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RESUMEN

Las pérdidas durante el desarrollo de los cultivos, precosecha y poscosecha son
enormes problemas para los paises desarrollados y subdesarrollados, incluyendo
México. La produccion y el uso de plaguicidas se ha incrementado en afios recientes,
los cuales estan disefiados para controlar y erradicar patégenos del hombre, de los
animales y de los cultivos agricolas; su aplicacién ha beneficiado a la agricultura; pero
son fuente potencial de contaminacion ambiental y su exposicibn puede tener
consecuencias negativas en la salud humana.

En el presente estudio se investigaron los efectos genotoxicos de los insecticidas
biolégico neem y del organoclorado endosulfan, asi como, la amina aromética 4-nitro-o-
fenilendiamina (NOP), en los linfocitos periféricos humanos in vitro, mediante el ensayo
cometa alcalino. Los resultados demostraron que los dos insecticidas y la amina
aromatica son agentes genotoxicos en los linfocitos humanos in vitro, al aumentar
significativamente la frecuencia de células con cometa y la longitud de la cauda del
cometa. A concentraciones elevadas los tres compuestos quimicos ocasionan severo
dafio al genoma. El analisis de la regresion lineal y no-lineal de los valores promedios
de la longitud de la cauda del cometa y de la frecuencia de células con cometa de los
dos insecticidas y de la NOP muestra una relacion de concentracion-efecto.

Al comparar el efecto genotoxico de la amina aromatica y los dos plaguicidas, se
observa que la NOP, induce mayor dafo sobre el ADN que el neem y el endosulfan.
Paralelamente, se analiz6 la viabilidad de los linfocitos antes y después del tratamiento
con los dos insecticidas y la amina aromatica. Los resultados demuestran que la
viabilidad de los linfocitos expuestos a las diferentes concentraciones de los tres

compuestos quimicos no fue alterada con relacion al testigo.



l. INTRODUCCION

La incidencia de los insectos sobre la actividad humana es muy importante y
desde este punto de vista se acostumbra a clasificar a los insectos en benéficos y
perjudiciales, los primeros contribuyen al mantenimiento de los ecosistemas ecoldgicos,
el segundo grupo provoca efectos negativos sobre el crecimiento y la produccién de los
cultivos agricolas, en la salud humana y animal (Bellés 1988).

La Segunda Guerra Mundial marcoé el inicio de la produccion de los plaguicidas
sintéticos. A partir de entonces, la combinacion de sus principios activos, ha dado origen
a miles de formulaciones que se venden en el mercado para combatir insectos (Rivero
et al. 2001).

Los plaguicidas son sustancias muy utilizadas en los campos agricolas como
herbicidas, nematicidas, fungicidas e insecticidas, entre otros. Los insecticidas se
aplican en animales y seres humanos para controlar y erradicar vectores de
enfermedades, sin embargo, han tenido efectos negativos derivados del uso
inadecuado y excesivo, ya que afectan a los ecosistemas debido a su persistencia en el
ambiente, aumentando la mortalidad de la flora y la fauna, contaminando suelos, aguas
(continentales, mantos freaticos) y creando resistencia en los organismos plaga
(Bolognesi 2003).

El consumo de los plaguicidas en los paises desarrollados se ha hecho tan
extenso que esta intimamente ligado a la calidad de vida y bienestar de la sociedad,
igualmente se han empleado como armas quimicas en las guerras, como aditivos del
petréleo, de disolventes, en la industria de colorantes, barnices, aislantes eléctricos,
entre otros (Cortés-Eslava 2002).

Aproximadamente 4000 formulaciones de plaguicidas son aplicadas en todo el
mundo en la agricultura y en la medicina humana y veterinaria (Tardiff 1992, He 1999),
los plaguicidas son generados en cantidades masivas, se ha estimado que entre 1943 y
1974 la produccién mundial de DDT alcanzé 2.8X10° kg (Stenersen 2004). En 1996, las
ventas fueron de 2600 millones de dblares en América Latina, que representa 9 % del
total de los agroquimicos en el mundo, se prevé que el mercado de plaguicidas
sintéticos se cuadriplicara para el siguiente siglo. A nivel mundial el uso de herbicidas es
47.5 %, insecticidas es 29.5 %, funguicidas 17.5 % y otros es 5.5 % (Gupta 2004).
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Centroamérica tiene los niveles mas altos de las importaciones de insecticidas per
capita en el mundo (Bejarano 2003).

En México, como en muchos paises en desarrollo, aun prevalece la practica
indiscriminada y no controlada de estos compuestos, es importante resaltar que la
introduccion de estos agentes quimicos en nuestro pais se dio originalmente en un
contexto caracterizado por la falta de una legislacion adecuada para vigilar los
problemas que pudieran surgir y por ignorancia generalizada de las autoridades y
sociedad sobre las posibles consecuencias indeseables en la salud y en el ambiente
(Rivero et al. 2001).

En 1986 se vendieron en México 60 mil toneladas de plaguicidas, los mas
comercializados fueron los organofosforados (67 % de las ventas) y los organoclorados
(15 %). El mercado con mayor incremento son los insecticidas con méas de un tercio del
volumen de importacion al pais (Rivero et al. 2001).

En México no hay estadisticas confiables sobre el total de intoxicaciones que se
producen por los insecticidas, debido a que no se reportan y cuando se registran no
se exige que se identifique el tipo de plaguicida causante de la intoxicacién (Bejarano
2003). De los 12 plaguicidas de mayor consumo en México no hay uno solo que esté
libre de sospecha de causar efectos cronicos graves en la salud o alteraciones en los
sistemas nervioso, inmunoldgico y hormonal (Bejarano 2003).

Los plaguicidas, estdn constituidos de uno o mas ingredientes activos y otros
componentes quimicos con diversas presentaciones como disolventes, emulsificantes y
amortiguadores, entre otros (Tardiff 1992, Bolognesi 2003, Cox y Surgan 2006); son por
definicion “sustancias toxicas” disefiadas para afectar procesos bioldgicos y causar la
muerte de los organismos blanco y no blanco incluyendo a los seres humanos
(Bejarano 2003), pero tienen efectos benéficos como en la produccion de alimentos y

fibras, asegurando la produccion agricola entre otros (Stenersen 2004).



Il ANTECEDENTES

La poblacién en general estd expuesta a plaguicidas, a través de la piel, los ojos, la
nariz y boca ya sea por exposicion ocupacional, a los residuos y a productos de
degradacion fisica y biolégica que se encuentran en el aire, agua y alimentos (Bejarano
2003, Bolognesi 2003, Grover et al. 2003, Bhalli et al. 2006, Jurewicz et al. 2006).

Muchos plaguicidas son téxicos, pero el grado de dafio depende de su estructura
quimica, de la dosis, del tiempo de exposicion y de la etapa de la vida de la persona;
son responsables de envenenamientos agudos, en ciertos casos causan ceguera y
algunos estan asociados con la manifestacion de diversas enfermedades (Rupa et al.
1991), en la induccion de malformaciones congénitas, de alteraciones cromosémicas o
dafio al ADN (Zeljezic y Garaj 2002, Grover et al. 2003), son disruptores endocrinos y
estan relacionados con desoérdenes reproductores (Chalubinski y Kowalski 2006) y en el
desarrollo de cancer (Gupta 2004, Maroni et al. 2006).

La exposicion a los plaguicidas en etapas iniciales de la vida, particularmente
durante periodos fetal e infancia, pueden tener severos efectos en la salud de los nifios
y los adolescentes, ocasionando gran riesgo en la manifestacion de malformaciones
congénitas, enfermedades en los Organos, alteraciones inmunologicas, enddcrinas,
neuronales y cancer (Garry 2004, Jurewicz et al. 2006).

El riesgo al cancer en los agricultores depende de muchos factores tales como: el
tiempo de exposicion, al espacio del cultivo agricola, la falta de conocimientos de los
efectos nocivos y de las medidas de seguridad a los agroquimicos empleados (Fucci et
al. 1997). Datos epidemiolégicos muestran asociacion entre la exposicion a los
plaguicidas y el incremento del cancer de pancreas, higado, pulmén (Hartge et al.
2005).

Estudios realizados en agricultores mexicanos y en sus hijos que laboran en las
zonas agricolas de California han evidenciado gran incidencia de leucemias, cancer
pulmonar e inmunosupresién. Otro estudio realizado en jovenes que aplican plaguicidas
organofosforados y carbamatos en los cultivos de tabaco en Sinaloa, observan la
disminucién de los niveles de la enzima acetilcolinesterasa, lo cual sugiere gran riesgo

para el funcionamiento normal del sistema nervioso (Gamlin et al., 2007).



Los plaguicidas son agentes quimicos, biolégicamente activos que pueden
interactuar con moléculas celulares como lipidos, proteinas y el genoma. El dafio sobre
la estructura del ADN puede ser critico para ejercer efectos mutagénicos y/o
carcinogénicos (Kornuta et al. 1996). Pero otros agroquimicos no son activos por si
mismos, ya que requieren de la activacion metabdlica animal o vegetal para inducir
dafio al ADN por medio de una gran variedad de enzimas del metabolismo que incluyen
a los citocromos P450 (CYP450), las peroxidas y las glutation-S-transferasas (Oesch y
Oesch 2004, Calderén-Segura et al. 2007). Los plaguicidas han sido objeto de amplia
investigacion con el fin de evaluar el dafio que inducen en los sistemas bioldgicos para
tener mayores medidas de seguridad en su uso y/o aplicacion en los campos agricolas y
en los animales (Bolognesi 2003).

Actualmente la gran aplicacibn de los plaguicidas, est4 siendo causa de
preocupacion debido a su impacto sobre la salud humana, animal y a los ecosistemas.
Este interés se estad dando principalmente en los paises industrializados, en donde se
desarrollan diversas pruebas toxicoldgicas en seres humanos, animales, plantas, en
células in vitro y realizan un biomonitoreo ambiental para determinar los riesgos de
estas sustancias, pero desafortunadamente en Ameérica Latina estos estudios son
limitados (Rivero et al. 2001). GOomez-Arroyo et al. (2000), reportan la induccién de
intercambios de cromatidas hermanas en linfocitos periféricos en cultivo de floricultores
del estado de Morelos; Marquez et al. (2005) informan asociacién entre la exposicién a
los organoclorados y aumento de enfermedades pulmonares y de piel, siendo las més
frecuentes el asma y la dermatitis en los nifios e incrementos significativos de
micronucleos en linfocitos de sangre periférica de agricultoras y agricultores expuestos a

mezclas de plaguicidas.



1. Clasificacion de los plaguicidas

Se utilizan diferentes tipos de clasificaciones para los plaguicidas, debido a la
amplia cantidad de sustancias y combinaciones de los compuestos. Con frecuencia,
estos productos se catalogan segun su uso en insecticidas, acaricidas, herbicidas,
nematicidas, funguicidas, molusquicidas y rodenticidas (Rivero et al. 2001).

Sin embargo, la manera mas frecuente de clasificarlos es con base en su
estructura quimica, por lo que de acuerdo a la Asociacion Mexicana de la Industria de
Plaguicidas y Fertilizantes (AMIPFAC 1985) se agrupan en:

1.1. Organofosforados

Son muy toxicos por el hecho de inhibir a la enzima acetilcolinesterasa, que
modula la cantidad o los niveles del neurotransmisor acetilcolina, interrumpiendo el
impulso nervioso a nivel de la sinapsis de vertebrados e insectos (Narahashi 1996,
Sogorb y Vilanova 2002). Se caracterizan por ser ésteres derivados del acido fosférico
gue pueden tener un grupo fosforil (P=0) 0 tiofosforil (P=S) (Perry et al. 1998, Sogorb y
Vilanova 2002, Pimentel et al. 2006).

Estos compuestos son los mas utilizados en la agricultura mexicana ya que son
menos persistentes en el ambiente y en los alimentos que los organoclorados, la
mayoria son insecticidas y también acaricidas, en general actian por contacto y por
ingestion (Diaz 2004).

1.2. Carbamatos

El grupo quimico de éstos corresponde a ésteres derivados de los acidos N-metil
o dimetil carbamico y comprende mas de 25 compuestos que se emplean como
insecticidas y algunos como fungicidas, herbicidas o nematicidas. Son menos
persistentes que los organofosforados y de igual manera que éstos inhiben a la

acetilcolinesterasa (Sogorb y Vilanova 2002, Pimentel et al. 2006).



1.3. Piretroides

Tienen su origen en el hallazgo de los insecticidas naturales derivados del extracto
de piretro (obtenido de las flores de crisantemo), conocidos como piretrinas (Pascual-
Villalobos 1996), con un anillo dimetilciclopropano con un radical variable que
corresponde al acido crisantémico y a veces a un grupo ciano, posteriormente se

obtuvieron en forma sintética (Sogorb y Vilanova 2002).

1.4. Triazinas

El término “triazinas” es tradicionalmente usado por la EPA-USA, para referirse
principalmente a un grupo de tres plaguicidas: atrazina, simazina y cianazina, aunque
otros plaguicidas o metabolitos de plaguicidas que contienen un grupo s-triazina se
incluyen dentro de esta categoria (EPA 2002). Destacan entre los herbicidas mas
empleados en Estados Unidos de América y en México (Bayer 1994, CIBA-GEIGY
Mexicana 1996, Flores-Maya 2000, Pimentel et al. 2006), son poderosos inhibidores de
la fotosintesis y corresponden a sustancias que poseen anillos de seis miembros que

contienen tres nitrégenos heterociclicos (Flores-Maya 2000).

1.5. Plaguicidas de origen biolégico

Los insecticidas bioldgicos, se obtienen de diversas plantas, ofrecen una
alternativa segura para controlar a los insectos plaga, tienden a desplazar a los
plaguicidas sintéticos por sus efectos negativos en la salud (Scott et al. 2005). Los
humanos han usado estos productos naturales por milenios en la medicina (Schaaf et
al. 2000) y en la industria como por ejemplo el neem (Bellés 1988, Schaaf et al. 2000).
Existe gran diversidad en las interacciones insecto-planta que regulan la resistencia o la
susceptibilidad, se ha comprobado que los metabolitos secundarios son mucho mas
importantes para conferir resistencia, al afectar el comportamiento y la fisiologia de

estos organismos (Bellés 1988).



1.5.1. Neem

Es un plaguicida de origen biolégico, obtenido del arbol del Neem (Azadirachta
indica A. Juss) de la familia Meliaceae, es originario de la India, es uno de los mas ricos
en metabolitos secundarios, mas de 300 productos naturales han sido aislados de
diferentes partes del arbol, de estos compuestos los limonoides son los mas
abundantes (Schaaf et al. 2000). Todas las partes del arbol tienen diferentes usos en la
medicina, para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, respiratorias,
urinarias, hepaticas, neurales, reproductoras y cancer (Brahmachari 2004).

Entre los compuestos activos del neem se encuentra la azadiractina (Fig. 1), que
es un tetranortriterpeno del tipo limonoide que se ha aislado de las semillas, aunque se
encuentra en pequefias concentraciones en todo el arbol, este compuesto inhibe la
ecdisis de insectos (Bellés 1988, Pascual-Villalobos 1996), es uno de los inhibidores
mas potentes de la alimentacidén de insectos y altera la metamorfosis de varias especies
(Schaaf et al. 2000), su efecto es proporcional a la dosis aplicada, actla alterando la
produccion de los ecdiesteroides, mediante una interferencia neuroendocrina (Bellés
1988).

Gran variedad de insecticidas derivados de las semillas del Neem son
comercialmente disponibles cuyas concentraciones de azadiractina y triterpenoides
pueden variar (Schaaf et al. 2000).

En México comercialmente se pueden encontrar productos a base de Neem
(Neem OIil®) con amplia eficiencia para el combate de varias plagas que eventualmente
son usados como agentes agroecologicos. Desde hace mas de 3 afios se introdujo el
extracto acuoso del arbol del Neem (A. indica) en Apatzingan, Michoacan; sus usos son
artesanal y como insecticida (Bejarano 2003).



1.5.2. Toxicidad del Neem

Se ha sugerido que la estructura quimica de la azadiractina puede tener
actividad genotoxica y carcinogéna, por lo que debe ser comprobado
experimentalmente (Rosenkranz y Klopman 1995), el extracto de la flor muestra
actividad mutagénica en Salmonella typhimurium cepa TA98 (Rojanapo y Tepsuwan
1992), el extracto etandlico de la hoja induce alteraciones en la mitosis y aberraciones
cromosomicas en células de medula 6sea de ratdn suizo albino (Awasthy et al. 1999),
ocasiona cambios cromosOmicos estructurales y numéricas en espermatocitos de ratén
(Awasthy 2001, Khan y Awasthy 2003) y el extracto acuoso del neem tiene actividad de
espermicida en seres humanos, in vitro (Khillare y Shirivastav 2003).

La azadiractina de la semilla produce dafio en el ADN de células Sf9 de
Spodoptera frugiperda (Rembold y Annadari 1993). El aceite de las semillas del neem
inhibe la actividad de las enzimas acetilcolinestersa y las ATPasa de Na(+)-K+, Mg2+y
Ca(2+) en cerebro de ratas (Rahman et al. 1999), es toxica para invertebrados acuaticos
asi como en peces (Goktepe et al. 2004, Kreutzweiser et al. 2004), es citotoxica e
induce micronucleos en lineas celulares de glioblastoma humano (Akudugu et al. 2001),
es un anticonceptivo masculino de gran efectividad, causa cambios histolégicos y
bioquimicos en testiculo, con malformaciones espermaticas y actividad de espermicida,
asi como aberraciones estructurales y numéricas en cromosomas de espermatocitos de
rata (Khillare y Shivastav 2003); es citotoxica y genotdxica en las células Kcl67 de
Drosophila (Robertson et al. 2007).

1.6. Organoclorados

En 1940 inicia con gran éxito su produccion, empleo y aplicacion tanto por su
efectividad como por el bajo costo de su elaboracion. No obstante de 1960 a la fecha su
uso se ha restringido debido a que son muy estables y persistentes en el ambiente,
tienden a acumularse en el tejido adiposo, la exposicion es principalmente por contacto

o ingestion (Lauwerys y Hoet 2001, Waliszewski et al. 2004). Se caracterizan por tener
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uno o mas atomos de cloro unidos covalentemente a uno o dos anillos de hidrocarburos
(Kamrin 1997).

En seres humanos el 6rgano blanco de estas sustancias o de sus metabolitos lo
constituye el sistema nervioso central, alteran las propiedades electrofisiol6gicas y
enzimaticas de las membranas de las neuronas, primordialmente a nivel del axén,
causando alteracion en la cinética del flujo de Na+ y K+ a través de la membrana de la
célula nerviosa (Narahashi et al. 1992), dando como resultado la propagacion de
multiples potenciales de accion para cada estimulo (Kamrin 1997, Ferrer 2003),
provocando entre otros sintomas convulsiones. Cuando ocurren intoxicaciones agudas
se produce la muerte por paro respiratorio (Tordoir y Van Sittert 1994, Pimentel et al.
2006). También inhiben la actividad de la ATPasa-Ca** en membranas de eritrocitos
humanos in vitro (Janik y Wolf 1992).

Los insecticidas organoclorados tienen pesos moleculares en el rango de 300-550
Da (Karatas et al. 2006), son empleados tradicionalmente en la lucha contra insectos de
interés agricola, forestal o médico veterinario, agrupan a compuestos sintéticos
liposolubles que son rapidamente absorbidos por rutas distintas; tienen gran estabilidad
fisico-quimica; tienden a acumularse en los organismos y en el cuerpo humano por
mucho tiempo. Los residuos y/o sus metabolitos se pueden determinar en orina, suero
y/o plasma, en tejidos de animales, en frutas y vegetales comestibles (Lauwerys y Hoet
2001). Debido a su persistencia en el ambiente y en el agua son de gran riesgo para la
salud, algunos insecticidas han sido prohibidos y restringidos por ejemplo: endrin,
aldrin, dieldrin, clordano, DDT, etc.) pero en paises de América Latina continlan
utilizdndose para el control de vectores de enfermedades endémicas (Rivero et al.
2001).

Se ha demostrado que ciertos organoclorados son genotdxicos, mutagénicos y/o
carcinogénicos en animales (Chaudhuri et al. 1999). La exposicion a los organoclorados
es un factor de riesgo en la incidencia de linfomas de Non-Hodgkin (Hartge et al. 2005)

y cancer de mama (Charlier y Dejardin 2007).
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1.6.1. Endosulfan

El endosulfan (Thiodan 35 CE), (fig. 2), es un insecticida organoclorado que
pertenece al grupo de los ciclodianos (Lu et al. 2000, Pandey et al. 1990b), (6-7-8-9-10-
10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepin—3—0xido).

El endosulfan comercial es una mezcla de dos isomeros el 80 % de « -endosulfan

y 20 % p-endosulfan (Lauwerys y Hoet 2001). Es muy estable en el suelo y en el

cuerpo de los organismos, tiene vida media larga que implica gran peligro para la salud
(Pandey et al. 1990b), el endosulfan se clasifica en la categoria IB (muy peligroso) y II,
moderadamente peligroso (Usha y Harikrishnan 2005).

1.6.2. Toxicidad del Endosulfan

El endosulfan fue introducido en el ambiente en 1956 como insecticida para los
cultivos de té, frutas, vegetales comestibles y granos, en la actualidad es uno de los
plaguicidas mas asperjados en todo el mundo (Lu et al. 2000), la EPA, lo clasifica como
un contaminante de prioridad, es usado para el control de un amplio espectro de
insectos patdgenos (Rivero et al. 2001, Neuparth et al. 2006), en México, se aplica
principalmente en los cultivos de maiz, sorgo, café, cocoa, algoddn, lechuga, tomate,
arroz, entre otros (COP 1998, Bejarano 2003); es usado para erradicar ectoparasitos de
animales, de cosechas comestibles y no comestibles y de maderas (Lu et al. 2000).

Cuando es aplicado en los campos agricolas; es transportado por aire y agua,
puede viajar largas distancias y depositarse en diferentes ecosistemas y en animales
(Bejarano 2003); al unirse a las particulas del suelo aumenta su bioacumulacion; es
muy toxico para el fito y zooplancton, peces, anfibios y moderadamente téxico para
aves, mamiferos incluyendo al ser humano (Chaudhuri et al. 1999); disminuye la
reproduccion y crecimiento de peces y crustaceos e induce severas lesiones en células
del epitelio respiratorio (Navqui y Vaishnavi 1993, Wan et al. 2005, Neuparth et al.
2006); en mamiferos es un potente disruptor enddcrino (Saiyed et al. 2003, Scippo et al.
2004); es neurotdxico y produce toxicidad en rifion (Singh y Pandey et al. 1989b,
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Chaudhuri et al. 1999). Su uso inadecuado e incontrolado ha tenido como
consecuencias varias intoxicaciones, envenenamientos y muertes de personas y de
animales, con la produccion de cambios histopatolégicos en higado, rifién y cerebro; los
sintomas de toxicidad son: dolores renales, de cabeza y abdominales, nauseas, vomito,
taquicardia, convulsiones, temblor, confusion mental y diarrea (Blanco-Coronado et al.
1992, Navqui y Vaishnavi 1993, Chugh et al. 1998, Karatas et al. 2006). En
intoxicaciones agudas ocasiona edema pulmonar y cerebral, insuficiencia respiratoria y
cardiaca (Eyer et al. 2004).

Singh y Pandey et al. (1989b), evidencian en rifion de ratas machos con
administracion intraperitoneal de 7.5 y 10 mg/kg de peso corporal de endosulfan
durante 15 y 30 dias, inhibicion de la actividad de las oxidasas microsémicas y
peroxidacién de los lipidos de membrana. Singh y Pandey et al. (1989a) reporta
alteracion hormonal en las gonadas masculinas de rata con exposicion crénica al
endosulfan. Pandey et al. (1990a), Dalsenter et al. (1999) y Sinha et al. (2001),
observan bloqueo de la espermatogénesis, con disminucion en la producciéon de
espermatozoides en testiculo de rata expuestas al endosulfan. Fransson-Steen et al.
(1992), muestra en ratas tratadas con endosulfan la formacion de tumores hepaticos.

Blanco-Coronado et al. (1992), evidencian en individuos ocupacionalmente
expuestos al endosulfan incremento de las enzimas microsomicas hepdaticas, con
cambios histopatologicos en higado y disminucién de plaquetas. Chugh et al. (1998),
observan aumento de microndcleos en leucocitos humanos expuestos al endosulfan in
vitro. Dalsenter et al. (2003), muestran con 3.0 mg/kg de endosulfan administrado
intraperitonealmente a ratas Winstar machos, alteraciones en el ciclo del epitelio
seminifero con reduccion en la cantidad y la viabilidad de espermatozoides. Broomhall
(2003), reporta efectos tdxicos en renacuajos de Litora freycineti expuestos en aguas
contaminadas con endosulfan (Broomhall 2003).

La actividad genotéxica del endosulfan fue controvertida durante décadas, pero
actualmente esta comprobado que es mutagénico en Salmonella typhimurium con y sin
activacion metabdlica animal (Chaudhuri et al. 1999, Antherieu et al. 2007) y en
Escherichia coli, en las levaduras Saccharomyses cerevisae (Yadav et al. 1982) y en
mamiferos (Antherieu et al. 2007, Pandey et al. 1990a). El endosulfan ocasiona dafio al

ADN en linfocitos humanos in vitro (Sobti et al. 1983, Jamil et al. 2004), los isbmeros
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alfa y beta endosulfan producen aumento de intercambios de cromatidas hermanas,
micronucleos y fragmentacion del ADN en células HepG2 humanas (Lu et al. 2000), es
mutagénico y clastogénico en células de mamiferos e inmunosupresor (Abadin et al.
2007), induce alteraciones en la cinética de proliferacion de células nerviosas (Kang et
al. 2001), causa aberraciones cromosomicas en células germinales de raton (Pandey et
al. 1990a), provoca mutaciones ligadas al sexo en Drosophila (Veldzquez et al. 1984),
mutaciones letales dominantes en ratas y es carcinogénico en higado de ratones
hembras (Reuber 1981). Causa dafio al ADN de hepatocitos y células de rifién en peces
teledsteos (Pandey et al. 2006; Sharma et al. 2007); en ratas de ambos sexos produce
neoplasmas malignos e induce linfosarcomas y en ratas hembras neoplasmas en el
aparato reproductor. Es sospechoso de producir cancer en seres humanos en
exposiciones crénicas ya que varios estudios han evidenciado estimulacion en la
proliferacion de células MCF7 de cancer de mama (Suzuki et al. 2001).

Neuparth et al. (2006), demostr6 que concentraciones de 1.0 a 0.5 pgL-1 de
endosulfan son genotéxicas en el pez teledsteo Sparus aurata. Recientemente se ha
corroborado el efecto mutagénico del endosulfan, sus isébmeros y sus metabolitos
(sulfato, lactona, éter e hidroxieter), con el ensayo de Ames e induccion del dafio al ADN
en linfocitos humanos y en células CHO in vitro (Bajpayee et al. 2006), activa la
apoptosis en células de neuroblastoma SH-SY5Y in vitro (Jia y Misra 2007); es

teratogénico en ratas Wistar (Singh et al. 2007).

Mecanismo de accidén

La exposicion al endosulfan ocurre principalmente al ingerir alimentos
contaminados (Bejarano 2003), es absorbido por inhalacion y a través del tracto
gastrointestinal, penetra por la piel y se elimina rapidamente del cuerpo via excrecion
fecal y urinaria, provocando incremento en la respiracion y en la temperatura corporal.
El endosulfan en insectos y mamiferos es metabolizado rapidamente a los productos
sulfato-endosulfan, diol-endosulfan, éter-endosulfan, hidroxiéter, lactona-endosulfan y
acetona (Dubey et al. 1984, Lauwerys y Hoet 2001), estos intermediarios metabdlicos

interactian con los lipidos de membrana de las mitocondrias desacoplando la
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fosforilacion oxidante e inhibiendo la cadena de transporte de electrones, pero el
sulfato-endosulfan es el mas toxico (Dubey et al. 1984).

Posiblemente el endosulfan, por ser lipofilico como otros organoclorados interactue
con proteinas extracelulares produciendo cambios en su permeabilidad (Dubey et al.
1984), con modificacion en la concentracion de las enzimas acetilcolinesterasa,

fosfatasas y glutation S-transferasas (Neuparth et al. 2006).

1.7. Aminas aromaticas

Las aminas aromaticas representan una clase de agentes quimicos muy
importantes en la economia industrial como aditivos de los tintes, que data desde hace
4000 afos; se encontraron residuos del pigmento sobre el cabello tefiido de las momias
egipcias, asi como en la época del Imperio Romano. Actualmente millones de personas
en todo el mundo utilizan los tintes del cabello, los cuales tienen un importante papel en
la calidad de vida (Nohynek et al. 2004).

Los ingredientes o productos quimicos que componen los tintes del cabello son
los pigmentos, los preservadores, los oxidantes, los metales pesados y otros. Las
sustancias de los tintes del cabello se han clasificado en tres categorias: para-
fenilendiaminas, para-toluenodiaminas y los resocinoles, todos son peligrosos para la
salud humana ya que producen toxicidad reproductora (Categoria Ill), son potentes
agentes mutagénicos, carcindgenos y hemotéxicos (Vineis y Pirastu 1997, Benigni
2004, Nohynek et al. 2004).

Las para-fenilendiaminas son compuestos amino aromaticos policiclicos y
monociclicos, han tenido una mala imagen, desde que Rehn en 1985, las describid
como inductoras de cancer de vejiga en trabajadores de una fabrica del tinte en Suiza
(Programa Nacional de Toxicologia 1979, Hatch y Colvin 1997, Nohynek et al. 2004). La
exposicidn a estos compuestos ocurre en diferentes actividades industriales y agricolas
asi como al fumar tabaco (Benigni 2004), en ciertos tipos de coccién de alimentos ricos
en proteinas (Hatch et al. 1991, Nieva et al. 2005, Saito et al. 2006), son usadas como
componentes de los plaguicidas, de plasticos (Weisburger 1988) y son productos de

degradacion de muchos agroquimicos (Lamoreux y Frear 1979).
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Las principales rutas de exposicion a las aminas aromaticas son cutanea y
pulmonar. La exposicion dérmica de la anilina, nitroanilina, 4,4’-metilenedianilina,
toluidina, 4,4’-metileno-bis (2-cloroanilina) 6 MOCA, fenilendiamina, benzidina,
(di)nitrobenceno, etc., son de gran riesgo al desarrollo del cancer, debido a que son
rapidamente absorbidas y metabolizadas por la piel (Hatch y Colvin 1997, Vineis y
Pirastu 1997, Lauwerys y Hoet 2001).

La Agencia Internacional de Pruebas de Control de Sustancias Toxicas (APTCS
por sus siglas en inglés) recomienda analizar sus efectos toxicolégicos por el gran uso
en la poblacion humana (Hatch y Colvin 1997).

Los principales efectos adversos de las exposiciones a dosis agudas de las
fenilendiaminas en el hombre y animales son edema angioneur6tico guiando a estrés
agudo respiratorio; necrosis del masculo esquelético y como consecuencia de fallo renal
agudo (Saito et al. 1990), atrofia del nervio 6ptico resultando pérdida parcial de la vision
(Yagi et al. 1996).

Estudios epidemioldgicos indican asociacion entre la exposicibn a las aminas
aromaticas y el incremento de cancer de vejiga (Nohynek et al. 2004) y de ovario (Hatch
y Colvin 1997), son mutagénicas en Salmonella typhimurium con el ensayo de Ames
(Ames et al. 1975). Durante mas de tres décadas Ames y colaboradores han
demostrado el efecto mutagénico de mas 33 aminas aromaticas y 16 de ellas son
carcinogénicas en rata y raton (Sabih y Tenant 1991, Nohynek et al. 2004), producen
translocaciones cromosOmicas y mutaciones letales dominantes en ratas (Burnett et al.
1981), incrementan la incidencia de microndcleos en médula ésea y en esplecnocitos de
ratén (Adler et al. 1996, Benning et al. 1994), las aminas aromaticas como la benzidina,
4-aminobifenil y la 4,4’-metileno-bis (2-cloroanilina), forman aductos de ADN en células
uroteliales de vejiga humana (Vineis y Pirastu 1997, Murata et al. 2001); son positivas
en los ensayos de linfoma (TK+/-) de ratén y de transformacion celular (Burnett y
Corbett 1987, Nohynek et al. 2004).
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1.7.1. 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP)

La 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP, figura 3), es una amina aromatica
monociclica derivada de la anilina; es descrita como no carcinogénica por el Instituto
Nacional de Cancer de EUA y por el Programa Nacional 1979; pertenece al grupo de las
fenilendiaminas. La NOP, es el aditivo mas abundante de los tintes para la piel y el
cabello. Se emplea como modelo en los estudios de activacion metabdlica de anilinas
por sistemas enziméaticos de plantas y animales (Soler-Niedziela et al. 1991, Gichner et
al. 2001, Cortés-Eslava et al. 2001, 2002, 2004).

1.7.2. Toxicidad de la NOP

Estudios realizados en ratas Fischer 344 y ratones B6C3F1, expuestos a la NOP,
muestran asociacion entre la incidencia de tumores (Soler-Niedziela et al. 1991). La
NOP es mutagénica en Salmonella typhimurium cepas TA100, TA98, TA104, TA1538,
TA4001 y TA406 (Chen et al. 1997, Nohynek et al. 2004, Nieva et al. 2005) y en células
de Nicotiana tabacum (Gichner et al. 2001, Cortés-Eslava et al. 2002, 2004).

La NOP, es teratégena en ratones (Marks et al. 1981), produce mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo en Drosophila (Lee et al. 1983, Natarajan y Obe 1986, Batiste-
Alentorn et al. 1995), induce recombinacién mitética en levaduras (Natarajan y Obe
1986), provoca aberraciones cromosémicas en cultivo de células de mamifero (Shelby y
Stasiewicz 1984), incrementa el desarrollo de linfomas en raton (Nohynek et al. 2004),
esta asociada con el aumento de cancer en glandula mamaria y de vejiga, mieloma
multiple 'y hematopoyético y linfoma de Non-Hodgkin's en trabajadores

ocupacionalmente expuestos a esta clase de amina (Thun et al. 1994).
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1.7.3. Metabolismo de las aminas aromaticas

Las aminas aromaticas requieren de la activacion enzimética animal o vegetal
para incrementar su accién genotoxica, sus metabolitos son muy reactivos con los
acidos nucléicos (Hatch et al. 1991), esta actividad es principalmente por los
metabolitos electrofilicos que se unen a los sitios nucleofilicos del ADN y de proteinas
(Hatch et al. 1991, Lauwerys y Hoet 2001). En el metabolismo de las aminas aromaticas
las principales reacciones de biotransformacion, son N-acetilacion y oxidacion de los
anillos de carbono por las proteinas citocromo P-450 (CYP450), formando fendlicos, o-
glucuronidos y o-sulfatos que son excretados en la bilis y orina, estos intermediarios
metabdlicos son mas toxicos que la molécula original y estan implicados en el proceso

de iniciacion del cancer (Lauwerys y Hoet 2001).

lll. SISTEMAS DE EVALUACION GENOTOXICA

Con el fin de detectar los efectos genotdxicos provocados por una gran variedad de
mutagenos ambientales se han desarrollado diversos sistemas de evaluacion del dafio
genético como las aberraciones cromosémicas, los intercambios de cromatidas
hermanas, los micronidcleos y recientemente el ensayo cometa o electroforesis
unicelular alcalina (Speit y Hartmann 1999, Tice et al. 2000).

El mantenimiento de la integridad del ADN es vital para la proteccién de la diversidad
genética en poblaciones naturales (Neuparth et al. 2006), por lo que el dafio al ADN es
considerado como uno de los principales eventos de iniciacién de enfermedades como
cancer y este efecto puede ser debido a factores quimicos, fisicos y bioldgicos; estas
modificaciones en la estructura del ADN pueden ser cambios en un sitio de una base o
pérdida de éstas (sitios apurinicos y apirimidicos), entrecruzamiento de cadenas de
ADN, cruzamientos de proteinas y ADN O bien rompimientos de una o dos hebras
(Stenersen 2004).

El biomonitoreo humano es un sistema de deteccion temprano que identifica el
potencial a enfermedades genéticas y cancer en poblaciones expuestas, también
puede usarse para identificar factores de riesgo en un tiempo cuando las medidas de

control pueden aun ser implementadas. La electroforesis unicelular alcalina o ensayo
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cometa es una de las técnicas genéticas mas aplicadas, la cual permite analizar el
dafio sobre el ADN en células, tejidos y O6rganos de personas, animales y plantas
expuestos a diversos contaminantes ambientales (Lauwerys y Hoet 2001, Bhalli et al.
2006).

1.1. ENSAYO COMETA

El ensayo cometa se emplea en estudios ocupacionales y tiene gran eficacia para
evaluar los efectos genotoxicos de plaguicidas, en poblaciones humanas, en plantas y
en animales (Bolognesi et al. 2003, Grover et al. 2003, Bhalli et al. 2006). Las
modificaciones de ésta técnica, han permitido la deteccion de diferentes rompimientos
en una o doble cadena del ADN, en los sitios labil al &lcali y en procesos de reparacion
del ADN o muerte celular programada (Singh et al. 1988, Tice et al. 2000).

El ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina, es un procedimiento
apropiado como marcador de efecto para el monitoreo de sujetos expuestos a cualquier
agente quimico y fisico (Mussali 2001), ha resultado ser una herramienta util para
determinar las rupturas sencillas, en los sitios labiles en el ADN de células eucariontes.
Singh et al. (1988), optimizaron la desnaturalizacién del ADN y la migracién de los
fragmentos, aumentando la sensibilidad de deteccion del dafio del material genético.

En este ensayo se utilizan suspensiones celulares mezcladas con agarosa de bajo
punto de fusién para formar un gel que tenga soporte sobre el portaobjetos con una
capa de agarosa de fusiéon normal, que se lisan en una solucién con alta concentracion
de sales y detergentes para eliminar la membrana celular, el citosol y el citoesqueleto
(Tice et al. 2000).

El ensayo cometa es una prueba rapida, sencilla, de bajo costo, se invierte poco
tiempo y es reproducible.

Los linfocitos del tejido sanguineo son las células mas usadas en los ensayos de
genotoxicidad in vivo e in vitro, ya que se adquieren facilmente, se requiere poca
cantidad de muestra para obtener una adecuada concentracion celular para llevar a
acabo los ensayos, no se requieren células en mitosis; estan involucrados en la

repuesta inmune; se encuentran en Gp del ciclo celular e interactian con agentes
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inmunotoéxicos, clastogénicos o citotoxicos (Moller et al. 2006, Calderén-Segura et al.
2007).
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente la poblacion humana estd expuesta a diversas fuentes de
contaminacion fisica, biologica y quimica, la exposicion a agentes quimicos genotoxicos,
puede ser por los productos industriales como los tintes y los alimentos enlatados como
la leche, carne y por consumo de vegetales comestibles como los granos, verduras y
frutas, contaminados con residuos de plaguicidas y/o sus metabolitos, los cuales
constituyen un riesgo potencial para la salud humana, ya que muchos de estos
compuestos quimicos, han mostrado dafar el ADN tanto in vivo como in vitro. Si este
dafio no es reparado, se altera la integridad del genoma, lo cual es vital para la
homeostasis y el funcionamiento celular (Neuparth et al. 2006). El dafio al ADN es
considerado como uno de los principales eventos de iniciacion de enfermedades como
el cancer. Las modificaciones en la estructura del ADN pueden ser cambios en una
base o pérdida de éstas (sitios apurinicos y apirimidicos), entrecruzamiento de cadenas
de ADN, cruzamientos de proteinas y ADN, y/o rompimientos de una o dos hebras del
genoma (Stenersen 2004). Por tales antecedentes en el presente trabajo se evalu6 el
dafio sobre el ADN en linfocitos periféricos humanos expuestos a los plaguicidas neem
y endosulfan y a la amina aromética NOP in vitro usando el ensayo cometa alcalino y
sus posibles efectos sobre la viabilidad celular.
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V. OBJETIVOS

a) Evaluar los efectos genotoxico y citotoxico de los plaguicidas, neem vy
endosulfan, asi como de la amina aromatica 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), en
linfocitos de sangre periférica humana in vitro mediante el ensayo cometa.

b) Determinar la viabilidad celular de los linfocitos humanos antes y después de los
tratamientos directos con diferentes concentraciones de neem, endosulfan y NOP
mediante la técnica de tincién con azul tripano.

c) Comparar el efecto genotoxico de los dos plaguicidas y la amina aromatica.

d) Establecer una relacion de concentracion-respuesta del efecto genotéxico y

citotdéxico con los tres compuestos quimicos en los linfocitos humanos in vitro.
VI.  HIPOTESIS

Si los insecticidas endosulfan, neem y la 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), se
coincuban con los linfocitos periféricos humanos, entonces el efecto genotdxico se

evidenciara con el incremento en la frecuencia de células con cometa (con dafio al

ADN) y en el tamafio de sus caudas.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

Se prepararon soluciones patréon de los plaguicidas neem, endosulfan y de la
amina aromatica NOP, con agua desionizada estéril, de la cual se realizaron diluciones
para obtener concentraciones finales de 50, 75, 150, 350, 700 y 1400 pg/ml para el
neem; 50, 75, 150, 350 y 700 pg/ml de endosulfan y 25, 50, 75, 150 y 200 pg/ml de
NOP, para llevar acabo los tratamientos directos con los linfocitos interfasicos in vitro.

7.1. Aislamiento de linfocitos de sangre periférica humana

Se extrajo 20 ml de sangre por puncion con una jeringa con 0.1 ml de heparina,
de donadores jovenes y sanos. La sangre heparinizada fue centrifugada a 2500 rpm
25 min a temperatura ambiente. Los linfocitos fueron asilados en un gradiente de Ficol
(Gibco) por centrifugaciéon a 1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente e
inmediatamente fueron lavados dos veces con medio RPMI 1640 (Gibco) por
centrifugacion a 1500 rpm por 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue
eliminado y se les agregd 5 ml de medio RPMI 1640 (Gibco) mas antibidtico ampicilina-
estreptomicina (1%), inmediatamente se determind la viabilidad celular con la técnica
de exclusién de azul tripano (0.4 %, Sigma) y el numero de células/ml de medio en la

camara de Neubauer (Romero-Martinez 2003).

7.2. Viabilidad celular

La viabilidad de los linfocitos fue determinada antes y después del tratamiento con
los insecticidas y la amina aromatica, asi como el testigo, mediante la tinciébn con azul
tripano (0.4 %, Sigma), el principio basico de la técnica es que el colorante penetra a
travées de la membrana de las células muertas, tifiiendo el nucleo, las cuales se
observan de color azul, mientras que las células vivas no se tifien (Speit y Hartmann
1999, Tice et al. 2000).

Se realizé una mezcla con 10 pl de la suspension celular mas 10 pl del colorante
después de 3 min, se determind el % de viabilidad de los linfocitos, cuantificando en 100

células consecutivas, las muertas, en el microscopio fotonico a 40X por duplicado
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(Romero-Martinez 2003) para concentracion de los dos insecticidas y de la NOP, asi

como el testigo.

Cuantificacion de linfocitos

El ndmero de linfocitos/ml de medio RPMI1640, fue realizado con 10 ul del boton
celular en la camara de Neubauer para obtener el volumen con una concentracion de
25X10* células (Singh et al. 1988) para los tratamientos directos con los plaguicidas, la

NOP vy el testigo. Con la siguiente formula:

No. de linfocitos /ml = (No. de linfocitos de los 4 cuadrantes) (2) (10,000)
4

= /ml total del medio RPMI 1640 (se necesitan 250,000 células por microtubo)

7.3. Tratamientos directos del neem, el endosulfan y la NOP en los linfocitos humanos in

vitro.

Se coincubaron 25 x 10* linfocitos con una viabilidad = 90%, con 50, 75, 150, 350,
700 y 1400 pg/ml de neem; 50, 75, 150, 175, 350 y 700 pug/ml de endosulfan y 25, 50,
75, 100, 150 y 200 pg/ml de NOP, el testigo fue el medio RPMI1640 mas los linfocitos, a
un volumen final de 500 pl, por 2 horas a 37°C.

Después del tratamiento todos los lotes experimentales se centrifugaron a 1500
rpm por 5 minutos, para eliminar los residuos de los plaguicidas y se lavaron dos veces
con medio RPMI 1640 para realizar el ensayo cometa alcalino y determinar la viabilidad

de los linfocitos humanos con la técnica de tincion azul tripano.

7.4. Ensayo cometa alcalino

Se efectué una mezcla de 5X10° linfocitos méas 75 pl de agarosa de bajo punto de
fusion (0.5 % LMPA, Gibco) y se transfiri6 a un portaobjetos esmerilado con una

monocapa de agarosa normal (NMA 1% Gibco), se le puso un cubreobjetos y se
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mantuvo a 4°C por 5 minutos, posteriormente se le quito el cubreobjetos y se le agregoé
otra capa de LMPA a 4°C por 5 minutos. Se hicieron dos geles por cada concentracion
de los plaguicidas y de la NOP, asi como el testigo.

Los geles con las muestras celulares fueron sumergidos en una solucion de lisis
final 2.5 M NaCl (Sigma), 100 mM EDTA (Sigma), 10 mM Trisma-base (pH 10.0)
(Sigma), 10 % DMSO (Sigma), 1 % Lauril sarcosinato de sodio, 1 % Tritbn X-100
(Sigma), aforada a 100 ml con 1 % Triton-X y 10 % DMSO10 % en vasos koplin a 4°C
(Speit y Hartmann 1999, Tice et al. 2000, Calderén-Segura et al. 2007).

Los geles se colocaron en una camara de electroforesis y se cubrieron con
amortiguador alcalino frio de NaOH 300 mM (Sigma) + 1 mM EDTA (pH 13.0) en luz
amarilla, a temperatura ambiente por 20 minutos para desenrollar el ADN, la
electroforesis se realizé6 a 300 mA y 25 Volts constante por 20 minutos. Después los
geles se lavaron 3 veces con amortiguador neutralizante Tris (0.4 M pH= 7.5) por 5
minutos en luz amarilla (Tice et al. 2000).

Posteriormente los geles se fijaron con metanol absoluto por 10 minutos en luz

amarilla a temperatura ambiente y se guardaron en una caja negra hasta su analisis.

7.5. Andlisis del dafio sobre el ADN en linfocitos periféricos humanos

Para el estudio del dafo sobre el ADN, los geles de todos los grupos
experimentales, asi como, del testigo, se reetiquetaron con clave desconocida para el
observador, posteriormente las laminillas fueron tefiidas en oscuridad, con 50 ul de
bromuro de etidio (20 pg/ml), por 3 minutos para teiiir el ADN. Se analizaron tres
parametros indicadores del dafio al ADN: a) las células con y sin dafio al ADN (ndcleos
con y sin cometas) (Tabla 1); b) la longitud de la cauda (fragmentacion del ADN) y ¢) la
frecuencia de células con diferente grado de dafio al ADN, categorizado en cuatro
niveles con base en la longitud de la cauda del cometa. Estos parametros fueron
determinados en 50 nucleos consecutivos usando un microscopio de fluorescencia Carl
Zeiss modelo Axiostar Plus H-BO-100, con un objetivo micrométrico de 40X con un filtro
de excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm. Se realizaron tres

experimentos consecutivos cuyos valores fueron promediados.
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7.6. Andlisis estadistico

Los valores promedio de la frecuencia de células con cometa y de la longitud de la
cauda del cometa se compararon entre si, mediante las pruebas de analisis de varianza
(ANOVA), de comparacion multiple de Newman-Keuls a p <0.05. Se realizaron analisis
de regresion lineal y no lineal a los valores promedio de la frecuencia de linfocitos con y
sin dafio al ADN y de la longitud de la cauda del cometa para determinar la respuesta
genotoxica de los dos insecticidas y de la amina aromética y una comparacion de

pendientes para demostrar el comportamiento genotoxico de cada compuesto quimico.
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VIII. RESULTADOS

Se realizaron experimentos preliminares para determinar las concentraciones
adecuadas de los insecticidas neem y endosulfan, y de la amina aromatica 4-nitro-o-
fenilendiamina (NOP), para inducir dafio al ADN de los linfocitos humanos in vitro. La
Tabla I, muestra los promedios de la frecuencia de células con cometa (con dafio al
ADN) y la longitud de la cauda del cometa (fragmentacion del ADN) producidos por los
dos insecticidas y la NOP. A 50 pg/ml de neem no se incrementa significativamente la
frecuencia de células con cometa y la longitud de la cauda con relacion al testigo, pero a
partir de 75 pg/ml a 1400 pg/ml crece significativamente la frecuencia de células con
cometa y la longitud de sus caudas (Figs. 4y 5).

En el caso del endosulfan, a concentraciones de 50 ug/ml a 700 pg/ml aumenta
significativamente la frecuencia de células con cometa y la longitud de la cauda al
compararse con el testigo (Tabla I).

Con la NOP, a partir de 25 pg/ml hasta 200 ug/ml ocasiona ascenso significativo
en la frecuencia de células con cometa y en la longitud de la cauda con relacion al
testigo (Tabla I).

Con los tres compuestos quimicos, el grado de dafio al ADN, fue categorizado en
los niveles de dafio 1-4 (Tabla 1y Fig. 6).

A concentraciones elevadas de neem, endosulfan y NOP producen severo dafio al
ADN, con mayor frecuencia de linfocitos con cometa y grandes caudas con relacion al
testigo (Tabla I).

El andlisis de las regresiones lineales (Fig. 7 y Fig. 8) de los valores promedio de la
frecuencia de células con dafio y la longitud de la cauda producidos por la amina
aromatica muestran una correlacién positiva y significativa, evidenciando una relacion
de concentracion-efecto.

El modelo de regresion no-lineal explica adecuadamente los incrementos
significativos de la frecuencia de células con cometa y la longitud de sus caudas
inducidos por cada insecticida (Fig. 9, Fig. 10 y Tabla II).

La viabilidad de los linfocitos después del tratamiento con los dos insecticidas y la
amina aromatica no fue afectada en ninguna concentracion con relacién al valor del

testigo (Tabla I).
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Al comprar los valores de las pendientes de los plaguicidas y la NOP (Fig. 11 y

Tabla Ill), se obtiene que tienen similar respuesta genétoxica, pero diferente a la NOP.
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IX. DISCUSION

La poblacion de México esta expuesta a diversos agentes toxicos dentro de los
cuales de encuentran el ozono, los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las aminas
aromaticas y los plaguicidas. Los plaguicidas son asperjados en los campos agricolas,
aplicados en la medicina humana y veterinaria, para el control de organismos plaga de
las plantas, de los animales y del ser humano. Sin embargo el uso indiscriminado ha
incrementado los contaminantes en el ambiente, en el agua y en los vegetales
comestibles como: verduras, frutos y cereales. Adicionalmente a los plaguicidas, las
aminas aromaticas provenientes de las pinturas y/o tintes representan gran riesgo
adicional para la salud humana ya que muchos de estos compuestos han mostrado
inducir efectos mutagénicos, genotoxicos y/o carcinogénicos en diferentes organismos
(Cortés-Eslava 2002).

Los cambios en el material genético son la base del proceso de iniciacion y
desarrollo del cancer y se ha mostrado una relacién entre la exposicién a genotdxicos
ambientales y dafio al ADN con la incidencia de cancer. Por tales antecedentes, el
presente estudio evalué el efecto genotdoxico de los insecticidas biologico neem y
organoclorado endosulfan, asi como la amina aromatica, 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP)
en los linfocitos humanos de sangre periférica in vitro, usando la técnica de
electroforesis unicelular alcalina o también conocido como ensayo cometa alcalino, la
cual es una prueba muy sensible, rapida y reproducible para detectar rompimientos en
la cadena ADN, inducidos por agentes quimicos, fisicos y/o biolégicos (Speit y Harmann
1999, Tice et al. 2000, Calderon-Segura et al. 2007). El ensayo cometa comparado con
otras pruebas citogenéticas como las aberraciones cromosémicas, los micronucleos y
los intercambios de cromatidas hermanas, es un procedimiento adecuado para detectar
dafio directo al ADN, tanto in vivo como in vitro, es de bajo costo, requiere de bajas
concentraciones de productos quimicos y de numero menor de células para inducir
dafio al ADN y en corto tiempo se obtienen resultados.

Diversos estudios muestran que los extractos del arbol del neem ejercen diversas
propiedades benéficas para la salud, todas sus partes contienen el principio activo, la
azadiractina. El extracto de la hoja se usa para el tratamiento de diversas enfermedades

incluyendo el cancer y el aceite del neem el cual es un bioinsecticida que podria sustituir
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a los insecticidas sintéticos debido a que no ejerce efectos nocivos en los organismos
incluyendo al ser humano, sin embargo, investigaciones recientes evidencian que la
azadiractina produce efectos adversos indeseables tanto in vivo como in vitro. Los
resultados de los tratamientos directos con el bioinsecticida neem en los linfocitos
humanos in vitro, muestran que es un agente genotoxico, evidenciado por el dafio al
ADN. Esta respuesta genotoxica positiva esta de acuerdo con los datos obtenidos por
Rojanapo y Tepsuwan (1992), quienes reportan actividad mutagénica del extracto de la
flor del neem en Salmonella typhimurium cepa TA98 por medio del ensayo de Ames.
Awasthy et al. (1999) y Awasthy (2001), encuentran produccion de aberraciones
cromosomicas en células de medula 6sea de ratén albino suizo expuesto al extracto de
la hoja del neem. Akudugu et al. (2001) describen inhibicion de la proliferacion y
viabilidad celular, asi como, aumento significativo de micronucleos en lineas celulares
de gliobastoma humana coincubada con la azadiractina. Salehzadeh et al. (2002),
publican inhibicion de la polimerizacion de la B-tubulina en Drosophila expuesta a la
azadiractina in vitro; Khillare y Shivastav (2003) y Khan y Awasthy (2003) muestran en
testiculo de rata expuesta al neem induccion significativa de aberraciones
cromosodmicas estructurales y numéricas en espermatocitos. Chandra y Khuda-Bukhsh
(2004) obtienen frecuencia elevada de micronucleos y aberraciones cromosomicas en
diferentes organos del pez teledsteo Oreochromis mossambicus. Robertson et al.
(2007), demuestran inhibicién de la proliferacion celular y dafio nuclear de las células
Kcl67 en cultivo de Drosophila coincubadas con azadiractina del neem. Anuradha et al.
(2007) publican induccién de apoptosis con disrupcion de la actina y la B-tubulina del
citoesqueleto de los discos imaginales en fenotipos mutantes de Drosophila
melanogaster expuestas a la azadiractina del neem.

Rosenkranz y Klopman (1995) propusieron que la estructura de la azadaractina
del neem, puede ser una molécula genotdxica y/o carcinogénica; la electronegatividad
de la molécula de la azadiractina, apoya que esta molécula puede interactuar con el
ADN, conduciendo a los rompimientos de la cadena del ADN y ocasionado otras
alteraciones sobre el genoma como disrupcion del huso mitético y segregacion
cromosomica anormal (Rosenkranz y Klopman 1995), todas las caracteristicas antes
mencionadas apoyan los resultados encontrados en este trabajo y corroboran que el

neem es un agente genotoxico para los linfocitos humanos in vitro.
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En la dltima década la EPA de EUA, declara al endosulfan como un plaguicida de
gran peligro para la salud humana, debido a su amplia persistencia en el ambiente, su
acumulacion en los tejidos animales y por el dafio que ocasiona en la salud de los
organismos. Actualmente su uso ha sido restringido, sin embargo, en todo el mundo su
venta y aplicacion continua.

Los andlisis de los parametros indicadores de dafio al ADN en los linfocitos
expuestos a diferentes concentraciones de endosulfan, muestran que este insecticida
organoclorado ocasiona dafio al ADN, la accidon genotdxica positiva del endosulfan
coincide con lo publicado por Velazquez et al. (1984), quienes obtienen efecto
mutagénico en Drosophila melanogaster. Dzwonkowska y Hubner (1986) y Naqvi y
Vaishnavi (1993), reportan incremento de aberraciones cromosOmicas en células
germinales de ratén y criceto dorado expuestos al endosulfan. Sobti et al. (1983) y Jamil
et al. (2004), describen aumento de intercambios cromatidas hermanas (ICH) y
rompimientos en el ADN de linfocitos humanos tratados con endosulfan in vitro e in vivo.
Chaudhuri et al. (1999) describen efecto mutagénico del endosulfan en Escherichia coli
y Salmonella typhimurium (Pandey et al. 1990b). Yadav et al. (1982), confirman este
efecto en Saccharomyses cerevisae. Lu et al. (2000) observan mayor rompimiento del
ADN con la molécula original que su isdmero a-endosulfan en células HepG2 in vitro, e
induccion significativa de ICH, micronucleos y fragmentacion del ADN en la misma linea
celular expuestas al endosulfan y a sus isomeros a- y B-endosulfan. Neuparth et al.
(2006), Pandey et al. (2006) y Sharma et al. (2007) notan genotoxicidad significativa en
agallas, rifdn y eritrocitos de peces teledsteos Spaurus aurata, Channa punctatus y
Mystus vittatus expuestos al endosulfan. Bajpayee et al. (2006) corroboran la accion
mutagénica del endosulfan, sus isomeros y sus metabolitos (sulfato, lactona, éter e
hidroxieter) en el ensayo de Ames e induccion del dafio al ADN en linfocitos humanos y
en células CHO in vitro. Jia y Misra (2007) y Zhenquan et al. (2007) descubren
activacion de la apoptosis en células-T de leucemia humana; apoptosis y necrosis en la
linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano expuestas al endosulfan in vitro.
Abadin et al. (2007), sefialan acciones mutagénicas y clastogénicas e inmunosupresion
en células de mamiferos coincubadas con endosulfan.

Los resultados de esta investigacion corroboran que el endosulfan es un agente

genotoxico en los linfocitos humanos in vitro, probablemente la fragmentacion del ADN
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sea causado por la interaccion de la molécula original, sus metabolitos y/o los radicales,
como lo ha mostrado Baypayee et al. (2006) en los linfocitos periféricos humanos y en
células CHO expuestas al endosulfan con y sin activacion metabolica animal in vitro.

Por varias décadas, diversos estudios realizados tanto in vitro como in vivo, han
demostrado los efectos mutagénicos de las aminas aromaticas en especial las
fenilendiaminas, los aditivos mas abundantes de los tintes del cabello (Hatch et al. 1991,
Murata et al. 2001). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones han sido enfocadas
en bacterias (prueba de Ames) con y sin el metabolismo animal o vegetal (Saito et al.
1990, Gichner et al. 2001, Cortés-Eslava et al. 2002, Cortés-Eslava et al. 2004, Nohynek
et al. 2004) y no hay estudios en los linfocitos de sangre periférica. Los resultados de
esta investigacion muestran que la 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP), es un agente
inductor de dafio al ADN de las células humanas in vitro, detectado por el ensayo
cometa alcalino. La respuesta genotoxica positiva coincide con lo publicado por Shelby
y Stasiewicz (1984), reportan que las fenilendiaminas ocasionan incremento significativo
de aberraciones cromosomicas en cultivo de células de mamifero. Benning et al. (1994),
evidencian con algunas fenilendiaminas produccion significativa de micronucleos en
esplecnocitos de raton. Chen et al. (1997) y Sasaki et al. (1999), demuestran induccién
de dafio en el ADN, en diferentes 6rganos de ratén expuestas a 20 aminas aromaticas
entre las cuales se encuentra la NOP, mediante el ensayo cometa alcalino. Murata et al.
(2001), publican induccién de dafio sobre el ADN de timo de ternera coincubada con la
amina aromatica 4-aminobifenil, con aumento significativo de los niveles del 8-oxo-7,8-
dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) via radicales libres.

En este estudio la NOP posiblemente interactie covalentemente con el genoma
de los linfocitos humanos mostrado con el aumento en la frecuencia de células con
dafio al ADN y en la longitud de su cauda, ya que varios estudios han demostrado que
la NOP, directamente ocasiona dafio al ADN y su efecto genotdéxico aumenta en
presencia del metabolismo animal y vegetal (Gichner et al. 2001, Cortés-Eslava et al.
2004, Nohynek et al. 2004).

El andlisis de la regresion lineal de los valores promedio de la longitud de la cauda
del cometa ocasionado por la amina aromatica evidencia una correlacion positiva entre
la concentracion de la NOP y el aumento de la fragmentacién del ADN obteniendo una

relacion lineal de concentracién-efecto. De acuerdo a los valores de Durbin-Watson
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(Tabla II), la regresion lineal no es la adecuada para explicar el comportamiento
genotoxico de los dos plaguicidas por lo que se aplico el modelo no-lineal,
Monomolecular. EI modelo Monomolecular (Tabla Il), que muestra el dafio al ADN es
directamente proporcional a bajas concentraciones de neem y endosulfan y asintota a
mayores concentraciones de ambos compuestos, esto implica que probablemente los
dos insecticidas inducen el dafio al genoma por mecanismos similares (Landis 2004).

Al comparar el efecto genotoxico sobre el genoma de los linfocitos expuestos a
los dos plaguicidas, neem y endosulfan y con la amina aromatica, se observd que la
NOP es mas genotdxica ya que a concentraciones menores ocasiona mayor dafio al
ADN, que el bioplaguicida neem y el endosulfan. Sin embargo, el neem a
concentraciones elevadas produce mayor fragmentacion del ADN que el endosulfan y la
NOP.

Los resultados de esta investigacion demuestran que los tres compuestos
guimicos producen dafio significativo al ADN de las células humanas expuestas a bajas
concentraciones, lo que corrobora que son un peligro potencial para los organismos ya
gue estos compuestos se aplican en cultivos a concentraciones mas elevadas que las
ensayadas en condiciones in vitro.

En nuestro pais la extensa aplicacion de diversos plaguicidas en los campos
agricolas y forestales representan gran riesgo para la salud. Paralelamente, los tintes del
cabello y las pinturas contienen diferentes aminas aromaticas como la NOP, las cuales
se ha comprobado que son mutagénicos. La exposicion tanto a los tintes como a los
plaguicidas directa e indirectamente puede conducir a alteraciones en el ADN y otras
moléculas que pueden ser un evento inicial para el desarrollo de enfermedades

incluyendo el cancer.

33



IX. CONCLUSIONES

e Los insecticidas neem y endosulfan y la amina aromética NOP tienen efectos
genotoxicos a las concentraciones evaluadas sobre los linfocitos humanos de sangre
periférica in vitro, evidenciado por el aumento significativo de células con cometa y en la
longitud de la cauda del cometa.

e La amina aromatica NOP, es mas genotdxica a bajas concentraciones que el
endosulfan y el neem para los linfocitos humanos al producir dafio al ADN.

e La frecuencia de células con dafio al ADN (con cometa) y la longitud de sus
caudas aumentan significativamente a bajas concentraciones y asintota a altas
concentraciones para cada plaguicida, el comportamiento de la amina aromética es
directamente proporcional a la concentracion aplicada. La respuesta genotoxica es de
concentracion-efecto.

e Los resultados del estudio corroboran que el ensayo cometa alcalino es una

prueba muy sensible para detectar el dafio directo al ADN en células humanas

inducido por diferentes agentes quimicos in vitro.
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Tabla I. Evaluacién del dafio sobre el ADN de los linfocitos de sangre periférica humana expuestos

a diferentes compuestos quimicos in vitro. ®

Promedio de células con Promedio de Cauda (um) Promedio de células con dafio al
dafio

Testigo

Neem
(ng/ml)
50
75
150
350
700
1400

Testigo positivo
Endosulfan
(ng/ml)

50

75

150

175

350

700

NOP
(ug/ml)
25
50
75
100
150
200

@ Promedio de 3 experimentos

Nivel 2= 61-120 um; Nivel 3= 121-180 um; Nivel 4 = 181-241 um (méaximo dafio).
* Diferencias significativas entre los grupos experimentales y el testigo,
Fneem = 52.30, p< 0.00001 Fendosulfan =20.02, p<0.0004 Fnor =53.03, p< 0.00001

** Diferencias significativas entre los grupos experimentales y el testigo,
Fneem = 297.15, p<0.0001 Fendosulfan = 297.15, p<0.0001 Fnor =297.15, p< 0.0001

X

12+
16 *
20*
32*
36 *

9*
9*
12 *
15*
20 *
25*

11+
20 *
24 *
29 *
32*
42 *

+

I+

+ + + + + 1+

+ + + + + +

+ + + + + 1+

EE

0.88

1.2
14
2.1
1.2
2.8
14

2.0
1.2
1.7
2.4
1.2
1.7

0.7
13
2.0
1.9
1.8
3.0

X

28.93

34.1
44.9 **
76.1**
126.8 **
135.9 **
136.0 **

54.3 **
57.8 **
86.5 **
100.8 **
103.8 **
110.5**

36.2 **
38.8 **
52.1*
73.0 **
88.2 **
105.1 **

n= 150 células
b Grados de dafio al ADN definidos de acuerdo al tamafio de cauda del cometa: Nivel 0 = sin dafio al ADN; Nivel 1=1-60 pm,

+

I+

+ + + + + 1+

+ + + + + +

+ + + + + 1+

EE

1.84

5.2
4.1
3.3
6.5
5.7
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3
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4
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% Viabilidad
celular
X + EE
9% =+ 2.4
94 £+ 24
9% + 1.8
94 + 25
98 + 1.2
9% + 2.0
9% + 1.3
92 + 24
92 + 1.8
92 + 25
94 + 3.2
9% + 2.1
98 + 2.4
92 + 1.6
98 + 34
98 + 21
94 + 1.3
94 + 15
94 + 25
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Tabla Il. Comparacion de los modelos regresion lineal simple (RLS) y no-lineal
(Monomolecular) para evaluar la respuesta genotdxica a los insecticidas (neem y endosulfan)
y la NOP.
neem endosulfan NOP
g §% g §5 g $&E
c £S5 c £33 c £33
| ) —Il 8 | ) —Il 8 | ) —Il 8
c o @) E c o o E c o o E
S £ c g S £ c g S g c g
R0 ° 5 R0 o 5 R0 o 5
9 (O 9 L 9 L o
g 59 g 83 3 82
4 3 o s @ s
2 @ o [Hongzhi 5.488 3.83 4.2262 2.4281 4.717 3.7863
—
S ER R? 0.8709 0.978 0.9262 0.9853 0.9481 0.9818
§ © s|R 0.9332 0.9889 0.9624 0.9926 0.9737 0.9909
Lo °p 0.006 0.0004 0.002 0.00021 0.001 0.00032
DW 1.7780 1.4700 1.8770
T 8 |Hongzhi 9.103 6.8916 8.5089 5.9712 5.4334 5.7285
‘é,§ E R® 0.6049 0.9708 0.5998 0.9707 0.9713 0.9741
s o IR 0.7777 0.9853 0.7744 0.9852 0.9855 0.9870
- % b 0.068 0.00084 0.07055 0.00085 0.0003 0.00067
DW 1.0920 1.0170 2.0820

DW: prueba de Durbin-Watson.

Tabla Ill. Comparacién de pendientes la respuesta genotoxica a los insecticidas (neem
y endosulfan) y la NOP.

Frecuencia de
células con dafio

Longitud de cauda

Neem-endosulfan

Endosulfan-NOP

Neem-NOP
Neem-endosulfan

Endosulfan-NOP

Neem-NOP

bc coeficiente de regresion coman.
p es el valor de la significancia.
T es el valor del estadistico de prueba.

T

0.6024963

12.871412

10.536544

1.1172717

2.3894945

2.8191116

p
0.56353

0.00000

0.00001
0.29631

0.04389

0.02252

bc 1y2 = 0.03465
Intersecto XI =-5.1290 pug
Y= 8.2879 frecuencia
Intersecto XI = 3.3147 ng
Y= 11.8487 frecuencia
bc 1y2 = 0.1519

Intersecto XI = 116.4 ug
YI= 92.61 longitud

Intersecto XI = 80.93 pug
YI= 71.52 longitud

Hipotesis
aceptada
Ho=b1=b2
Ha= b2# b3
Ha= b1# b3
Ho= b1=b2

Ha= b2# b3

Ha= bl# b3
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Fig. 1. Estructura quimica de la azadiractina
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Fig. 2. Estructura quimica del endosulfan.

Formula quimica: CyHgClgO3S

CAS numero de registro: 115-29-7

NH,
%
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Fig. 3. Estructura quimica de la 4-nitro-o-fenilendiamina (NOP).

Formula: CeH7N3O»

CAS numero de registro: 99-56-9
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Fig. 4. Promedios de la frecuencia de células con dafio al ADN (con cometa) en los linfocitos

periféricos humanos expuestos y no expuestos al neem, endosulfan y NOP, in vitro.
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Fig. 5. Promedios de la longitud de cauda del cometa de los linfocitos periféricos humanos
expuestos y no expuestos al neem, endosulfan y NOP, in vitro.
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Fig. 6. Imagenes representativas de nldcleos con y sin cometa (con y sin dafio al ADN) de los
linfocitos periféricos humanos expuestos a los insecticidas neem y endosulfan y a la amina
aromatica NOP, in vitro. (A) Nivel O: sin dafio al ADN; (B) Nivel 1: 1, 4-50 um. (C) Nivel 2: 51-
100 pym. (D) Nivel 3: 101-150 um. (E) Nivel 4, 151-200 um.

gl
N



45
40 A
o
S
8 351
S 30
(8]
8 251
% 20 + neem
o N )
© Lineal (neem)
< 15+
« < y= 11.62+0.019*x
g 107 R =0.9392 R?=0.8450
3 51 p< 0.006
o
LL 0 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
concentracién (ug) de neem
50 4
45 |
o
1% 40 4
=]
c 35 4
(o]
o
»n 30
o
=}
o) 25 - ®
o
() °
2 20 4 ® endosulfan
g 15 - o Lineal (endosulfan)
S 104 ‘ y= 8.6820+0.02527*x
o e o
o 5 R = 0.9624 R?=0.9262
- i p<0.002
O T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
concentracién (ug) de endosulfan
50 +
45
2 40 | .
3
< 35 1
8 A
p 30+ A
5 25 | ) 4 NOP
8 Lineal (NOP)
o 204 A
o
©
5 157 y= 10.4509+0.1588*x
8 10 s R = 0.9737 R? =0.9481
§ p<0.001
LL 5 1
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

concentracion (ug) de NOP

Fig. 7. Regresiones lineales de los valores promedio de la frecuencia de células con dafio

al ADN (con cometa) en los linfocitos periféricos humanos expuestos y no expuestos al

neem, endosulfan y NOP, in vitro.
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Fig. 8. Regresiones lineales de los valores promedio de la longitud de la cauda del

cometa de los linfocitos periféricos humanos expuestos y no expuestos al neem,

endosulfan y NOP, in vitro.
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Fig. 9. Modelos no-lineales (monomolecular) de los valores promedio de la

frecuencia de células con dafio al ADN (con cometa) en los linfocitos periféricos

humanos expuestos y no expuestos al neem, endosulfan y NOP, in vitro.
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Fig. 10. Modelos no-lineales (monomolecular) de los valores promedio de la

longitud de la cauda del cometa de los linfocitos periféricos humanos expuestos y no

expuestos al neem, endosulfan y NOP, in vitro.
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Fig. 11. Comparacion de pendientes de las regresiones lineales de los valores

promedio de la frecuencia de células con dafio al ADN y longitud de la cauda del

cometa de los linfocitos periféricos humanos expuestos y no expuestos al neem,

endosulfan y NOP, in vitro.
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Durbin-Watson (DW).

Este demuestra la existencia de autocorrelacion serial de primer orden entre los
residuales, caso en el cual el modelo aproxima los datos con errores sistematicos
(Posada 2007).

Durbin-Watson se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

Donde e; = residual al tiempo t, y e 1 = residual al tiempo t-1.

Los modelos con menor autocorrelacion ofrecen residuales mas pequefios y no
tendenciosos. Este coeficiente evalla el valor critico (d. y dp).

Si DW > dy, se concluye que no hay correlacion serial de primer orden entre los
residuales.

Si DW < d,, se concluye que hay correlacion serial de primer orden entre los
residuales.

Si d. < DW < dy, no hay autocorrelacion y por tanto es adecuado utilizar un modelo
lineal (Posada 2007).

Para los datos analizados en este trabajo los resultados deben estar dentro del

rango d; (1.23) < DW < du (2.77) para aplicar un modelo lineal.

Modelos

Los modelos lineales han dominado los métodos estadisticos relacionados con
la investigacioén, ya que la teoria para probar estos modelos es muy simple (los calculos

de los parametros estimados en estos modelos requieren solo de la solucion de un
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grupo de ecuaciones de manera simultanea), aunque no siempre son los mas
adecuados para situaciones biologicas (Mead y Curnow 1993).

Muchos modelos no-lineales se emplean comuinmente para buscar formas
realistas sobre el comportamiento biologico (Mead y Curnow 2003).

Los mejores modelos son aquellos que presentan el balance entre la capacidad
de ajuste de los datos y la coherencia bioldgica, siendo necesaria su evaluaciéon en las
mas variadas condiciones experimentales, a fin de escoger el mejor para cada situacion.
Los modelos con un mayor nimero de pardmetros tienden a ajustar mejor una base de
datos (Mead et al. 1993, Posada et al. 2007).

La funciébn monomolecular a(l-e™), “llamada asi”, por que representa el
incremento sobre el tiempo de un producto de una reaccion de una molécula simple
(Bolker 2008).

Esta funcién tiene dos parametros (Bolker 2008), que en nuestro caso representan:
el multiplicador a, que representa el dafio final y la tasa exponencial de b que determina
la velocidad de aumento de “y (frecuencia de células con dafio al ADN y longitud de su

cauda)” al aumentar la concentracion.

Para este trabajo se hizo una modificacion al modelo:

y = a(l_e—b(x—xo))

Donde Xo que es la concentracién teodrica a la que no habria ningan dafio (pero
gue no tiene significado bioldgico pero se utilizd para que el modelo cruce el eje de las 'y
al nivel de dafio basal). Mientras b indica el aumento de dafio con respecto a la

concentracion.
Comunmente, los modelos que no tienen el mismo ndmero de pardmetros, en

comparacion con los que cuentan con varios parametros, tiene una desventaja en la

capacidad de ajustar los datos (Hilborn y Mangel 1993).
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Criterio de Hongzhi.

Propuesto como un analogo del criterio de informacion de Akaike (AIC) para

usar con suma de cuadrados.
Criterio de Hongzhi =1log (SSQx) + 2k /' n
donde SSQx es la suma de cuadrados de los residuales para el modelo con k
parametros y n es el numero de puntos (Hilborn y Mangel 1997).

Se busca el valor menor y asi seleccionamos el modelo que mejor se ajuste a

los datos.
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