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L Resumen

Actualmente, los herbicidas se usan en actividades forestales, en ganaderfa, en jardineria y
principalmente en la agricultura. Sin embargo, su aplicacién generalmente tiene efectos
adversos sobre el ambiente y en la salud de las personas. Por lo anterior, es importante estudiar
los efectos que ocasionan dichos compuestos, siendo el objetivo de este trabajo, la evaluacién
de la genotoxicidad de la simazina en Drosophila melanogaster por medio del ensayo de mutacion
y recombinacion somatica (SMART) en las alas. Este ensayo tiene como fin la deteccion de la
pérdida de heterocigosis, mediante marcadores recesivos que se expresan fenotipicamente en la
superficie de las alas como tricomas mdltiples (zw/h) y en forma de flama (f//’).Para el ensayo
SMART se utilizaron dos cruzas de D. melanogaster, la cruza estandar (ST) y la de alta
bioactivaciéon (HB). Esta dltima se caracteriza por tener una alta sensibilidad a promutagenos y
procarcinégenos. Cada cruza se expuso a tres concentraciones de simazina comercial al 1%, al
2.5% y al 5%, asi como un control negativo (H2O) y uno positivo (mitomicina C al 0.15 mM)
en larvas de 72 £ 3 h de edad. Posteriormente, al emerger los adultos, se fijaron en etanol al
70%, se realizaron las preparaciones de alas y se observaron al microscopio 6ptico. Los datos
obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico SMART version 2.1. Los resultados
nos indicaron que la simazina comercial no presenta diferencias significativas para la cruza
estandar, pero si existe un efecto genotdxico en las concentraciones de 2.5% y 5% en la cruza
de alta bioactivacion.

11 Antecedentes
2.1. Plaguicidas

El término plaguicida, de acuerdo al articulo 278 de la Ley General de la Salud (2015), se aplica
a cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a controlar cualquier plaga,
incluidos los vectores que transmiten las enfermedades humanas y de animales, las especies no
deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la produccion agropecuaria y forestal, asi
como las sustancias defoliantes y las desecantes.

Los plaguicidas comunmente se emplean en formulaciones, es decir, en mezclas de un
ingrediente activo con una serie de sustancias que permiten obtener una maxima efectividad
sobre la plaga. LLos componentes principales presentes en las formulaciones son, de acuerdo
con Ortiz y Fernandez, 2005:

-Ingrediente activo. Es la sustancia o grupo de sustancias que actda directamente, es decir, la
que ejerce el efecto toxico o de control sobre la plaga.

- Ingredientes inertes o diluyentes. Son sustancias que se agregan con la finalidad de ayudar a la
mejor aplicacion del ingrediente activo, ya que en muchos casos se requiere manejar dosis
pequenas.



-Aditivos o coadyuvante. Son sustancias incorporadas a la formulacién para mejorar ciertas
caracteristicas de los plaguicidas; estas sustancias por si solas no tienen propiedad de
plaguicidas, dentro de ellas se encuentran agentes adherentes, dispersantes, estabilizadores,
surfactantes, etcétera.

Dependiendo de la formulacion y del uso al que se destinaran, los plaguicidas se venden en
diferentes presentaciones: concentrado, granulo, polvo, sélido, suspension, botoén, liquido,
etcétera.

2.2. Clasificacion de los plaguicidas

Existen diversas formas para clasificar a los plaguicidas, las cuales dependen de diferentes
criterios: (a) segun el ser vivo sobre el que actdan (Tabla 1); (b) Segun al grupo quimico al que
pertenecen (ver ejemplo en Tabla 2); (c) segtn su especificidad sobre el parasito (polivalentes o
de amplio espectro y especificos o selectivos); (d) segin su comportamiento en la planta (Tabla
3); v (e) segin el modo de accién sobre el parasito (Tabla 4).

Tabla 1. Plaguicidas segun el organismo en el actian.

PLAGUICIDA ACTUA EN

Insecticida Insectos.

Fungicida Hongos.

Ovicida Huevos de una peste o
parasitos.

Herbicida Malezas y hierbas.

Acaricida Acaros.

Nematicida Nematodos.

Antibiotico Bacterias.

Avicida Aves.

Helicida Moluscos.

Rodenticida Rodeadores.




Tabla 2. Plaguicidas por grupo quimico al que pertenecen. Debido a que en esta clasificacion se
puede encontrar una gran variedad de grupos, aqui solo se muestra algunos ejemplos.

PLAGUICIDA ESTRUCTURA QUIMICA
Organoclorados Generalmente, corresponde a los
hidruros clorados aromaticos, anqué

algunos tienen ademas cloro, oxigeno u
azufre. (OPS, 2003).

Clorofenoxi Derivados de los acidos fenoxiacéticos
(Santillo D., ez al., 2001).
Organoestaticos Compuestos organicos que contienen

al menos un enlace carbono-estafio
(Santillo D., ez al., 2001).

Carbamatos Esteres derivados de los acidos N-metil
o dimetil carbamico (OPS, 2003).

Organofosforados | Esteres del acido fosférico (OPS,

2003).
Derivados de la La urea esta compuesta por un grupo
urea carboxilico y dos grupos aminas. Los

hidrégenos de los grupos aminas son
sustituidos por diversos radicales para
obtener los herbicidas derivados de la
urea (CIAT, 1982).

Biripidilos Compuestos de amonio cuaternatio
(OPS, 2003).
Aceites minerales Un aceite mineral esta formado por

hidrocarburos saturados y no
saturados, ambos procedentes del
petroleo (Porcuna, 2011).

Ftalimidas Imida derivada del 4cido ftalico con
dos grupos carbonilo unidos a una
amina secundaria (OPS, 2003).
Triazinas Compuesto heterociclico con tres
atomos de carbono reemplazados por
atomos de nitrégeno (CIAT, 1982).
Piretrinas y Compuestos sintéticos que guardan
piretroides alguna semejanza con las substancias
activas del piretro (ésteres de los acidos
crisantémico y piretroico) (CIAT,
1982).




Tabla 3. Tipos de plaguicidas de acuerdo a su comportamiento en la planta.

PLAGUICIDA

ACCION

EJEMPLO

Sistémicos (A)

Productos que se incorporan
al sistema de la planta y se
transporta a todas las pattes
de la misma.

Penetrantes o translaminares

B)

Productos que, aplicados en
la parte aérea o en las raices
de las plantas, se introducen
en el tejido, se fijan y no se

trasladan a otras partes.

Superficiales o de contacto

©

Productos que se quedan en
la superficie de la planta.




Tabla 4. Segin el modo de accidén sobre el parasito. Debido a que en esta clasificacion se puede
encontrar una gran variedad de grupos, aqui solo se muestra algunos ejemplos.

PLAGUICIDA ACCION

Por contacto Sobre el organismo parasito
al entrar en contacto con
este.

Por ingestion Al ser ingerido por el
parasito.

Por inhalacién o asfixiante A través del aparato

respiratorio del insecto.

Mixto Por ingestién, por contacto y
por inhalacion.

Repelentes Se utilizan para alejar a los
parasitos dafinos.

Es importante destacar que, aunque los plaguicidas se aplican en diversos ambitos, su mayor
uso se enfoca en la agricultura, seguido por las actividades forestales, de ganaderfa y de
jardinerfa, razén por la cual los problemas mas relevantes ocasionados por su uso, se centran
en el campo (Morell, 1998). Ademas, su aplicacion puede tener efectos adversos al medio y en
el ser humano, ya sea por una exposicioén directa o indirecta (Rey, 2013).

En este trabajo se utiliz6 al herbicida denominado simazina. La simazina es un producto
quimico que inhibe o interrumpe el crecimiento y el desarrollo de la planta (Peterson ef al,
2001), se usa en la agricultura moderna para el control de las malezas en los cultivos que
provocan la disminucién en el rendimiento y en la calidad de las semillas cosechadas ademas
del incremento en los costos de produccion (Dieleman y Mortensen, 1998).

El 6-Cloro-N2,N4-dietil-1,3,5-triazin-2,4-diamina (Figura 1), conocido también como simazina,
es un solido cristalino que pertenece a los herbicidas clorotriazinicos (Tabla 5). Este herbicida
se utiliza para controlar malezas de hojas anchas y gramineas de los cultivos. La simazina
controla también algunas especies resistentes a la atrazina. Entre los cultivos en los que se
utiliza estan: esparrago, alfalfa, manzanas, melocotones, almendras, moras, arandanos, cerezas,
uvas, aceitunas, citricos, peras, frambuesas, nueces, ciruelas, fresas, cacao, café, cafia de azucar,

aguacate, arboles de navidad y maiz (Ware, 2000).

La simazina provee control en la mayor parte del ciclo del desarrollo de la planta cultivada; sin
embargo, sus residuos pueden danar a los cultivos susceptibles subsiguientes en la rotacion.
Este herbicida no se absorbe foliarmente, solo por la raiz, por lo que su aplicaciéon es pre-

emergente o post-emergente de las malezas en combinacién con el herbicida Paraquat
(Galindez, 2010).



La Agencia de Proteccién del Medio Ambiente (Environmental Protection Agency: EPA)
determiné que el maximo permitido desimazina en agua potable es de 4 u g/L (USEPA, 2000);
en la Unién Europea (UE) se determiné un maximo de 0.1 ug/L (European Commission,
2005), mientras que en México la simazina no esta regulada.
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Figura 1. Estructura quimica del 6-Cloro-N2,N4-dietil-1,3,5-triazin-2,4-diamina; tomado de
Hao yuan Industries (http://hy-chemproduct.com/1-5-simazine/170131)

Tabla 5. Propiedades fisicas y quimicas de la simazina (The Merck index, 1989).

Nombre (IUPAC) 6-Cloro-N2,N4-dietil-1,3,5-triazin-2,4-
diamina

Formula molecular C-H1.CIN;

Nombres comerciales Aquazine,  Simanex, Herdex,  Pricep,

Premazine, Yodrazin, Primatol S, Desatop,
G-27692, Gesatop 50 P.H., Gesatop Calibre
90 GDA, Simanex 50 SC, Simanex 50

WP, Simanex 98%, Simanex Técnico,
Simazina Técnica

Peso molecular 201.69

Color Blanco cristalino
Estado Fisico Solido

Punto de fusion 2252227 °C
Solubilidad Agua: 3.5 ppm a 20°C

Metanol: 400 p.p.m.
Eter de petréleo: 2 p.p.m.

Densidad 1.302 g/cm’

Vida media en suelo 37 a 234 dias

La toxicidad a corto plazo de la simazina, en las personas cuando se exponen a niveles
superiores a tres partes por billén por periodos relativamente cortos, puede causar pérdida de
peso y leucemia. A largo plazo, a exposiciones superiores a tres partes por billon provoca
temblorina, dafio en los testiculos, riflones, higado y tiroides, mutaciones genéticas y cancer
(Galindez, 2010).




La Unién Europea creé una lista de 90 sustancias peligrosas, donde la simazina esta clasificada
como N; R50-53, es decir, muy toxica para organismos tales como algas y Daphnia (R50)
pudiendo causar efectos adversos a largo plazo en ambientes acuaticos (R53) (European
Comision, 2005).

Ademas, se han realizado diversas investigaciones para conocer qué efectos toxicolégicos y
genotdxicos puede inducir su empleo (OMS, 2003) tales como:

Toxicidad para la reproduccion, embriotoxicidad y teratogenicidad.

En un estudio realizado por Ciba-Geigy (1965) no se observaron efectos reproductores en tres
generaciones de ratas a las que se les administré el herbicida a dosis de hasta 100 mg/kg de
alimento.

Estudios posteriores en ratas y conejos (Ciba-Geigy, 1976) se determiné que el compuesto no
es embriotdxico ni teratogénico cuando se administra en dosis que no son toéxicas para la
madre.

- Toxicidad genética.

En ninguno de los datos obtenidos a partir de ensayos con Sabmonella typhimurinm, Escherichia cols,
Bacillus subtilis, Serratia marcescens y Saccharomyces cerevisiae se muestra que la simazina cause efectos
mutagénicos (Simmons ¢ al, 1977; Fahring, 1974) o que produzca conversién génica y
recombinacion mitética en S. cerevisiae, ni aneuploidia en Neurospora crassa (Fahrig, 1974; Siebert
y Lemperle, 1974; Griftiths, 1979).

En ensayos i vitro con células humanas, se induce un pequefio aumento en la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas (Ghiazza e al., 1984).

En los ensayos con células de ovarios de hamster chino (CHO) no se observé intercambio de
cromatidas hermanas (Biradar y Rayburn; 19959, pero si se induce el intercambio de
cromatidas hermanas en linfocitos humanos y mutaciénes inducidas en linfocitos de raton
(Clayton y Clayton, 1994); no induce dafios en el DNA de los hepatocitos primarios de rata
(DPR, 1993). Ademas, se obtuvieron resultados negativos en el ensayo cometa, ensayo de
micronucleos en médula 6sea y en leucocitos de raton (Waters ef al, 1982; Kligerman ez al,
2000°; Tennant ez al.,, 2001).

En plantas, la simazina no da lugar a la formacién de micronucleos en Tradescantia (Ma et al.,
1984), pero induce aberraciones cromosomicas en otras especies de plantas tales como
Hordeum vulgare (Wuu y Grant, 1966; 1967, Zea mays (Plewa et al., 1984), Fragaria ananassa
(Malone y Dix, 1990), Vicia faba (Wuu y Grant, 1967"), Crepis capillaris (Voskanyan y Avakyan,
1984). En ensayos con semillas de cebada se encontré que induce el rompimiento y
aberraciones en cromosomas, asi como aumento en la aneuploidia y poliploidia (Wuu y Grant,
1966; 1967% Stroev, 1970).



En estudios realizados con Drosophila melanogaster, la simazina indujo mutaciones letales
dominantes (Valencia, 1975), y mostré un aumento en las mutaciones letales recesivas ligadas
al cromosoma X cuando se inyecta a machos de D. welanogaster, pero no se observa el mismo
efecto cuando se alimenta a los individuos en estado larvario (Murnik y Nash, 1977). Para
complementar, en el anexo se muestran los ensayos realizados con la simazina por otros
autores con sus resultados.

2.3. Metabolismo de xenobidticos

El metabolismo de los xenobidticos es un fenémeno dual en el que interviene tanto en la
bioactivacién como la desintoxicacion del xenobidtico. En la mayorfa de los casos, los
metabolismos intermedios son bioinactivados y desintoxicados, pero en otros casos, los
xenobidticos pueden provocar cambios fisiologicos y bioquimicos debido a una deficiente
desintoxicacién y/o reaccién de los metabolitos intermedios con los constituyentes celulares,
lo cual produce diversos efectos toxicos, desde dafio celular hasta la muerte (Rodriguez-Arnaiz,
2004).

El equilibrio entre los fenémenos de activacion y de desintoxicacion determina, en tltima
instancia, si el dafio provocado por la exposicién a un compuesto quimico particular se expresa
o no en el organismo, por medio de la biotransformacion, la cual puede dividirse en dos fases
(Tabla 6). La fase I se refiere a todas las reacciones que introducen grupos funcionales o
reactivos a las moléculas. Se incluyen reacciones como la hidrélisis, la oxidacién y la reduccion,
catalizadas principalmente por las enzimas de los citocromos P450 (CYP450s). Las actividades
que pueden realzar éstas son de 3 tipos:

1) Monogenasas: Se lleva a cabo en presencia de O,y NADPH; a través de esta actividad
los compuestos xenobioticos inertes (no polares) sufren reacciones como: XH +
NADPH + H" + O, 2 XOH + NADP" + H,O

2) Oxidasas: En ella ocurre la transferencia de electrones de un P450 reducido al oxigeno
molecular acompanado de la formaciéon de radicales anionicos superdxido (O) y de
peroxido de hidrégeno. Siendo la reaccion general: NADPH + H' + O, = NADP' +
H,O,

3) Reductasas: se da en condiciones anaerobias y en ella se da la transferencia de
electrones a sustratos Para producir radicales libres.

La fase II es la conjuncién de los metabolitos generados en la fase I con los aminoacidos, el
acido glucoroénico, el sulfato o con el glutation. Estas conjunciones facilitan el transporte y la
eliminaciéon de los metabolitos, fase que es catalizada fundamentalmente por las glutation-
transferasas (Rodriguez-Arnaiz, 2004).



Tabla. 6. Principales reacciones de biotransformacién de algunos compuestos xenobioticos en
las diferentes fases del metabolismo (tomado de Rodriguez-Arnaiz, 2004).

REACCION | ENZIMA

Fase 1

Oxidacion citocromos P450
Oxidacion Alcohol deshidrogenasa
Reduccién citocromos P450
Hidrolisis Esterasas

Fase 11

Agua Epoéxido-hidrolasa
Glutation Glutation-transferasa
Acido glucuronico Glucoronil-transferas
Acido acético (Acetil-CoA) N-acetltransferas

2.4. Citocromos P450

Los CP450s (Figura 2) conforman a una superfamilia de hemoproteinas que se caracterizan por
mostrar un pico de absorbancia a los 450 nm, siendo unas de las familias mas antiguas y mas
grandes; se sabe que sus genes evolucionaron a partir de un ancestro comun hace alrededor de
2,500 millones de afos. (Rodriguez- Arnaiz, 2003).

Las cuales estan involucrados en diferentes rutas metabodlicas, pues poseen actividad de
monoxigenasa, oxidasa y reductasa. Localizadas a nivel celular los citocromos P450 se
encuentran en los eucariontes tanto en reticulo endoplasmico como en las mitocondrias. En el
reticulo endoplasmico se encuentran orientados hacia el citoplasma, mientras que en las
mitocondrias estan orientados hacia el interior del organelo, es decir, la luz (Rodriguez-Arnaiz,
2004). A nivel tisular en verbrados se localiza en cantidades elevadas en el higado, intestino,
pulmones, rifién, ovarios, testiculos, glandulas suprarrenales y placenta. En insectos, los
citocromos P450 se han encontrado en cuerpo grasos pericuticulares, en el intestino medio y
en los tibulos de Malpigui. (Rodriguez-Arnaiz, 2004).



Figura 2. Estructura quimica del citocromo p450 con un grupo hemo, el cual el hierro se

encuentra unido a un grupo tiol (-SH) de una cisteina y a una molécula de agua (tomado de
Burke, 1971).

La interaccién de los xenobidticos con los citocromos P450s consiste en su transformacion en
formas hidrosolubles para ser excretadas con una mayor facilidad; dicho de manera general,
esto es posible cuando se inserta un atomo de oxigeno al sustrato y la reduccion del otro
atomo de oxigeno con la formacién concomitante de agua (Rodriguez- Arnaiz, 2004).

2.5. Biotransformacién de la simazina

La via metabdlica que siguen las clorotriazinas, tales como la simazina (Figura 3), se ha
estudiado en bacterias como la Pseudomonas sp., donde la biodegradacion de la simazina se lleva
a cabo por enzimas codificadas por los genes arzA, arzB y atzC. Que estan agrupados en el
plasmido que confiere resistencia. En la via “superior” la primera enzima, la clorohidrolasa
atrazina (AtzA), codificada por el gen arz.4, cataliza la decloracion hidrolitica de la simazina (1,
Figura 3) para producir hidroxi-simazina (2, Figura 3), el primer metabolito de la via catabolica.
Las reacciones posteriores, catalizadas por las enzimas etilaminohidrolasa hidroxiatrazina
(AtzB) codificados por el gen arzB, y N-isopropilamelide-isopropilaminahidrolasa (AtzC)
codificados por el gen a7zC; transforman la hidroxi-simazina a N-etilamelida (3, Figura 3) y
finalmente, a acido cianurico (4, Figura 3). Este paso es la udltima reaccion de la via de
degradacion supetior (Souza e al, 1998; Hernandez ef al., 2008"; Hernandez e al., 2008).

La via de degradacion s-triazina "inferior" implica a las enzimas amidohidrolasa acido cianurico
(AtzD), biuret hidrolasa (AtzE) e hidrolasa alofanato (AtzF), codificadas por los genes a#zD,
arzE y atzF, respectivamente. Estas enzimas transforman al acido ciandrico en biuret (5, Figura
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3) alofanato (6, Figura 3) y finalmente, en didéxido de carbono y amoniaco (Souza et al, 1998;
Cheng et al., 2005).

cl OH
)\ H,O HCl )\ H,0 NH,C,H
NN N Z . NN \__A .
| atzA | atzB
/ /
H,C,HN N NHC,H H,C,HN N NHC,H,
1 2
OH OH
H,0 NH,C,H )\
N7 ™y \ A NN
| atzC |
S ~
OH N NHC,H OH o
3 4
2H,0
atzD
H +HCO,
H,O NH O NH NH
2 )\2 /K NH, + H* H,0 )\2 /<
200, + 2NH AL
2 3 atzF © g © atzBE 0 g ©
6 5

Figura 3. Degradacion de la Simazina por Pseudomonas sp. En la via metabolica participan los
genes atzA, atzB y atzC de la via superior, responsables de la conversion de la atrazina en acido
cianurico (1-4). Mientras que los genes atzD, atzE y atzF de la via inferior, mineraliza acido
cianurico hasta obtener diéxido de carbono y amoniaco (5y 6) (Martinez ez al., 2001).

También se han realizado estudios 7z vivo con microsomas de higado de rata sobre el
metabolismo de la simazina, en los cuales, los metabolitos se determinaron por medio de
cromatograffa de liquidos de alta resolucion (HPLC). La ruta metabdlica dominante de la
simazina se llevé a cabo por medio de la N-monodealquilacion y la isopropil hidroxilacion,
mediados por el sistema de los CYP450. Como resultado solo se detecté 2-cloro-4-etilamino-6-
amino-1,3,5-triazina (Figura 4) en el metabolismo de la simazina (Hanioka ez a/.,, 1999).
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Simazina 2-cloro-4-etilamino-6-amino-1,3,5-triazina

Figura 4. Reaccién de N-monodealquilacion e isopropil hidoxilacion de la simazina observada
en microsomas del higado de la rata mediada por la CYP450.

En plantas se ha visto que la simazina se metaboliza en el cloro o en la posiciéon 2 del anillo de
la triazina por deshalogenacién hidrolitica a través de 4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-
ona (benzoxazinona), un constituyente no enzimatico de la savia de las plantas que hidroliza la
simazina, produciendo hidroxisimazina [2,4-bis (etilamino)-6-hidroxi-s-triazina] (Wahlroos y
Virtanen, 1959; Hamilton, 1964). Posteriormente, la hidroxisimazina es desalquilada y se
produce 2-amino-4-etilamino-6-hidroxi-s-triazina (GS-17792). Aunque, también hay pruebas
por cromatograffa de la existencia de una segunda etapa de desalquilacién que produce
amelina, 24-diamino-6-hidroxi-s triazina (GS-17791) y amelida, 2-amino-4,6-dihidroxi s-
triazina (G-35713) (Montgomery e# al., 1969), los autores concluyen que la alquilacion de estos
herbicidas parece ser una via importante de desintoxicacion. También en extractos de
manzana se han identificado dos metabolitos principales: ammelina (GS-17791) y el conjugado
de prolina diaminocloro-s- triazina (G-28273) formado por el anillo del conjugado glutamina
de G-28273, o por el ataque de la prolina en cualquier parte del G-28273 o una forma activada
de este metabolito (Lamoureux ez a/., 1998).

2.6. Drosophila melanogaster, organismo modelo.

LLa mosca de la fruta, D. melanogaster (Figura 5), se ha empleado como organismo modelo para
el estudio de la genética gracias a las investigaciones realizadas en 1909 por el Dr. Thomas
Hunt Morgan. Su importancia radica en que se conoce ampliamente la estructura y la funcién
del genoma de Drsophila, asi como de diversos procesos esenciales de su biologfa, tales como
el patron de formacion del embridn, el desarrollo y funciones de los 6rganos de los sentidos y
del sistema nervioso, ademas de poseer un ciclo de vida corto (10 dfas a 25 °C), lo que permite
la obtencién de varias generaciones en poco tiempo y de un gran nimero de organismos en
espacios reducidos (Rodriguez-Arnaiz, 2003).
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Figura 5. Vista dorsal del macho (izquierda) y de la hembra (derecha) de D. melanogaster.
Fotografia de Benjamin Prud’homme (tomada de CSIC, 2015)

Dentro del area de la toxicidad genética, D. melanogaster constituye un modelo idéneo para la
evaluacién de los efectos que pueden ocasionar diferentes compuestos xenobidticos. Esto se
debe a que D. melanogaster cuenta con cerca de 4,000 genes que producen un efecto fenotipico
que sirven como marcadores para la realizaciéon de analisis cualitativos y cuantitativos, al
detectar mutaciones, tales como deleciones o recombinaciones mitéticas dadas por la
exposiciéon de un xenobidtico (Carballo, 2010). Los ensayos que mas se utilizan para la
realizacion de este tipo pruebas son los siguientes.

1) El ensayo de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo (SLRLT) (Rodriguez-Arnaiz,
2003).

2) Prueba de no disyuncién y pérdida de cromosomas sexuales (SCLT) (Carballo, 2010).

3) Ensayo de mutaciéon somatica y recombinaciéon mitética, en su modalidad de ojos y alas
(SMART) (Rodriguez-Arnaiz, 2003).

2.7. Descripcion vy ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

Como otros insectos, Drosophila melanogaster presenta tres tagmas: cabeza, térax y abdomen;
presentando as{ mismo un par de alas funcionales y otro segundo par, llamado balancines, que
le permite mantener el equilibrio. Con tres pares de patas y un par de antenas, las moscas del

fenotipo silvestre tienen ojos rojos, un cuerpo amarillo o marrén y dimorfismo sexual (Figura
4).

Tienen un ciclo de vida de 10 dfas (a 25°C), el cual, al ser un organismo holometabolo pasa por
cuatro estadios de metamorfosis: huevo, larva, pupa y adulto o imago (Figura 6). Iniciando con
la fecundacién del 6vulo y la formacién del huevo (cuya longitud es de 0.5 mm
aproximadamente). La embriogénesis dura 24 horas, del cual emerge la larva e inmediatamente

comienza a alimentarse.
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La etapa larvaria se caracteriza por pasar por tres estadios que se caracterizan por el consumo
de alimentos del medio para su desarrollo, L1 y L2 que duran 24 h cada uno. La tercera etapa o
L3 que dura 48 h y que dara lugar a la pupa; seguidos de un periodo de 96 h del cual emerge el
imago o adulto (Carballo, 2010). Sin embargo, en el desarrollo de D. melanogaster intervienen
varios factores, tales como la temperatura, la humedad, la disponibilidad de nutrimentos, la
consistencia de las larvas e incluso la frecuencia sexual (LED, 2015), que puede afectar su ciclo
de vida.

Figura 6. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster tomado de LED (2015).

2.8. Concentracion letal media (CLso)

Con el objeto de comparar la toxicidad aguda de diversas substancias e intentar cuantificarla, se
cre6 un exponente numérico llamado Concentracion Letal media (CLso), la cual se define como
la concentracién en la que un compuesto produce la muerte del 50% de la poblacién expuesta
al componente toxico. La ClLsy es un valor estadistico que se obtiene a partir de una curva

dosis — respuesta (Orellana y Guajardo, 2004).

La CLs para cada una de las substancias se establece mediante estudios experimentales en

animales, generalmente ratas y conejos, y se expresa en mg (sustancia)/kg (animal). El agente
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toxico se administra a los animales por via oral, respiratoria, dérmica o parenteral, de tal
manera que la toxicidad de una sustancia se expresa de diferentes formas segin hayan sido las
condiciones de experimentacion, por ejemplo, 13 mg/kg oral ratas, 234 mg/kg dérmica
conejos (Garcia, 2010).

2.9. Ensayo de mutacion y recombinacion somaticas (SMART)

Este ensayo proporciona un medio rapido para evaluar el potencial de un xenobidtico para
inducir la pérdida de heterocigosis resultado de la mutacién en el gen, reordenamiento
cromosomico, la rotura de cromosomas o la pérdida del cromosoma (Rodrigues de Andrade ez
al., 2004).

El SMART consiste en exponer a las larvas de 72+4 h de edad, procedentes de la cruza de D.
melanogaster con marcadores recesivos en los tricomas de las alas que estan en el cromosoma 3:
mwh, localizado en 3-0.3 (con multiples tricomas en la célula) y /I (tricomas en forma de flama)
(Figura 7). Ambos fenotipos se analizan comparando las diferencias estadisticamente
significativas entre la frecuencia y el tipo de manchas entre moscas expuestas y no expuestas al
tratamiento (Graf, 1995).

Figura 7. Micrografia electronica de tricomas normales (a), tricomas con fenotipo /i’ (b) y
tricomas con el fenotipo #wh (c). Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de
barrido y donadas a Rodriguez-Arnaiz por Ulrich Graf en el 2002.

Las manchas que se producen son ocasionadas por diversos eventos genéticos: mutacion
puntual, deleciones, no disyuncién y recombinacion en células somaticas (Figura 8) (Graf e al,
1984). La delecion, consiste en la perdidad de un segmento cromosémico (b) (Lewin y Aguilera,
1996). La no disyuncién, dada por la separaciéon de los cromosomas homodlogos durante la
mitosis, que como resultado dan origen a trisomias o aneuploidias (c) (Lewin y Aguilera, 1996).
La mutacion puntual es un cambio que afecta a un solo par de bases de un gen. La mas comun
es la sustitucion de un par de bases por otro (d) (Graf e al., 1984). Por ultimo la recombinacion,
es un proceso dado por el intercambio entre cromosomas homologos. Cuando la recombinacién
ocurre cerca del centrémero da lugar a una mancha gemela (e), mientras que la recombinacién
mas distal produce machas »wh y tricomas normales (f) (Rodriguez-Arnaiz, 2003).
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Figura 8. Eventos genéticos detectados por el ensayo de SMART. Tomado de Carballo (2010).
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IIL.  Justificacion

Actualmente, los herbicidas se usan en diversos ambitos, destacando la agricultura, seguido por
las actividades forestales, de ganaderfa y jardinerfa. (Rey, 2013). En México se destina la mitad
de la superficie agricola (7.4 millones de hectareas), al cultivo de maiz (Zea mays). Cast tres
millones de personas trabajan en su cultivo (Vela, 2011), ya que forma parte de nuestra
alimentacion diaria, un insumo para la ganaderia y para la obtencién de numerosos productos
industriales (CONABIO, 2012). Para una mejor produccion, los agricultores utilizan diferentes
tipos de agroquimicos en el cultivo de maiz, en particular, para el control de las malezas en su
cultivo, entre otros, se utiliza la simazina.

La aplicacién de simazina puede suponer un riesgo al ser humano que, al estar expuesto a ésta
de manera directa o indirecta (World Health Organization, 2016), puede llegar a provocar
dafos genotdxicos; debido a esto, es importante realizar estudios relativos a la exposicion de la
simazina y a sus posibles efectos téxicos. Una manera de iniciarlos es utilizando el ensayo
SMART /ala de D. melanogaster, el cual permite la evaluaciéon del potencial genotéxico de los
xenobioticos.

IV. Oljetivos

4.1.  Objetivo general

- Determinar la genotoxicidad del herbicida simazina por exposicion directa a larvas de
D. melanogaster de 72£3 h de edad por medio de SMART.

4.2.  Objetivos particulares
1. Obtencién de la Cls) de la simazina comercial (Simanex 50SC) sobre larvas de D.

melanogaster.
2. Determinar el dafio téxico y genotéxico en el ensayo de SMART.

V. Hipdtesis

Si la simazina comercial (Simanex 50 SC ®) es un agente genotdxico, se observara un
incremento significativo en la frecuencia de manchas con respecto al control negativo al
exponer directamente a larvas de 72£3 h de edad de D. mwelanogaster, por medio de SMART.
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VI Materiales y métodos

0.1.  Determinacion de la concentracion letal media (CLso) de la simazina

Antes de realizar los tratamientos, fue necesario encontrar la CLsy de la simazina comercial
(Simanex 50 SC ®), sobre las larvas de 7213 h de D. melanogaster. Para ello, primero se realizéd
la cruza fI’ X mmwh, aislando 100 hembras fI’ virgenes y 50 machos de D. melanogaster (por
frasco), se sincronizaron las cruzas durante seis horas en medios de cultivo y después se
aislaron los huevos retirando a los progenitores. Una vez pasados tres dias (7213 h), utilizando
una solucion de sacarosa al 20%, se extrajeron las larvas de los frascos y se transfirieron a viales
con simazina comercial a diferentes concentraciones por quintuplicado (0%, 1%, 2.5%, 5% y

10%).

A cada vial se le adicionaron 2 mL de simazina a la concentracioén correspondiente, mas 0.5 g
de Medio Carolina; una vez que se seco el medio, se colocaron 25 larvas de 723 h de D.
melanogaster por vial. Estos viales se revisaron y se contd el total de moscas que emergieron,
para determinar asf, la CLs.

6.2. Tratamiento de larvas.

Una vez determinada la CLsy de la simazina comercial sobre las larvas de D. melanogaster, se
procedié con el SMART. Se realizaron dos cruzas: (1) estindar (ST): 100 hembras /I’ virgenes
con 50 machos zwh; y (2) de alta bioactivacién (HB): 100 hembras ORR-f virgenes y 50
machos »zwh por frasco.

Se sincronizaron las cruzas durante 6 h en medios de cultivo y después se aislaron los huevos
retirando las cruzas. Después de 723 h, utilizando sacarosa al 20%, se extrajeron las larvas; las
larvas (50 — 100 larvas por vial) se sometieron a tratamiento con simazina al 1%, 2.5% y 5%.
Una vez trascurrido el tratamiento, y que las moscas llegaron a la etapa adulta, se pudo realizar
la preparacién de alas.

6.3. Preparacion de alas para la lectura

Para la preparacion de las alas se utilizé la solucion de Faure (30 g de goma arabe y 50 g de
hidrato de cloral en 70ml de glicerol al 40%).

Antes de realizar las preparaciones, las moscas transheterocigotas (con fenotipo silvestre) se
almacenaron en etanol al 70%; ya para la realizaciéon de cada preparacion, las moscas se
colocaron en una platina, se enjuagaron con agua y después, se separaron las alas del cuerpo
con unas pinzas. A las alas se les agregd soluciéon Faure y se alinearon en un dispositivo sobre
el portaobjetos, se extendieron las alas (10 pares de hembras y 10 pares de machos) para una
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mejor lectura de las manchas. Las alas dispuestas en el portaobjetos se dejaron secar a
temperatura ambiente, cubierta por una caja Petri. Después, se hizo prensa del portaobjetos
con el cubreobjetos con una gota de la solucién de Faure y se aplicé presion durante al menos
24 h para que las alas quedaran firmemente pegadas al portaobjetos.

6.4. Analisis al microscopio de las alas

Cada preparacion de las alas se analizé bajo un microscopio éptico compuesto. Para el analisis
de las alas, se tomo nota de la posicion de las manchas de acuerdo con el sector del ala (Figura
9). Contandose el nimero de células afectadas por la mutacién con los marcadores genéticos

mwh'y fIr’, que se expresan fenotipicamente; los datos obtenidos se analizaron con el programa
SMART.

Figura 9. Diferentes areas consideradas en la superficie del ala, A-E. Tomado de Rodrigues de
Andrade (2004).

En la Figura 10 se muestran los fenotipos de ambas mutaciones dadas en el ensayo a SMART.

Figura 10. Tipos de manchas celulares en alas de Drosophila melanogaster. A) mwhy B) flr'.
Tomado de Rodrigues de Andradede (2004).
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6.5. Estadistico SMART

Para determinar si los resultados de los diferentes tratamientos presentan diferencias
estadisticamente significativas, se compar6 la frecuencia de las manchas en las alas de D.
melanogaster que emergieron en el tratamiento, se realizé un analisis estadistico con el software
SMART vs. 2.1., el cual evalia por medio de una regla de decisién multiple basada en la Ji* para
proporciones (Frei y Wiirgler, 1988) con p < 0.05. Este analisis nos permite decidir si las
frecuencias de manchas producidas en los tratamientos indican resultados positivos, débiles
positivos, negativos o inconcluyentes.

Figura 11. Esquema general del SMART
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VII. Resultados

7.1.  Cls de la simazina comercial (Simanex 50 SC ®)

A partir de las pruebas realizadas con la simazina comercial (Simanex 50 SC®) al 1%, 2.5%,
5% y 10% mas un control negativo de H>O, se decidi6 trabajar con las concentraciones del 1%,
2.5% y 5% debido a que la letalidad era menor al 50% (Tabla 7 y Grafica 1), para la realizacién
del ensayo SMART.

Tabla 7. Respuesta a la exposicion de simazina comercial; promedio total de las 25 larvas de D.

melanogaster que emergieron en la exposicion a la Simazina comercial.

Concentracion Porcentaje de la
(%) supervivencia
0 92
1% 92.8
2.5% 86.4
5% 52.8
10% 5.6

% total de Drosophila melanogaster
que emergieron

100

*>- e
X 80 \\
©
S 60 N
(]
2 \
g 40 N
2 N
8 20 \
0
0 1% 2.50% 5% 10%

Concentracion

Grafica 1. Porcentaje de la supervivencia de Drosaphila melanogaster (flr'> mwh) a diferentes
concetraciones de Simanex 50 SC ®. La dosis letal media resulté ser de 5%.
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7.2.  Ensayo SMART

7.2.1. Frecuencias de manchas totales.

En el ensayo de mutacién y recombinaciéon somaticas en larvas de 7223 h de Drosophila
melanogaster se observé que en la cruza flr'x mwh (ST), no hay incremento significativo de la
frecuencia de manchas totales producidas en las diferentes concentraciones de simazina, con
respecto al control negativo (Tabla 8 y Grafica 2); mientras que en la cruza ORR-flr xmwh’ (HB),
existe incremento significativo en el nimero total de manchas para las concentraciones 2.5% y
5% de la simazina comercial, con respecto al control negativo (Tabla 9 y Grafica 2).

Tabla 8. Ensayo de mutacién y recombinacion somatica en alas de Drosophila melanogaster cruza

ST.
Concentraciones No. de | Frecuencia de manchas por moscas (numero de | Clones | Promedio
individuos manchas). Diagnostico estadistico © con de ciclos
Manchas | Manchas | Manchas | Manchas | manchas | de division
pequefas | grandes | gemelas totales mwh celular
simples simples | m=5.00 | m=2.00
(1-2 cel) (>2 cel)
m=2.00 m=5.0
Control (-) H2O 60 0.17 (10) 0.02(1) 0.00(0) 0.18(11) 10 1.30
Control (+) 6 45.50 18.17 4.17 67.83 405 2.14
MMC 0.15 mM (273) + (109) + (25)+ (407)+
Simazina 1% 60 0.17(10)- | 0.05(3)i 0.03(2)i | 0.25 (15)- 15 1.93
Simazina 2.5% 60 0.27(16)i | 0.05(3)i 0.00(0)- | 0.32 (19)- 19 1.74
Simazina 5% 60 0.28(171 | 0.07(4)i 0.00(0)- | 0.35 (21)- 21 1.86

?Diagnéstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1998, 1995): (+) Positivo (-)
Negativo (i) Inconcluso (m) Factor de multiplicacion.
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Tabla 9. Ensayo de mutacién y recombinacion somatica en alas de Drosophila melanogaster cruza

HB
Concentraciones No. de Frecuencia de manchas por moscas (nimero Clones | Promedio
individuos de manchas). Diagnostico estadistico © con de ciclos
Manchas | Manchas | Manchas | Manchas | manchas | de division
pequenas | grandes | gemelas totales mwh celular
simples simples | m=5.00 | m=2.00
(1-2 cel) (>2 cel)
m=2.00 m=5.0
Control (- H20O 60 0.27 (16) 0.07(4) 0.00 (0) | 0.33 (20) 20 1.85
Control (+) 6 57.50 22.0 3.83 83.33 490 2.02
MMC 0.15 mM (345)+ (132)+ (23)+ (500)+
Simazina 1% 60 0.43 (26)i | 0.03 (2)- | 0.02 (i | 0.48 (29)i 29 1.34
Simazina 2.5% 60 0.53 0.05 (3)- | 0.02 ()i 0.60 35 1.77
(32)+ (36)+
Simazina 5% 60 0.53 0.07 (4)- | 0.00 (0)- 0.60 36 1.69
(32)+ (36)+

“Diagnéstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1998, 1995): (+) Positivo (-)
Negativo (i) Inconcluso (m) Factor de multiplicacion

BN N W W b
v ©O »n O U1 O

Manchas totales

[EEN
v O

Manchas totales por concentracion

* *
35 36
29
21
20 19

15 ST
10 M HB
Control- 1% 2.5% 5%

Concentracion %

Grafica 2. Numero de manchas totales inducidas por la simazina comercial en alas de

Drosophila melanogaster de la cruza ST'y de la cruza HB.
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7.2.2. Distribucién por tamano de manchas

En las Tablas 10, 11 y en la Grafica 3 y 4 se muestran los datos obtenidos sobre las manchas
observadas por cada tratamiento de acuerdo a la distribucion de su tamafio. Se muestra un total
de 7 clases, cada clase se basa en el numero de células (2%).

En la cruza ST se observé mayor nimero de machas sencillas (zwh) en las clases 1, 2 y 3, para
los tratamientos, y en menor medida de las clases 4, 5 y 6, observandose que un nimero mayor
de manchas en el control positivo, respecto a los otros tratamientos. En caso de las manchas
gemelas (zwh/flr’) se observaron en el control positivo, de la clase 3 a la 7, mientras que en los
demads tratamientos solo se observaron dos machas de la clase 4 en simazina al 1% (Tabla 10y
Grafica 3).

En la cruza HB se observé un mayor numero de machas sencillas (mwh) en las clases 1y 2,
para los tratamientos, y en menor medida de las clases 3, 4, 5 y 6, observandose un numero
mayor de manchas en el control positivo, respecto a los otros tratamientos. En caso de las
manchas gemelas (mwh/flr’) se observaron en el control positivo a partir de la clase 2 hasta la 5,
mientras que, en los demds tratamientos, solo se observé una macha de la clase 4 en simazina

al 1% y al 2.5% (Tabla 11 y Grafica 4).

Tabla 10. Distribucion por tamafio de manchas sencillas (zwh) en la cruza ST

Tratamiento/ Clase de tamafo de mancha Total de | Promedio
manchas | (total de
Concentracion (Células 27
manchas
(%) / o
1 2 3 4 5 6 Aumero
total de
1 2 (3-4) (5-8) (9-16) (17-32) moscas)
Control (-) H2O 7 3 1 - - - 11 0.18
Control (+) 149 124 74 26 5 4 382 63. 67
MMC 0.15 mM
Simazina 1% 6 4 3 - - - 13 0.22
Simazina 2.5% 8 8 3 - - - 19 0.32
Simazina 5% 12 5 - 3 1 - 21 0.35
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Tabla 11. Distribucién por tamafio de manchas sencillas (zwh) en la cruza HB

Concentracién Clase de tamafno de mancha Total de | Promedio
(%) manchas | (total de
(Células 2%
manchas
1 2 3 4 5 6 /R
total de
(1) 2 (3-4) (5-8) (9-10) (17-32) moscas)
Control (- H2O 11 5 2 - 2 - 20 0.33
Control (+) 173 172 101 24 7 - 477 79.5
MMC 0.15 mM
Simazina 1% 22 4 2 - - - 28 0.47
Simazina 2.5% 15 17 1 - 1 1 35 0.58
Simazina 5% 20 12 1 1 2 - 36 0.6
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Grafica 3. Distribucién por tamafio de manchas simples inducidas por la simazina comercial,

en alas de Drosophila melanogaster de la cruza ST
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Grafica 4. Distribucién por tamafio de manchas simples inducidas por la simazina comercial,

en alas de Drosophila melanogaster de la cruza HB.
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VI Discusion

El incremento demografico a nivel mundial en los dltimos afios, ha causado que las grandes
industrias empleen como estrategia la venta de plaguicidas con el fin de generar una
produccion de alimentos que contribuya a cubrir su demanda mundial, fomentando asi la
agricultura intensiva (Rey, 2013) y causando un aumento en los dafios sobre el ambiente y
sobre el ser humano. Este dltimo al estar expuesto al plaguicida es susceptible de manera
directa o indirecta a dafios genéticos (World Health Organization, 2016).

Por lo anterior, es importante estudiar y determinar los efectos que ocasionan dichos
plaguicidas, siendo el interés principal de este trabajo el del herbicida simazina, el cual se ha
visto que provoca pérdida de peso y leucemia a corto plazo y a largo plazo produce temblorina,
dafo en los testiculos, rifiones, higado y tiroides, mutaciones génicas y cancer (Galindez, 2010).

En la prueba de toxicidad de la simazina comercial Simanex 50SC sobre Drosophila melanogaster
(Tabla 7 y Grafica 1), se observé que el porcentaje de supervivencia de la cruza ST disminuye a
medida que se incrementa la concentracion del herbicida, mostrando asi, una relacion
dependiente de la dosis y obteniéndose una ClLs,del 5% de Simanex 50SC.

En estudios previos con simazina comercial se reporta que en ratas posee una ClLsy >1.8 mg/L
en la inhalacién por 4 h (Larson, 1987), una DILs, >10,000 mg/kg (AMR Biological Research,
1972% y >5,000 mg/kg (AMR Biological Research, 1972"). Para los conejos, una DILs, >10,000
mg/kg (Kuhn, 2000%) y >2,000 mg/kg (Kuhn, 2000") al administrarla en la piel, con la simazina
comercial 4L (concentrado liquido de 40%).

Con la simazina 4G (granulado de 4%) se reporta una DLsjoral >5,070 mg/kg en ratas y una
DLso dérmica >2,100 mg/kg en conejos (Ciba-Geigy, 1981). En simazina 90DF (en polvo a
90%) una CLs) >2.4 mg/L en la inhalaciéon por 4h (Hazleton, 1978), una DLsy oral >5,000
mg/kg en ratas (Stillmeadow, 1978%) y una DLsy dérmica >2,000 mg/kg en conejos
(Stillmeadow, 1978"). Por lo tanto, las DLsyy Cl.s de la simazina varfa dependiendo la especie
y la via de administracion, asi como también el grado de pureza del herbicida comercial que se
aplica.

Por otro lado, estudios relacionados con la genotoxicidad de la simazina muestran resultados
negativos para el ensayo de intercambios de cromatidas hermanas (SCE) a las concentraciones
de 0.15, 0.5, 1.5, 5, 10, 15 y 30 ng/ml; en el ensayo de micronicleos con las concentraciones de
10 y 30 pug/ml (Dunkelberg ¢ al, 1994; Kligerman ez al., 2000%; Suarez et al., 2003); y para las
aberraciones cromosémicas al exponetlo a concentraciones de 2.5, 5, 10, 15, 25 y 37.5 ng/ml
(Kligerman ez al., 2000%), todos estos estudios realizados con linfocitos de sangre periférica
humanas a partir de cultivos 7 vitro. Sin embargo, en un estudio realizado por Ghiazza ez al.
(1984) se observé un pequeno aumento en el SCE; sin tener especificacion de las
concentraciones utilizadas en este ultimo. Sumado a esto, la simazina también ha dado
resultados contradictorios al ser positivo (Simmons ¢# a/., 1979) como negativo (Waters et al.,
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1982) en el ensayo de sintesis de DNA no programada (UDS) realizado en fibroblastos de
pulmoén humano, sin tener especificacion de las concentraciones.

En otros organismos se obtuvieron resultados diferentes. En Saccharomyces cerevisiae presentod
conversion de genes a 1000 pg/mL (Siebert y Lempetle, 1974), en Salmonella typhinurium y en
Escherichia coli hay efecto de mutacién inversa, sin tener especificacion de las concentraciones
(Seiler 1973; Simmons e# al, 1977). En el hamster chino (Cruwetulus Griseus) los ensayos de
intercambio de cromatidas hermanas (SCE) con células de ovario (0.08 pg/mL) y pulmén V79
(2 pg/mlL), los resultados fueron negativos (Waters e al., 1982; Kuroda ¢# al, 1992; Biradar y
Raybrun, 1995"). Mientras que en estudios realizados en ratén (Mus muscnlus), se obtuvieron
resultados negativos utilizando el ensayo cometa de micronucleos en médula 6sea y en
leucocitos a concentraciones de 500, 1000, 2000 mg/kg (Waters ez al., 1982; Kligerman ef al.,
2000°; Tennant e al, 2001).

Con respecto al efecto en las plantas, la simazina no di6 lugar a la formacién de micronucleos
en Tradescantia paludosa, a 200 p.p.m. (Ma et al, 1984). Sin embargo, si indujo mutaciones y
aberraciones cromosomicas en otras especies, tales como Hordeun vulgare a 200 p.p.m. (Wuu y
Grant, 1966; 1967%), Fragaria ananassa a 2 p.p.m. (Malone y Dix, 1990), Vuia faba a 200 p.p.m.
(Wuu y Grant, 1967"), Crepis capillaris a 1000 p.p.m. (Voskanyan y Avakyan, 1984) y Zea Mays a
100 p.p.m. (Plewa ez al., 1984).

En estudios realizados con D. melanogaster, la simazina mostré un aumento en las mutaciones
letales recesivas ligadas al cromosoma X cuando se inyecté el herbicida a los machos 6 ng/ kg,
pero no se observo el mismo efecto cuando se alimento a las larvas a la concentracion de 6000
ug/ mL (Murnik y Nash, 1977), ni se produjo aneuplodias al inyectar 10 ng/kg de simazina
(Benes y Sram, 1969).

Comparando los resultados en la literatura consultada con los que se obtuvieron en este trabajo
no se observa una correlaciéon clara, debido a que algunos de los ensayos presentan una
respuesta contradictoria, ya que, se obtuvieron resultados tanto negativos como positivos en el
mismo ensayo. Debido a lo anterior, hay que considerar diversos factores como las diferencias
metodolodgicas, las fuentes y la pureza del producto quimico, asi como los disolventes y el
analisis estadistico utilizado (Kligerman ez a/, 2000"). Ademas, en el Departamento de
Regulaciéon de Pesticidas (2013) se hace mencién en que los pocos estudios de simazina
reportados que mostraron efectos positivos débiles y con valores cuestionables, ya que estos
estudios carecfan de controles positivos, fueron mal disefiados y/o fueron preliminares;
ademas de que en algunos ensayos de la literatura consultada no se puede acceder a las
concentraciones utilizadas, por ser estudios inéditos presentados a la Agencia de Proteccion del
Medio Ambiente o a la Organizacion Mundial de la Salud, dificultando asi la comparacién de
los resultados.

Sin embargo, se puede sugerir que existen similitudes para el ensayo de SCE y el de
micronucleos, ya que se encontraron en ambos resultados negativos (Waters ez al, 1982;
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Kuroda ef a/, 1992; Biradar y Raybrun, 1995 Kligerman e a/., 2000% Tennant e# al, 2001).
Estos ensayos permiten detectar agentes clastogenicos, es decir son el reflejo del dafio al DNA
(Eastmond y Tucker, 1989; Speit y Henderson, 2005), causado por la exposicion a algin
xenobidtico. Lo cual apoyaria los resultados negativos (Tabla 8), obtenidos en el ensayo
SMART para la cruza estandar con los niveles basales de P450s.

En el caso de los ensayos realizados en plantas se puede observar que la simazina induce
mutaciones y aberraciones cromosomicas en la mayorfa de los ensayos en los que se ha
probado. Se reportan resultados positivos en malezas como Crepis capillaris, 1 icia faba, Zea Mays
y Fragaria ananassa; a excepcion de Tradescantia paludosa que mostrd resultados negativos en
micronucleos. Una posible explicacién de estas diferencias entre animales y plantas; es el
metabolismo de compuestos xenobidticos en estas ultimas, que, aunque se asemeja al de los
animales al poder llevar a cabo las reacciones de fase I (hidrolisis, oxidacion y reduccion) y fase
IT (conjugacién de los metabolitos generados en la fase I) (Sandermann, 1992), pero dado que
en las plantas no existe un sistemas excretor, para desechar los metabolitos generados en la
fase 11, éstos son polimerizados y/o incorporados a sus componentes estructurales, logrando
almacenarse e inactivarse o, por el contrario, causar dafio en la planta misma, mientras que en
el caso de los animales, el sistema excretor facilita la eliminacion de los metabolitos resultantes
(Pimentel ez al. 2000).

Esto explicaria el porqué la mayoria de los estudios realizados en plantas se obtienen resultados
positivos (como se puede observar en el anexo). Sumado a esto, en un ensayo realizado por
Means ez al. (1983), en el que se tomaron extractos de plantulas de maiz y los analizaron por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de fase inversa, encontrando que, la exposicion a
100 p.p.m. de atrazina, simazina y cianazina respectivamente, resulté en una fracciéon tnica que
contenfa niveles enriquecidos de mutageno (MW 1000). La cual no estaba presente en los
controles negativos de los extractos de las plantulas. Lo anterior se comprob6é mediante un
ensayo de cromatograffa (HPLC), con los extractos de las plantulas de mafz expuestas a las s-
trazinas marcadas con '*C, donde se observé que el 89% de las s-triazinas marcadas, mostraron
una fraccién mutagénica; reforzando la idea de que la simazina es un mutageno bioactivado en
las plantas (Plewa ez a/., 1984), representando asi, un riesgo para la salud de los animales, que
como se ha mencionado anteriormente los metobolitos al ser almacenados en la planta, éstos
son liberados en el tracto digestivo o en otros 6rganos de los animales que la consumen, entre
ellos el ser humano (Sandermann, 1988).

En cuanto los estudios realizados en D. wmelanogaster con diferentes herbicidas, tales como
triazoles (amitrol) y triazinas, estas ultimas pertenecientes a la misma familia que la simazina;
asi como el metribuzin, la prometrina y la terbutrina, con las cruzas ST y HB. Mostrando un
aumento en la frecuencia de manchas pequefias simples, grandes y totales en el caso del amitrol
a 0.5 mM y 1ImM en ambas cruzas (Kaya e 2/ 2000), apoyado por un reporte previo de
Tripathy ef al. (1990) utilizando el mismo ensayo 7 vivo en Drosophila, reafirmando, la capacidad
del mismo para ejercer un efecto genotdxico; mientras que la terbutrina indujo un ligero
aumento en la frecuencia de manchas pequefas simples y totales, a la concentraciéon de 5 mM

30



para la cruza ST; sin embargo, los autores al realizar una prueba estadistica de correccion de
Bonferroni mostré ser un falso positivo (Kaya e /. 2000). En otro estudio se probé la atrazina
con la cruza ST, la cual indujo un aumento significativo a las concentraciones de 1, 5 y 10 mM,
en la frecuencia total de manchas y en las manchas pequefias simples (Torres ¢z a/, 1992); dadas
por eventos de delecion, mutaciones puntuales y no disyunciones, ademas de que la presencia
de manchas pequefias simples (zwh o fIr’) se producen durante los ultimos ciclos mitéticos en
la pupa (Graf e al., 1984).

Comparando las triazinas y el triazol, probados en D. melanogaster, con los resultados obtenidos

en este trabajo, se puede observar que la simazina resulté ser mas genotéxica para D.

b
melanogaster, dado que presenté una respuesta positiva a las concentraciones de 2.5% y 5%;
para la cruza HB (0.3 mM y 0.6 mM respectivamente), las cuales resultan ser menores a la

terbutrina, la atrazina y el amitrol (a excepcion del 0.5 mM).

En cuanto a la respuesta en la frecuencia de manchas, se puede observar que tanto el amitrol,
como la terbutrina y la atrazina producen un incremento en la frecuencia total de manchas;
mientras que en la simazina, aunque indujo manchas totales en todas las concentraciones
probadas (1%, 2.5% y 5%), éstas resultaron inconcluyentes en la cruza ST (Tabla 8 y Grafica 2),
mientras que para la cruza de HB solo fue positivo a las concentraciones de 2.5% y 5% de
simazina comercial (Tabla 9 y Grafica 2). Ademas, en los resultados reportados en la literatura,
el amitrol, la terbutrina y la atrazina, asi como en el realizado en este trabajo para la simazina,
muestran resultados negativos para las manchas gemelas en ambas cruzas (Tablas 8 y 9); siendo
significativamente inferiores a las frecuencias de manchas totales encontradas con la
Mitomicina C (0.15 mM), agente alquilante que provoca el entrecruzamiento de la doble
cadena del DNA, lo que resulta en la mutagénesis, rotura de cromosomas, recombinacién
genética y la inhibicién de la sintesis de DNA (Kinoshita et al., 1971; Tomasz, 1995; Mao et al.,
1999), rechazando la posibilidad de considerar al herbicida como agente que genere
recombinacion genética, mediante el ensayo SMART.

Por otro lado, el tamafio de las manchas es un indicador del momento en el cual ocurtié la
inducciéon del dafio. En este estudio, la simazina indujo un incremento significativo en las
manchas pequenas simples en la cruza HB (Tabla 8 y Graficas 4), lo cual puede indicar que el
herbicida tiene una accién indirecta, es decir, la simazina requirié ser activada para producir un
dafio genotoxico, dando como resultado la formaciéon de un mayor nimero de manchas
pequenas simples en relacién a las manchas grandes simples, las cuales se presentan cuando el
compuesto actia en las etapas iniciales de division mitética en la larva de tercer estadio
(Jiménez e al., 2011).

Mientras que, en la literatura, solo el amitrol fue positivo para las manchas grandes simples; la
presencia de éstas puede deberse a que el amitrol pertenece a otra familia de herbicidas, los
triazoles, con férmula quimica general C,Hi4Ni. El amitrol actia de manera sistémica, se
absorbe por las hojas y las raices, inhibiendo la sintesis de carotenoides (UNA, 2016). Ademas,
éste también actia como un inhibidor competitivo de la imidazol-glicerol fosfato deshidratasa,
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codificada por el gen HIS3. Esta enzima cataliza la sexta reaccion para la biosintesis de la
histidina (EMBL, 2016), aminoacido esencial en animales, afectando as{ su metabolismo (Hill ez
al., 2014), dando una posible explicacién a los resultados obtenidos por Tripathy ez a/. (1990) y
Kaya e al (2000) al alimentar a larvas de D. melanogaster con amitrol, el cual provocéd un
incremento en la frecuencia de manchas totales, de manchas pequefias simples como de las

grandes.

Finalmente, otro punto importante a resaltar es que solo se observaron resultados positivos en
la cruza de alta bioactivacién con simazina, en comparaciéon con los otros herbicidas
(terbutrina y atrazina), en los cuales si se observé una respuesta positiva en la cruza estandar.
Esta diferencia se puede atribuir a que la cruza estandar tiene un sistema enzimatico con
niveles basales de los citocromos P450, mientras que la de alta biactivacion es resistente al
DDT por la sobreexpresion constitutiva de dichos citocromos que se encuentran en los
cromosomas 1 y 2, lo que permite evaluar compuestos que necesitan ser metabolizados para
reaccionar con el DNA (promutiagenos o mutagenos indirectos), a diferencia de la cruza
estandar donde los niveles basales de estas enzimas son suficientes para evaluar a los
mutagenos de accién directa (Pilleo y Rodrigo, 2005). Tal y como se puede observar con el
kaempferol, un flavonoide que no resulta ser genotdxico para las células pulmonares V79 en la
ausencia de un sistema metabdlico externo, pero que, en la presencia de un sistema de
metabolizacién externo, como la fraccién S9 de higado de la rata, conduce a un aumento de su
genotoxicidad dada por su biotransformacién a través del sistema de monooxigenasa
citocromo P450 (Silva ez al, 1997).

Lo anterior también puede explicarse por la biotransformacién de las clorotriazinas que es
llevada a cabo por procesos de alquilacién, decloracién y conjugacion, donde posteriormente,
los metabolitos resultantes pueden interactuar con otras células a través de biomoléculas que
afectan células, tejido y el metabolismo de los organismos. En la literatura, Pogrmic e a/. (2012)
observaron que la sobreexpresion de citocromos aumenta la produccion de especies reactivas
de oxigeno debido a la disminucién de la actividad de las enzimas antioxidantes en los tejidos
periféricos susceptibles, como las células intersticiales testiculares, induciendo o aumentando el
estrés oxidativo; y la formacién de complejos disminuye la relacion entre el glutation reducido
(GSH) y el glutation oxidado (GSSG) del higado en presencia de una clorotriazina.

Durante el estrés oxidativo, las especies reactivas, radicales libre y/o derivados metabdlicos
puede danar u oxidar lipidos, proteinas y moléculas de acidos nucléicos que causan alteraciones
metabolicas (Severi ef al, 2013). Por lo que esto supondria que, en presencia de la simazina, se
activan por la sobreexpresion del sistema de las monoxigenasas del citocromo P450,
produciendo efectos genotodxicos por lo que podtia estar ocurriendo una bioactivacion del
herbicida via metabolismo.

Por lo tanto, con los resultados obtenidos en el presente estudio, el uso del ensayo en células

somaticas de las alas en D. melanogaster para la evaluacion de la simazina comercial (Simanex 50
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SC®), proporciona informacién adicional e importante sobre los mecanismos de

genotoxicidad de la simazina en estos organismos.

IX. Conclusiones.

Los resultados observados en el ensayo SMART en ala de Drosophila melanogaster nos indican
que la simazina comercial no indujo efectos genotéxicos en la cruza estandar, pero si mostréd
un efecto genotdxico en la cruza de alta bioactivacion en las concentraciones de 2.5% y 5% del
herbicida.

La diferencia entre ambas cruzas puede atribuirse a que la cruza de alta bioactivacién, presenta
una sobreexpresion constitutiva de los citocromos P450, lo que permite evaluar compuestos
que necesitan ser metabolizados para reaccionar con el DNA, es decir, la biotransformacién de
la simazina, se llevé a cabo gracias a la presencia de enzimas P450 que estan sobreexpresadas

en la cruza HB.

Por tanto el empleo del ensayo SMART proporcioné informacién adicional sobre los

mecanismos de genotoxicidad inducidos por la simazina en Drosophila melanogaster.
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XI1. Anexo. Caracterizacion de los efectos genéticos y toxicologicos de la simazina.

Resultados

Sin el
sistema

metabolico
exogeno

Dosis?
Con el (DEB

sistema 0
metabdlico DAI)
exogeno

Referencia

Escherichia coli PQ37, * - NR Mersch-Sundermann
ensayo Induccion de genes et al.

SOS (1988)

Salmonella typhimurium - * 2000 ug Environmental
TA1978/TA1538 and Protection
SL525/SL4700, Agency (1984)
toxicidad diferencial

Bacillus subtilis rec strains, - * 1000 ng Kuroda ez al. (1992)
toxicidad diferencial

Salmonella typhimurium * - NR Simmon ez al. (1977)
TA100, TA98, TA1535,

TA1537, TA1538, mutacion

inversa

Salmonella typhimurium - - 5000 ng Environmental
TA100, TA98, mutacion Protection

inversa Agency (1984)
Salmonella typhimurium - - 1000 pg Environmental
TA100, TA1535, TA1537, Protection

TA1538, mutacion inversa Agency (1977)
Salmonella typhimurium * +¢ NR Means ¢ al. (1988)
TA100, mutacion inversa

Salmonella typhimurium - - 1000 ug  Mersch-Sundermann
TA100, TA102, TA97, et al.

mutacion inversa (1988)

Salmonella typhimurium - * NR Seiler (1973)

TA1530, TA1531, TA1532,
TA1534, G406,
mutacion inversa
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Salmonella typhimurium NR Andersen et al. (1972)
(eight unidentified strains),
mutacion inversa
E'scherichia coli, mutacion NR Fahrig (1974)
directa
Escherichia coli WP2 uvr, 1000 ug Environmental
mutacion inversa Protection

Agency (1984)
Serratia marcescens, NR Fahrig (1974)
mutacion inversa
Saccharomyces cerevisiae, NR Fahrig (1974)
conversion génica
Saccharomyces cerevisiae, 1000¢ Siebert y Lemperle
conversion génica (1974)
Saccharomyces cerevisiae 50 000  Environmental
D3, homocigosis por Protection
recombinacion Agency (1977)
Saccharomyces cerevisiae 25000  Environmental
D7, recombinacion mitotica Protection

Agency (1984)
Saccharomyces cerevisiae 25000  Environmental
D7, mutacion inversa Protection

Agency (1984)
Saccharomyces cerevisiae 25000  Environmental
D7, conversion génica Protection

Agency (1984)
Saccharomyces cerevisiae, 5 Emnova ez al. (1987)
mutacion inversa
Neurospara crassa, NR Griftiths (1979)
aneuplodia
Hordeum vulgare, 1000 Wuu y Grant (1966)
mutacion
Hordeum vulgare, 200 Stroev (19687
mutacion
Rizobium meliloti, 5000 Kaszubiak (1968)
mutacion
Zea mays, chlorophyll, 200 Morgun et al. (1982)
mutacion
Zea mays, mutacion NR Plewa ez al. (1984)
Fragaria ananassa, 2 Malone y Dix (1990)
mutacion
Tradescantia paludosa, 200 Ma et al. (1984)
micronucleos
Hordeum vulgare, 500 Wuu & Grant (1960)
aberraciones cromosémicas
Hordeum vulgare, 500 Wuu & Grant (1967%)
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aberraciones cromosOmicas spray
Hordeum vulgare, ) * 500 Stroev (1968
aberraciones cromosOomicas
Hordeum vulgare, (+) * 500¢ Kahlon (1980)
aberraciones cromosdmicas
Vicia faba, aberraciones + * 200¢ Wuu & Grant (1967
cromosomicas
Vicia faba, aberraciones + * 5 Hakeem & Shehab
cromosomicas (1974)
Vicia faba, aberraciones (+) * 1000 Kergommeaux e/ al.
cromosomicas (1983)
Allium cepa, aberraciones + * 20 Chubutia & Ugulava
cromosomicas (1973)
Crepis capillaris, + * 1000 Voskanyan y Avakyan
aberraciones cromosomicas (1984)
Drosophila melanogaster, - * 10 ng/  Benes & Sram (1969)
mutacion letal recesiva inj
ligada al sexo
Drosophila melanogaster, + * 6 Murnik y Nash (1977)
mutacion letal recesiva ng/fly
ligada al sexo inj
Drosophila melanogaster, - * 6000 Murnik y Nash (1977)
mutacion letal recesiva ug/
ligada al sexo oral
Drosophila melanogastet, + * 2000 Tripathy ez al. (1995)
mutacion letal recesiva ug/
ligada al sexo oral
Drosophila melanogaster, + * 6000 Murnik y Nash (1977)
mutacién letal dominante ug/

oral
Drosophila melanogaster, - * 6000 Murnik y Nash (1977)
aneuplodia ug/

oral
Mutacion del gen, de las - +) 300 Environmental
células del linfoma L5178Y Protection
de ratén in vitro, locus tk in Agency (1984)
VItro
Intercambio de cromatidas - * 1700 Environmental
hermanas, en células de Protection
ovario de hamster chino in Agency (1984)
vitro
Intercambio de cromatidas - * 2 Kuroda ez al. (1992)
hermanas, en células
pulmonares V79 de hamster
chino in vitro
Intercambio de cromatidas - * 0.01 Biradar & Rayburn
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hermanas, en células de (19959
ovario de hamster chino in
VItro

Intercambio de cromatidas (+) * NR Ghiazza et al. (1984)
hermanas, en linfocitos
humanos in vitro

Intercambio de cromatidas - - 10 Dunkelberg ez al.
hermanas, en linfocitos (1994)
humanos in vitro

formacion de micronucleos, - * 500/ Environmental
en médula 6sea y sangre oral Protection
periférica de ratén in vivo Agency (1984)

2+positivo, (+) débilmente positivo; - negativo; * No probado

®DEB dosis efectiva mas baja; DAI, dosis mas alta inefectiva. A menos que se indique lo contrario,
ensayo in-vitro, ug /mL; ensayo in vivo, mg/kg de peso corporal por dia /; NR, no reportado; inj
inyeccion; oral

¢ Ensayo probado con extracto de Zea mays con Simazina

4Herbicida comercial
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