumentos.
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5. RESULTADOS

Los datos que se presentan en los cuadros II, Il, IV y V corresponden a un
experimento y su replica tanto del testigo como de los tratamientos con los
diversos plaguicidas en cultivos de linfocitos humanos sin y con activacion
metabdlica, respectivamente; los cuales se promediaron al determinar mediante Ia

prueba de f de Student que no hubo diferencias significativas entre ellos.

Tratamientos sin activacién

En los tratamientos sin activacion metabélica (Cuadro Il), se observo que
en las concentraciones de 90, 180, 360 y 450 mg/L para los plaguicidas
endosulfan, metamidofos, azadiractina y zeta-cipermetrina aplicados de forma
directa a cultivos de linfocitos humanos in vitro no presentaron diferencias
significativas en fa frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH) con
respecto al testigo mediante un andlisis de varianza (ANOVA).

En el tratamiento con el plaguicida zeta-cipermetrina en las concentraciones
360 y 450 mg/L no se completaron las metafases de segunda division para el
analisis de ICH en ninguno de los ensayos realizados.

En el tratamiento con 0.033 mg/L de MMC (testigo positivo), se presento
diferencia significativa con respecto al testigo mediante el ANOVA (p<0.001),
manifestando un incremento en la frecuencia de ICH (18.12 + 0.74).

El cuadro Il corresponde a la cinética de proliferacién celular (CPC),
incluye el indice de replicacion (IR) y et indice mitético (IM).

En lo que se refiere al IR, con la prueba estadistica de X* (p<0.05) se
observé diferencia estadisticamente significativa con respecto al valor de IR del
testigo con 450 mg/L de endosulfan, 180 a 450 mg/L de metamidofos y
azadiractina, asi como con 90 y 180 mg/L de zeta-cipermetrina. En cuanto a las
concentraciones de 360 y 450 mg/L con zeta-cipermetrina no se completaron las
metafases para realizar el analisis del IR. Los cultivos tratados con MMC, también
presentaron diferencia significativa con respecto al testigo en cuanto al IR.

Asimismo, se pudo observar que conforme aumento la concentracion de fos cuatro

e L ——
Carolina Gonzilez Torres 33



Resultados

plaguicidas, incrementd el numero de metafases de primera division (1M) y
disminuyeron las metafases de segunda y tercera divisiones (Cuadro Il1).

Con respecto al IM se encontraron diferencias significativas después del
tratamiento con endosulfan en tas concentraciones de 360 y 450 mg/L, con
azadiractina la diferencia solo se encontré en la concentracion mas alta (450
mg/L). El plaguicida zeta-cipermetrina en las Ultimas concentraciones (360 y 450
mg/L}), también presentd diferencia significativa con relacién al testigo mediante la
prueba estadistica de X°. EI IM en los cultivos con MMC no fue afectado.

El IM de los tratamientos con endosulfan, azadiractina y zeta-cipermetrina,
presentaron correlacion inversa. Para el caso de endosulfan el valor de r= -0.83,
p<0.05 (Fig. 5), azadiractina r= -0.94, p<0.05 (Fig. 6) y zeta-cipermetrina r= -
0.95, p<0.05 (Fig. 7), excepto para metamidofos r=-0.6938, p>0.05 (Fig. 8). Es
decir que conforme aumenta la concentracién de plaguicidas disminuye la
cantidad de metafases encontradas, lo cual se refleja en decremento del valor de
M.

Tratamientos con activacion metabdlica

La exposicion de los cultivos de linfocitos humanos a endosulfan,
metamidofos, azadiractina y zeta-cipermetrina con activacién metabdlica (mezcla
enzimatica S9) en las concentraciones 90, 180, 360 y 450 mg/L, no revelaron
diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de ICH, mediante el
analisis de varianza (Cuadro V).

Los cultivos con activacion metabdlica a los que se les aplicd CP a
concentracion de 12 mg/L (testigo positivo), mostraron diferencia estadisticamente
significativa (p<0.001) con respecto al testigo, incrementando la frecuencia de ICH
de (38.42 t 1.72), lo que demostrd que el sistema de activacién que se utilizé fue
efectivo (Cuadro IV).

Los cultivos de linfocitos humanos después de ser tratados con la mezcia
S9y los plaguicidas asi como aquelios con CP, no evidenciaron ninguna alteracion

en la CPC ni en el IR e IM, excepto el plaguicida zeta-cipermetrina con la
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concentracion mas alta (450 mg/L), en la cual no se completaron las metafases
para el analisis del IR. Con la prueba de X? se observé diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05) en el IM con respecto al valor del testigo (Cuadro V).

e e e
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6. DISCUSION

Tratamientos directos con plaguicidas

Debido a que los plaguicidas se han convertido en una de las herramientas
principales en el desarrollo de la agricultura y son empleados indiscriminadamente
en los cultivos, es importante estimar el riesgo genotdxico derivado de la
exposicion a estos agentes quimicos mediante diversos sistemas de prueba
(Bolognesi 2003).

Los efectos de gran cantidad de compuestos incluyendo los plaguicidas,
han sido estimados mediante la prueba de ICH, asi como la de CPC, de IR y de
IM. El incremento en la frecuencia de ICH es considerado como un criterio de
evaluaciéon genotoxica en células de mamifero en cultivo (Takehisa 1982), asi
como en animales experimentales (Schneider y Kram 1982).

Los resultados de este estudio reflejaron que los plaguicidas endosulfan,
metamidofos, azadiractina y zeta-cipermetrina no incrementaron la frecuencia de
intercambios de cromatidas hermanas en linfocitos humanos de sangre periférica
en cultivo, aun en presencia de activacién metabdlica (Cuadros iy (V).

En los trabajos que se han realizado sobre la genotoxicidad de los
plaguicidas endosulfan, metamidofos, azadiractina y zeta-cipermetrina se
encuentran algunas discrepancias.

La presente investigacion coincidid con algunos estudios previamente
realizados en los que se aplicd de forma directa el plaguicida metamidofos: en la
linea celular V79 de criceto chino en concentraciones de 10 a 80 pyg/mL no
provocé incremento en la frecuencia de ICH después de 27 h de tratamiento, sin
embargo causo retraso en el ciclo celular que fue dependiente de la dosis aplicada
(Chen et al. 1982),este resultado coincidié con el comportamiento encontrado en
450 mg/L en este trabajo (Cuadro Il). En contraste, Amer y Sayed (1986)
reportaron que metamidofos es un débil inductor de ICH en cultivos de bazo de
ratén en concentraciones mas bajas (0.25, 0.50, 1 y 2 pyg/mL) que las utilizadas
en este trabajo. Sin embargo, sus resultados positivos fueron obtenidos después

de tratar sus cultivos con metamidofos soélo durante las dltimas 4 h antes de
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cosechar. Estos datos pueden ser debido en parte a la rapida degradacion de los
compuestos organofosforados en condiciones in vitro (Wild 1975).

En el caso del endosulfan (Lu et al. 2000), al probar sus isémeros por
separado, se evidencié que el B-endosulfan en 107 y 10° M causé aumento
significativo en la frecuencia de ICH, mientras que el o-endosulfan no provocod
efecto en la linea celular de humano HepG2. En el mismo estudio la adicion de o y
B-endosulfan a bajas concentraciones no alters la cinética del ciclo celular en fa
misma linea celular.

Sobti et al. (1983) en la linea celular de humano LAZ-007, describié
aumento en la frecuencia de ICH, después de ser expuestos a endosulfan a
concentraciones de 10™* y 10®° M. Los resultados de los estudios antes
mencionados no coincidieron con lo observado en este trabajo, ya que estos
autores utilizaron lineas celulares conformadas por células que se dividen
indefinidamente a las cuales corresponden HepG2 y LAZ-007, aunque parecen
normales en muchos aspectos, su continua division refleja la presencia de una o
mas mutaciones que han alterado sus propiedades de proliferacién. A pesar de
que dichas lineas tienen ligeras anomalias, se usan habitualmente porque aportan
una fuente ilimitada de células estandarizadas y genéticamente homogéneas
(Alberts ef al. 1994). Sin embargo, es posible que estas alteraciones les confieren
mayor sensibilidad a diferencia de células normales de mamifero.

Puig et al. (1989) probaron la cipermetrina (isoémero de zeta-cipermetrina)
en cultivos de linfocitos humanos expuestos a altas concentraciones (mayores de
10 pg/mL) en los que no observaron efectos en cuanto a la frecuencia de ICH,
pero el ciclo celular fue afectado causando un retraso en la velocidad de
proliferacién

En este estudio el hecho de no encontrar efecto en la frecuencia de ICH en
linfocitos humanos de sangre periférica en cultivo expuestos de manera directa a
los plaguicidas endosulfan, metamidofos, azadiractina y zeta-cipermetrina en
condiciones in vitro, no significa la ausencia de dafio al material genético, puesto
que en ofros sistemas de prueba, que se han utilizado los resultados son

contradictorios.
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Los plaguicidas metamidofos, endosulfan han provocado incremento en la
frecuencia de ICH en ofros tipos celulares apoyando la idea de que pueden
producir dafo al ADN. Con respecto a los plaguicidas zeta-cipermetrina y
azadiractina la informacion es escasa (Chen et al. 1982, Amer y Sayed 1986, Lu
et al. 2000, Sobti et al. 1993, Puig et al. 1989). Sin embargo, los cuatro plaguicidas
han resultado genotoxicos al evaluarlos con otras pruebas citogenéticas como
micronucleos y aberraciones cromosémicas en células de la médula 6sea (Usha et
al. 1980, Awasthy et al. 1995, 1999), hematopoyéticas y de bazo de ratén, asi
como en linfocitos de oveja, en células humanas HepG2 y meristemos de Allium
cepa (Velazquez et al. 1984, Amer y Sayed 1986, Roa et al. 1988, Rojanapo y
Tepsuwam 1992, Lu et al. 2000, Pistl et al. 2001).

Sin embargo, en este trabajo el dafio producido por los plaguicidas en los
linfocitos humanos en cultivo s6lo se manifesté en la cinética de proliferacion
celular alterando la distribucidn de las metafases de primera (1M), de segunda
(2M) y de tercera (3M) divisiones, causando un retraso del ciclo celular
evidenciado al encontrar un porcentaje mayor de células en metafase de primera
division conforme fue aumentando la concentracion de los plaguicidas. Dichas
observacicnes se reflejaron en el indice de replicacién que se redujo conforme
aumentd la concentracion de cada plaguicida (Cuadro 1ll). El retraso causado por
los plaguicidas sugiere interferencia en la regulacién del ciclo celular (Calderdn-
Segura et al. 2004).

A su vez los plaguicidas endosulfan, azadiractina y zeta-cipermetrina
revelaron una correlaciéon negativa entre las concentraciones aplicadas para cada
tratamiento con respecto al indice mitético de los linfocitos en cultivo (Fig. 5,6 y 7)
observando inhibicién de ia mitosis por parte de los compuestos.

Una posible explicacion de los efectos de los plaguicidas relacionados con
el analisis de la proliferacion, es la probabilidad de que estos compuestos
redujeron la respuesta al mitégeno. Esto representaria fisioldgicamente una
disminucién en fa velocidad de blastogénesis, debido a que las células no

responden o lo hacen débilmente a la sefial del mitégeno (Lucivero et al. 1988).

Carolina Gonzalez Torres 38



Discusion

Banerjee y Hussain (1986, 1987) evaluaron el efecto de dosis cronicas y
subcrénicas de endosulfan en ratas albinas y observaron disminucion en las
respuestas inmune celular y humoral la cual fue dependiente de la dosis y del
tiempo de exposicion. Posteriormente, un estudio realizado aplicando de forma
directa endosulfan a cultivos de leucocitos y linfocitos de sangre periférica de
ovejas, provoco la disminucién y/ o la inhibicion del estimulo por el mitogeno
fitohemaglutinina en los linfocitos (Pistl et al. 2003). El método empleado por
estos autores para evaluar la inmunotdxicidad sugiere una posible accién directa
por parte del endosuifan sobre los receptores de membrana en céluias del sistema
inmune.

Es posible qué el retraso observado en la cinética de proliferacién celular en
los linfocitos sea provocado por los plaguicidas como resultado de la interrupcion
en cualquier fase del ciclo celular, lo que depende de la interaccion que puedan
tener estos productos con los componentes celulares.

El ciclo celular se divide tradicionaimente en cuatro fases principales, de las
cuales la mitosis, que implica la segregacion de los cromosomas culmina con la
division celular (Alberts ef al. 1994). Por otra parte, antes de llegar a mitosis la
celula tiene que salir de interfase, periodo que comprende las fases G1, S, G2. La
fase G2 proporciona un lapso, que permite a la célula asegurar que la replicacién
del ADN (fase S) se ha completado antes de pasar a mitosis. Es durante la fase
G2 que se forma y acumula el factor promotor de la maduracién (MPF), el cual
esta constituido por la unidn de una ciclina con una cinasa dependiente de ciclina;
lo cual promueve la entrada de la célula a mitosis. A su vez la degradacion de la
ciclina esta acoplada a la inactivacion del MPF y la salida de la célula de mitosis.
Ast que el bloqueo de la sintesis de proteinas durante ia interfase evitara la
progresion de la célula a la mitosis (Alberts et al. 1994).

El ensayo in vitro realizado por Hadnagy y colaboradores (1999) con
distintos piretroides usando células de pulmén de criceto chino de la linea V79
mostré que estos compuestos detienen a las células en la transicion G2/M e
inhiben la progresion del ciclo celular. En el caso de la zeta-cipermetrina que

forma parte de la familia de los piretroides, el mecanismo explicado anteriormente

Carolina Gonzilez Torres 39




Discusion

podria ser el causante del retraso de finfocitos observado con concentraciones de
90 y 180 mg/L en este estudio. Mientras que las concentraciones de 360 y 450
mg/L disminuyeron significativamente la presencia de células estimuladas y
metafasicas.

El plaguicida azadiractina provoco retraso en la cinética de proliferacion
celular de los linfocitos en este estudio. Algunos autores observaron que otros
tipos celulares de mamifero y de insecto (glia y Sf9, respectivamente) expuestos a
este plaguicida disminuyen su proliferacion en cuitivo, sugiriendo que azadiractina
puede inhibir la mitosis por medio de la interferencia con la polimerizacion de
tubulina la cual se da en el periodo G2, mostrando una elevada cantidad de
células detenidas en la transicion G2/M (Akudugu et al. 2001, Salehzadeh et al.
2002, 2003).

Tratamientos con mezcla S9

Se ha demostrado que la genotoxicidad de los plaguicidas puede ser
potenciada por la activacion metabdlica de mamiferos, utilizando como modelo in
vitro la fraccion enzimatica S9 de higado de rata (Gentile ef al. 1982) por ejemplo,
el metil paration (organofosforado) es transformado a metil paraoxén por medio de
la enzima citocromo P450 que constituye un componente de la fraccion S9
(Albores et al. 2001).

Para el caso de metamidofos en algunos trabajos se ha reportado que la
exposicion a este compuesto esta relacionada con un incremento en el porcentaje
de microntcleos en células hematopoyéticas, asi como un débil aumento en la
frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas en células de médula 6sea de
ratén en ensayos in vivo (Amer y Sayed 1986), sugiriendo que es mediante la
transformacion metabdlica, que este compuesto ejerce su actividad genotoxica.
Sin embargo, en este estudio el metamidofos no manifesté aumento en ia
frecuencia de ICH y la cinética de proliferacion celular no fue afectada al
agregarse la mezcla S9.

Como se observd en este estudio el endosulfan tampoco incrementé la

frecuencia de ICH ni alteré la cinética de proliferacion celular después de ser
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expuesto a la fraccion S9, sin embargo en Salmonella typhimurium en las cepas
TA97 y TA102, la aplicacion de S9 incrementd débilmente la toxicidad de este
plaguicida (Pandey et al. 1990). En los estudios de Amer y Sayed (1986) y Pandey
et al. (1990) el aumento en la frecuencia de ICH que se manifesté fue muy débil.

El tratamiento con azadiractina y S9, aplicado en este estudio no mostré
alteracion en los linfocitos de sangre periférica en cultivo, pero en ensayos in vivo
con extractos de hojas del arboi del neem indujeron aumento en la frecuencia de
aberraciones cromosomicas en células de la médula 6sea de raton (Awasthy et al,
1995, 1999).

La zeta-cipermetrina probada en este trabajo no alteré la frecuencia de ICH
ni fa cinética de proliferacion en presencia de S9. En el tratamiento directo con
este plaguicida a concentraciones altas (360 y 450 mg/L) no se completaron las
metafases para determinar la frecuencia de ICH y el indice de replicacion
(Cuadros It y 1li). A diferencia del tratamiento directo, la exposicién al plaguicida
en presencia de S9 permiti6 obtener mayor cantidad de metafases para
determinar Ia frecuencia de ICH y del indice de replicacion en las tres primeras
concentraciones (90-360 mg/L), sin embargo en la concentracion mas alta (450
mg/L) no se completaron las metafases necesarias (Cuadros IV y V), suponiendo
un efecto de desintoxicacion por parte del sistema enzimatico S9 con 360 mg/L de
este plaguicida.

Se observé que en los linfocitos humanos en cultivo tratados con los
plaguicidas en presencia de la fraccion enziméatica S9 de higado de rata no
presentaron diferencias significativas en la frecuencia de ICH y en la cinética de
proliferacion celular, IR e IM al compararios con el testigo, en contraste con los
tratamientos sin S9.

Es posible que las enzimas que integran la mezcla S9 de higado de rata
hayan provocado la transformacion de los plaguicidas en metabotitos que no
interacttian con el ADN para la induccion de ICH y reducen los efectos en la
cinética de proliferacion celular ef IR e IM (Cuadros iV y V).

Estudios realizados por Ribas et al. (1998) y Moretti et al. (2002)

evidenciaron que la fraccion enzimatica S9 es capaz de disminuir la genotoxicidad
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de dos herbicidas metribuzina y ametrina, asimismo, Csukas et al. (1979)
reportaron que el uretano y el hidroxiuretano, en linfocitos humanos en cultivo en
presencia de la mezcla S9 disminuyo la capacidad de estos compuestos para
inducir ICH. El efecto de desactivacion por parte de la fraccion enzimatica S9
también se manifesto en linfocitos expuestos a 1-cloro-2,3-epoxipropanoc conocido
como epiclorhidrina (White 1980). Estos resultados concuerdan con lo encontrado

en este trabajo en cuanto a la cinética de proliferacion celular.
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7. CONCLUSIONES

Los plaguicidas evaluados en este estudio aplicados de forma directa no
provocaron incremento en la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas.
Sin embargo, indujeron alteracién en la cinética de proliferacién celular, IR e IM,
manifestando un retraso del ciclo celular en linfocitos humanos de sangre
periférica en cultivo.

Con base en diversos estudios se sugiere que cada uno de los plaguicidas
podria tener un mecanismo distinto por el cual provocan retraso del ciclo celular.

Aplicando la mezcla enzimatica S9 de higado de rata como sistema
metabodlico, no se observd incremento en la frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas ni alteracion en la cinética de proliferacion celular, IR e IM,
lo que indico que los metabolitos derivados de la transformacion de los plaguicidas
en estas concentraciones al parecer no afectaron a los linfocitos, lo que implica un

proceso de desintoxicacion por parte del sistema enzimatico.
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Cuadros

CUADRO IIl. FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS
HERMANAS (ICH) EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS
TRATADOS CON PLAGUICIDAS®.

ICH
Tratamiento xb + E.E.
Testigo 454 * 0.23
MMC
mg/L
0.033 18.12* * 0.74
Endosulfan
mg/L
90 3.98 + 0.21
180 402 * 0.28
360 4.20 + 0.27
450 4.50 x 0.25
Metamidofos
mg/L
a0 4.30 * 0.30
180 454 + 0.30
360 4.48 * 0.29
450 4.36 * 0.31
Azadiractina
mgl/L
90 3.70 * 0.24
180 4.20 0.28
360 4.08 + 0.24
450 4.12 x 0.23
Zeta-cipermetrina
mg/L
90 3.80 i 0.22
180 3.92 + 0.20
360 NM
450 NM

*Promedio de dos experimentos

P = 50 metafases

*Se obtuvieron diferencias significativas entre el testigo y cada concentracion o tratamiento
por analisis de varianza (ANOVA) F = 297.63, el vaior de p < 0.001.

NM = No se completaron las 50 metafases
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Cuadros

CUADRO III. CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR E iNDICES DE
REPLICACION (IR) Y MITOTICO (IM) EN CULTIVO DE LINFOCITOS
HUMANOS TRATADOS CON PLAGUICIDAS?.

Metafases
Tratamiento 1™ 2M 3M IR® IM°
Testigo 32 46 22 1.90 4.2
MMC
mg/L
0.033 56* 27* 17 1.61* 3.4
Endosulfan
mg/L
g0 29 40 31 2.02 3.5
180 38 39 23 1.85 3.7
360 41 36 23 1.82 2.5%
450 59* 23* 18 1.59* 2.0*
Metamidofos
mg/L
a0 41 36 23 1.82 54
180 51 32 17 1.66* 54
360 46 32 22 1.76* 4.8
450 66* 24* 10 1.44* 3.1
Azadiractina
mg/L
90 39 38 23 1.84 5.2
180 55 27 18 1.63* 4.3
360 58* 29 13 1.55% 35
450 67 19* 14 1.47* 1.6*
Zeta-
cipermetrina
mg/L
90 42 32 26 1.84* 53
180 57* 25* 18 1.61* 4.0
360 NM 0.8*
450 NM 0.3*

#Promedio de dos experimentos
IR, n = 200 metafases consecutivas
°IM, n = 2000 células ,
* Diferencias significativas entre el testigo y cada concentracidn con la prueba de X y
p<0.05.
NM = No se completaron las 200 metafases
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CUADRO IV. FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS
HERMANAS (ICH) EN CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS
TRATADOS CON PLAGUICIDAS Y S9°.

ICH
Tratamiento X°® + E.E.
Testigo 4.80 + 0.31
CcP 510 + 0.38
S9 4.28 * 0.28
CP+S9 38.42* + 1.72
Endosulfan
mg/L
90 468 * 0.26
180 516 + 0.34
360 5.36 + 0.40
450 468 + 0.32
Metamidofos
mg/L
90 4.26 * 0.28
180 5.30 + 0.40
360 4.88 + 0.34
450 478 + 0.36
Azadiractina
mg/L
90 6.22 + 0.46
180 562 + 0.38
360 4.90 + 0.25
450 6.12 + 0.37
Zeta-cipermetrina
mg/L
90 4.32 + 0.23
180 472 + 0.25
360 4.00 * 0.19
450 NM

*Promedio de dos experimentos
n = 50 metafases
*Se obtuvieron diferencias significativas entre el testigo y cada concentracion por analisis de
varianza (ANOVA) F = 357.57, el valor de p < 0.001.
NM = No se completaron las 50 metafases
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CUADRO V. CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR E INDICES DE
REPLICACION (IR) Y MITOTICO (IM) EN CULTIVO DE LINFOCITOS
HUMANOS TRATADOS CON PLAGUICIDAS Y S9°.

Metafases
Tratamiento ™M 2M 3am IR® Im©
Testigo 19 45 36 2.17 2.6
cpP 21 47 32 2.1 2.6
S9 20 43 37 217 2.3
CP+S9 24 48 28 2.04 2.0
Endosulfan
mg/L
90 18 47 35 217 27
180 23 44 33 2.10 3.0
360 31 34 35 2.04 1.9
450 31 38 31 2.00 25
Metamidofos
mg/L
90 20 48 32 2.12 22
180 25 43 32 2.07 2.1
360 24 42 34 2.10 26
450 22 53 25 2.03 2.4
Azadiractina
mg/L
90 23 49 28 2.05 20
180 15 53 32 2.17 2.8
360 16 53 31 2.15 35
450 21 49 30 2.09 2.7
Zeta-
cipermetrina
mg/L
90 23 37 40 217 24
180 20 40 40 2.20 35
360 23 38 39 2.16 2.5
450 NM 0.5*

* Promedio de dos experimentos

°IR, n = 200 metafases consecutivas

°IM, n = 2000 célutas

* Diferencias significativas entre el testigo y cada concentracion con la prueba de X% y
p<0.05.

NM = No se completaron 200 las metafases
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Fig. 5. Coeficiente de correlacion (r) significativo, del indice mitdtico en linfocitos
humanos expuestos al tratamiento con endosulfan por 48 horas.

6 —— - — - :
: . r=-0.94 |
- 5 . p<0.05
= : é
S * |
§ 3. i
E ) 1
g f $ :
E 1 !
| |
0 - ‘ . : ‘ | (
0 100 200 300 400 500

Concentracion de azadiractina (mg/L) |
e e |

Fig. 6. Coeficiente de correlacion (r) significativo, del indice mitético en linfocitos
humanos expuestos al tratamiento con azadiractina por 48 horas.
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Fig. 7. Coeficiente de correlacion (r) significativo, del indice mitdtico en linfocitos
humanos expuestos al tratamiento con zeta-cipermetrina por 48 horas.
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Fig. 8. Coeficiente de correlacidn (r) no significativo, del indice mitético en
linfocitos humanos expuestos al tratamiento con metamidofos por 48 horas.
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