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ABSTRACT

Several chemicals are not mulagens by themselves but they need plant or animal
metabolism to induce damage to DNA, meaning a promutagen is franformed in mutagen through
metabolic activation. Butylate and molinate are thiocarbamic herbicides widely used in Mexican
agricuiture, however there are few evaluation of their genetoxic potencial

Taken in account that human and animal health risk to pesticides could be direct or
indirect, In this work it was analyzed the influence of VFiciu fuba metabolism to biotransform the
thiocarbamic herbicides molinate and butylate through the damage produced to the same plant
using SCE analysis and in vive activation. The roots were exposed to the herbicides and its
extracts were applied to human lymphocyte culture The activation systems containing the
enzymatic S10 fraction of the plant roots in vitre were also added to human lymphocyte cultures
in several concentrations of both herbicides in order to evaluate the cytogenetic effects by scoring
the SCE.

In this work the results obtained with molinate and butylate treatments in Vicia fiuba root
tip meristems, showed that both herbicides produced significant increase of SCE from the control
employing the Newman-Keuls multiple comparisons test (p<0.001) and a concentration-response
relationship was observed Metaphase cells were not found in 100 ppm of molinate and 300 ppm
of butylate. This herbicide produced SCE and was less Loxic than molinate.

The direct treatments with both herbicides showed that they are not direct mutagens in
cultured human Jymphocytes. However both were cytotoxic since 300 ppm produced cell death
When the extracts of the roots treated for 4 I with molinate and butylate were applied 1o
tymphocyte cultures a positive response was oblained. The SCE frequencies increased significantly
from 100 to 300 ppm of molinate, but with 400 ppm decreased to control values. Meanwhile
butylate increased SCE in a concentration-response relationship, it was not phytotoxic for the
roots but the extracts were cytotoxic for lymphocytes producing cell death at 500 ppm,

The in vitro assays with and without S10 Vicia metabolic fraction in which molinate and
butylate was added at 48 h lymphocyte cultures for 4 h treatment alone or in combination with the
S10 mixture, showed negative response when both herbicides were applied directly, cellular death

was produced by 300 ppm molinate and 200 ppm butylate. However in the treatments where the
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$10 metabolic fraction was added the frequencies of SCE obtained were significantly higher than
those the contro! in the Newman-Keuls multiple comparisen test {p<0.001) and a concentration-
response retationship were not observed with molinate. At 50 ppm significant differences of SCE
appeared, it was asymptotic up to 200 ppm and decreased to control values when 300 ppm were
applied. The herbicide did not affected the lymphocyles because no mitotic inhibition occurred
with direct treatments, 300 ppm induced cell death, meanwhile when $10 mix was added cell
death did not appear. With butylate the SCE frequencies also increased with 50 ppm and a
concentration-response-relationship was noted. The same detoxification behaviour was observed,
when the herbicide was apphed without S10 mix cellular death was provoked at 200 ppm,
meanwhile with 510 mix this fenomenon was induced ;11 300 ppm.

Comparing both plant activation systems, in vive SCE frequencies were higher than in vitro.

This show that both herbicides need the Vicin faba metabolism to produce damage to the
DNA, meaning that the ezymatic system of the broad bean root can biotransforme both herbicides
to mutagenic metabolites or produce highly reactives to  DMNA. Possibly molinate and butylate
sulfoxide are involved in the genetic damage to the lymphocytes in culture, due to these
metabolites that are the active forms of these herbicides behave as alkylant agents, thus are the
potential candidates 10 interact with DNA.

To be certain about the metabolic capacity of the Viciu fubu roots in vive as wel} as in vitro,
ethanol was used as positive control. It showed to be a promutagen activated by the broad bean in
both systems doubling the SCE values in the lymphocytes obtained by direct treaiments,

The protein concentration used in the S10 mix was constant (ir vitre activation) besides when
the extracts obtained of roots treated with both herbicides and the positive control were applied
1o lymphocylte culture the protein concentrations were not different from the negative control
with the exception of the higesth concentration of molinate that produced a decrease in protein
synthesis.

The mitotic (M1) and replication (R1} indexes of human lymphocyte cultures (HLC) were
determined through the evaluation of the effects of the tiocarbamic herbicides butyiate and
molinate with and withouth metabolic activation by Vicia fauba in vive and in vitre. Direct
treatment with butylate and molinate on HLC for 48 hours delayed cell cycle and increased the

frequency of M1 cells, higher concentrations produced cell death. M1 decreased to control values



in concentration related maner. When the roots extracts (in vivo activation) treated with butylate
were added to HLC for 48 h celf cycle was stimulated, and RI was not modificated, while MI
decreased to control values. Molinate showed an opposite effect :;f on cell cycle, MI and RI
decreased and 400 ppm had no affect on the these parameters.

Both herbicides applied directly to HLC for 4 hours stimulated cell cycle, increased the
frequency of M3 ceils and produced cell death at higher concentrations. RI were not affected by
any of the pesticides, but MI was diminished to control values by molinate. The butylate with in
vifro activation showed simifar effects for Mi, RI, except for molinate had not action on the Ml
and RL

On the other hand, RI and MI were not affected by ethanol with and without metabolic
activation in vive and in vifro, but had a positive response in vitro assays, stimulating cell cycle
and increasing M3 cells frequency. The Picin fabe extracts alone and S10 mixture had not
affected RI and MI.

The tiocarbamic herbicides butylate and molinate with and withouth plant activation in
vive by Vicia faba roots showed altered Ml and Rl. The results suggested thar RI and MI

measurements are useful to screen potential toxic activity of pesticides.



RESUMEN
Algunos agentes quimicos actian directamente sobre ¢l DNA, mientras tanto que otros

requieren del metabolismo animal o vegetal para producir dailo, los cuales son denominados
promutagénos.

El butilate y ntolinate son herbicidas tiocarbimicos ampliamente utilizados en la agricultura
mexicana, sin embargo, son pocos los estudios realizados a nivel genotoxico.

Tomando en cuenta ¢l riesgo que representan los pesticidas para la salud animal y humana
ya sea directa o indirectamente, en este trabajo se investigd el papel del metabolismo de Vicia
Jfuba para biotransformar al butilate y al molinate y el dafio producido en la planta misina a través
del anatisis de intercambios de cromatidas hermanas (ICH), utilizando como sistema de aciivacién
in vivo a las raices, las cuales se expusieron a los dos herbicidas y sus extractos fieron aplicados a
cultivos de linfocitos humanos. El sistema de activacion in vitre consistio en la fraccion
microsomica S10 de las raices, coincubando las diferentes concentraciones con los mismos
pesticidas para determinar su efecto mediante la misma prueba citogenética.

En este trabajo se evidencia que los tratamientos con el butilate y el molinate en los
meristemos apicales de la raiz de Vicia fauba, con ambos herbicidas incrementan significativamente
ef ICH, al aplicar la prueba de comparacion miltiple Neuman-Keuls con respecto al testigo v se
observé una relacidn concentracton-respuesta  Con 100 ppm de molinate y 300 ppm de butilate
no s¢ encontraron metafases, por lo tanto este (iltimo €5 menos tdxico que el mofinate

Los resuitados obtemdos con los tratamientos directos con ambos herbicidas en los
cultivos de linfocitos humanos demostraron que no son mutagenos directos. Sin embargo a 300
ppm, ambos fueron citdxicos ya que inhibieron ta mitosis y produjeron muerte celular. Cuando se
aplicaron los extractos de las raices tratadas con el molinate y el butifate a los cultivos de linfocitos
humanos (CLH) por 48 h se obtuvo respuesta positiva Las frecuencias de ICH aumentaron
significativamente en relacion directa a la concentracién, de 100 ppm a 300 ppm de molinate, pero
con 400 ppm disminuyo al valor testigo y fueron fitotdxicos para las raices del haba, mientras que
con el butifate se not6 una relaciéon concentracién-respuesta, con 500 ppm  se provocaron efectos

16xicos para los linfocitos ya que inhibieron la mitosis hasta producir muerte celular y no hubo

fitoxicidad.



Cuando fueron adicionados el molinate y el butilate por 4 h a los cultivos de linfociios
humanos de 48 h (sistema de activacion in vitro, sin la fraccion metabolica S10 de Vicia faba)
mostraron respuesta negativa. Con 300 ppm de molinate y 200 ppim de butilate se indujo la muerte
celular. Sin embargo, cuando se agregd la fraccidn S0, ambos herbicidas aumentaron
significativamente el ICH con relacion al testigo, lo que se evidencié al aplicar la prueba de
Neuman-Keuls (P<0.001). A partir de 50 ppm de butilate se notd un claro comportamiento de
concentracion-respuesta y con 200 ppm produjo muerte celular, mientras gue con el molinate esta
respuesta fue asintdtica con 100 y 200 ppm, con 300 ppm de molinate disminuyé al valor testigo y
no afectd a los linfocitos ya que no ocurrid inhibicién de ia mitosis, mientras que en forma directa
causo fa muerte celular.

Al comparar ambos sistemas de activacion vegelal, la frecuencia de ICH fue mayor in vive,
que en in vitro.

Esto demuestra que ambos herbicidas requieren del metabolismo de VFicia fuba para
producir daiio en ¢l DNA, lo que significa que el sistema enzimatico de la raiz del haba puede
transformar a los dos herbicidas 2 productos metabdlicos altamente reactivos al DNA.
Posiblemente los sulfoxidos de molinate y de butilate estén implicados en el dabo genético
provocado en los linfocitos humanos en cuitivo ya que estos tienen accion alquilante y son las
formas activas de estos herbicidas, por o tanto, son candidatos para interactuar potencialmente
con el DNA.

Para tener la certeza de la capacidad metabdlica de Vicia fuba tanto in vive como in vifro,
se empled al etanol como testigo positivo que mostrd ser un promutigeno del haba en ambos
sisternas, al duplicar el valor del {ICH de los linfocitos

El contenido de proteinas en Jos extractos de las raices de Vicia fabe tratadas con
molinate, butilate y etanol fueron semejantes al del testigo (4.0 pg/pl), excepto con el molinate ya
que a concentraciones elevadas disminuyeron la sintesis de proteinas En el sistema de activacion
in vitre la concentracion de proteinas usada fue constante de 10 pg/mi

Los indices mitético (IM) y de replicacion (IR} en linfocitos humanos en cultive (LHC)
fueron determinados para evaluar los efectos de los herbicidas tiocarbamicos, butiate y molinate,
con y sin activacion metabolica por la raiz de Vicin fuba in vivo e in vifro. En los tratamientos

directos por 48 h a los CLH, el butilate y el molinate retrasaron ¢l ciclo celular € incrementaron fa



frecuencia de M1 y a concentraciones elevadas cdusaron la muerte celular. El IM disminuy6
conforme avmentd la concentracion Cuando se agregaron los extractos de las raices de Vicia
faba tratadas con ¢l builate (sistema de activacion in vive) a los CLH por 48 h, al comparar con
el testigo se noto que ¢l ciclo celular fue estimulado y el IR no fue alterado, pero el IM descendio
en relacion a la concentracion El efecto fire inverso sobre el ciclo celular con los extractos del
molinate, el IM e IR se redujeron y a partir de 400 ppm no se mostré efecto sobre éstos
parametros.

Ambos herbicidas aplicados directamente por 4 h a los CLH estimularon el ciclo celular,
incrementaron la frecuencia de células M3 y ocasionaron muerte celular a concentraciones
elevadas. El IR no fue modificado por los dos plaguicidas, excepto que con el moiinate bajé el IM
En presencia del sistema de activacion metabdlica in vitre, el butilate tuvo el mismo efecto scbre
el ciclo celular, ¢l IM y el IR. Con el molinate no se afectaron éstos pardmetros y no tuvo accion
sobre ef ciclo celular

Por otra parte, ¢! etanol aplicado sin y con activacion metabélica in vive e in vifro no tuvo
efecto sobre los tres criterios de evaluacion, excepto que estimuld la cinética de prliferacion
celular (CPC) y aumentd la frecuencia de células M3 en el ensayo in vifro.

La fraccidn enzimatica y la mezcla S10 utilizadas en los sistemas de activacion metabolica
in vivo ¢ in vitre no mostraron efecto sobre la CPC, el IM y el IR

1.os resultados de los herbicidas tiocarbamicos butilate y molinate sin y con la activacion
metabGlica por las raices de Viciu febu in vive evidenciaron su accidn toxica sobre la

profiferacion y el indice mitétice de los linfocitos humanos en cultivo.
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L INTRODUCCION

La economia agricola depende de la intensa aplicacién de compuestos quimicos sintéticos
con propiedades plaguicidas, sin embargo, su uso ha traido graves consecuencias en la
contaminacion de algunos lagos, rios, suelos, los alimentos agricolas y ha porovacado
alteraciones de distintos ecosistemas {(Fuhremann et al. 1978, Cooper 1991, Peterle 1991).
Diversas investigaciones han mostrado su presencia en ciertos mantos acuifercs o en los canales
detl agua potable e incluso en el agua para la elaboracion de la leche u otros alimentos enlatados
(Flayes 1991, Peterle 1991). Varios estudios han indicado efectes deletereos en la calidad, la
cantidad y el contenido nutricional de los cultivos agricolas, como ejemplos se pueden citar ia
composicion de lipidos y de proteinas en los tejidos de hortalizas, en la calidad del aceite en las
semilias del maiz, de Ia soya, de! algodon, etc. (Wilkinson ef af. 1979, Yamaguchi et al, 1991),
Ademas estos productos pueden acumularse en diferentes tejidos de distintos organismos
incluyendo al ser humano y posiblemente ocasionarle la manifestacion temprana de alteraciones
en el funcionamiento de diversos Grganos como en ef sistema cardiovascular y el reproducior o
conducir a la formacién precoz de tumores, cincer, daiio al material genético o incluso la muerte
por intoxicacion (Yamagucht ef al. 1991),

En México, los plaguicidas de mayor importancia estin representados por los
organofosforados, los carbimicos vy los tiocarbamicos. Estos ltimos se utilizan principalmente
como herbicidas pero también tienen actividad de insecticida y fungicida (DGEIE 1995)

Los herbicidas representan las dos terceras partes del total de los pesticidas, son aplicados
para el control de semillas, en los monocultivos agricolas y de plantulas preemergentes de pastos
perennes o anuales (WHO 1988 ). Su aspersién en los campos forestales y silvestres ha
provocado disminucion en la tasa de sobrevivencia de algunos animales por el deterioro en la
disponibilidad del alimento e incluso se ha detectado su acumulacion en ciertos tejidos y han
causado muerte por intoxicacion (Hutson y Roberts 1988, Cooper 1991, Julli y Krassoi 1995).

Los herbicidas tiocarbamicos son derivados del acido carbamico:

NH,-C00H



La sustitucién de un étomo de azufre en un oxigeno dei acido da origen a los

tiocarbamicos
NH,;-CO0-SH

mientras que dos azufres en el dcido carbamico, forma los ditiocarbamicos
NH,-C8-SH

Estos compuesios estan divididos en dos clases, los derivados S-alquilo & S-benzilo,
inciuyen al vernolate, cicloate, eptant o EPTC, pebulate, tiobencarb, molinate y butilate y los
derivados S-cloroalil, el diatate, el trialate y e sulfalate, son compuestos con amplio rango de
empleo en los suelos agricolas, forestales y silvestres en diversas zonas geograficas,
especificamente en los cultivos de cereales, tabaco, papa, remofacha vy diversas hortalizas.
Actian inhibiendo el desarrolio de plantulas preemergentes de hierbas, de pastos anuales y

perennes (Witkinson ef af. 1979, Fuerts 1987, WHO 1988). La férmula general es:

0
” /2R2

Rf— § — C —N
2R3

donde R1= es un grupo alquilo unido al azufre, originando a los S-tiocarbarmatos & en el
oxigeno a los O-tiocarbamicos.
R2 y R3= dos grupos alquilo 0 un alquilo y un grupo ciclico 6 un hexametileno (WHO 1988)
Estos herbicidas son liquidos 0 s6lidos con bajo punto de fusion, voldtiles, solubles en
agua y algunos de ellos estables en medios acidos acuesos. Su oxidacion secuencial a sulfdxidos

y sulfonas de tiocarbamatos disminuye su estabilidad hidrolitica (WHO 1988).



1. Toxicidad de los herbicidas tiocarbarmicos

1.1. En plantas

1a mayoria de los herbicidas tiocarbAmicos a bajas concentraciones alteran varios
procesos bioquimicos tales como fotosintesis, respiracion, biosintesis de lipidos (suberina y
cutina ), de acidos grasos (Fig 1.), de isoprenoides {especificamente del caureno, un precursor de
las giberelinas) y de flavonoides (antocianinas) en la raiz, en el tallo y en la hoja (Mann et of.
1965, Still ef al. 1970, Kolatokudy y Brown 1974, Karuren y Wilkinson 1975, Wilkinson y Smith
1975 a, b, 1976, Bolton y Harwoed 1976, Ashton ef ol 1977, Wilkinson et ol 1979, Fuerts 1987,
Weisshaar y Boger 1987, Wilkinson 1987, Gronwald 1991). Inhiben la sintesis de proteinas y de
acidos nucleicos in vitro e in vivo en diferentes especies vegetales (Mann e al 1965, Moreland ef
al. 1969, Duke et al. 1975, Deal et af. 1980, Ebert 1980). Los sitios anatémicos mas afectados
por los herbicidas en la planta son los meristemos apicales e intercalares cercanos al ndédulo del
coledptilo que impide el desarrollo de las hojas primarias y de la raiz, siendo menos sensible que
las hojas; este proceso es debido al blogueo de la divisidn y de la elongacion celulares (Dawson
1963, Parker 1963, Nalewaja 1964, Nalewaja ef «f. 1968, Banting 1970, Ashton ef af 1977, Chen
y Casida 1978, Ebert 1980, Ashton y Grafts 1981).

Existen pocas evidencias de los efectos directos de los tiocarbaricos sobre el DNA de los
vegetales (Banting 1970, Hess 1987, Vaughn y Vaughn 1989, Vaughn y Lehnen 1991). Se ha
descrito que los herbicidas dialate y trialate inducen anormalidades cromosomicas, alteraciones
en la morfologia del ricleo, agrupamiento del material cromosémico, micronicleos, puentes
anafasicos y detencion de la division celular en células meristematicas de hoja vy tallo del trigo
{Banting 1970, Hepler y Yackson 1989).

Gomez-Arroyo et al. (1992) mostraron que el herbicida molinate provoca aberraciones
cromosémicas en céhulas de la punta de la raiz de Vicia faba, observando en metafase fragmentos
y anillos cromatidicos y en anafase, fragmentos, puentes sencillos cromosomas con el

centromero inactivado, isocromosomas y alteraciones en ¢l huso mitdtico



1. 2. En ammales

Los herbicidas tiocarbdmicos son muy téxicos a bajas concentraciones en artropodos,
peces, anfibios, aves, mientras que {os mamiferos son menos sensibles. L.a LDsg oral en ratas esta
entre 50 a y 1000 mg/kg {Fry 1979, WHO 1988, Cashman y Olsen 1989, Heath ef al. 1993).

En ratas tratadas con concentraciones altas de estos herbici-das se aparecieron sintomas
de toxicidad como anorexia, lagrimeo, ataxia, sudoracion, escalofrio, hipersalivacién, hipotermia,
pérdida de cordinacién, depresion, fibrilacidon muscular, convulsiones seguidas de la muerte
(Akulov ef al. 1972, IARC 1976). En ratas y cobayos expuestos a dosis letales del herbicida
dialate dos horas después de su aplicaciéon causd ausencia de coordinacion y la muerte por
paralisis respiratoria, , 1a autopsia revelé dilatacién del cerebro, del cerebelo y de las visceras
abdominales, hemorragias en las meninges y aumento en el tamafio de las glandulas adrenales
{Doloshitsky 1969).

Se ha reportado un 20 % de mortandad en ratas inyectadas con 232 mg/kg de cicloato por
cuatro meses, asi como, manifestacion de hiperemia y edema en la piel de conejos con aplicacion
dérmica de 115 mg/kg/dia con el mismo compuesto (Rebrin y Aleksandrova 1971). En personas
ocupacionalmente expuestas al EPTC se evidenciaron niuseas e irritacion en la piel (Medved e
Ivanova 1971}

La administracion de 3 6 mg/Kg/dia de molinate durante dos meses a ratas machos
jovenes no afectd su fertilidad, sin embargo, causod alteraciones en los espermatozoides, cuando
se aparearon con hembras normales se produjo reabsorcion embrionaria lo que sugirio un efecto
letal dominate, ademés ocasiond un incremento en la mortalidad posnatal {Voytenko y Medved
1973, Anina ef al. 1975).

En los seres humanos, se ha mencionado un solo caso de intoxicacion en personas adultas
y en infantes que bebieron agua potable contaminada con molinate proveniente de campos
agricolas, Jos que manifestaron sinfomas como diarrea, nadseas, debilidad, escalofrio, dolor
abdominal y conjuntivitis; estos signos desaparecieron cuando dejaron de ingerir el agua. Ei
analisis quimico del agua 15 dias después reveld la concentracidn de 0.006 ppm del herbicida
(Minakawa ef 4l 1978)

El empleo de grandes cantidades de los herbicidas tiocarbdmicos molinate y tiobencard en

los cultivos arroceros de California en 1985, tuvo como consecuencias la contaminacion de los
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rios aledafios (en el delta San Joaquin-Sacramento) y en los canales de agua potable, Io que
ocasiond dafio en algunos organos y alta mortalidad en varias especies de peces incluyendo la
carpa comun (Cyprinus carpio), el rébalo (Morone saxatilis), el esturion blanco {(Acipencer
{ransmontanus) y olros organismos acuaticos (California Department of Food and Agriculture
1981, 1985). El molinate es muy toxico en fa carpa comin (Cyprinus carpio) (LDs=0.21 mg. 1~
1y en contraste con su baja toxidad en ratas (LDse=720 mg/Kg) (California Department of Fish
and Game 1982, 1983, California State Water Resources Control Board 1984, Finlayson and
Faggella 1986)

En Australia (1993) se detectaron niveles de 42 pg/L de molinate en canales de agua
potable posiblemente provenienle de campos arroceros lo que provocod un efecto letal en algunas

especies de crusticeos y alteraciones en ciertos ecosistemas (Bailey 1993, Julli y Krassoi 1995).

2. Estudios sobre efectos mutagénicos y/o carcinogénicos de los herbicidas tiocarbiamicos

Con respecto a su actividad mutagénica y/o carcinogénica la informacion es muy escasa,
los herbicidas mas ensayados son los derivados S-cloroalil: el dialate, el sulfalate y el trialate, los
que indujeron mutaciones puntuales en Sefmonella thyphimurium cepas TA98, TAI00 y
TA1535 (mutantes por comimiento de lectura y por sustitucidon de pares de bases) sola en
presencia de la fraccién microsémica $9 de higado rata (Bignami ef af. 1974, TARC 1976,
Carere et uf. 1978, Sikka y Florezyk 1978, Douglas ef ol 1981, Woo 1983, Sandhu ef al. 1984)
El dialate y el trialate son mutagénos en Strepfomypces coelicolor y en  Pellargonium vy
producen aberraciones cromosOmicas e intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en células
de ovario de criceto dorado in vitre y dieron resultados positivos en el ensayo de linfoma en
ratones con activaciéon metabdlica animal (89) (Carere ef-al. 1978, Douglas 1981, Sandhu e af
1984),

Innes ef al. (1969) mostraron que el dialate es carcinogénico en ratas y ratones expuestos
a 100 mg/kg con formacidn de tumores en higade y pulmoén. El sulfalate causd tumores en
glandulas mamarias de ratones, de ratas hembras y en pulmén y estomago en ratones y ratas

machos (WHO 1988).
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Murnik (1976) reportd que el vernolate y el butilate produjeron mulaciones letales
recesivas ligadas al sexo en Drosophila melanogaster Pintér ef al. (1990) no encontraron efectos
en médula dsea de ratones tratados con 1000 mg/kg de vernclate, pero con 1500 mglkg se
provocaron efectos mielotoxicos en ambos sexos, con marcada toxicidad en los machos y a 2000
mg/kg notod alta incidencia de micronicleos en médula dsca en ambos sexos 48 h después del
tratamiento. También describieron que el molinate a 250 mg/kg fue clastogénico y causéd
incremento significativo de microniicleos en eritrocitos policromaticos 48 h después de la
administracion en ambos sexos, con 350 mg/kg se ocasiond dafio cromosémico muy severo y
toxicidad moderada en los mielocitos y a 700 mg/kg es toxico. Con el butilate no se observo
efecto sobre la médula 6sea.

Plewa ef al (1988) no detectaron efecto mutagénico del dialate, trialate v butilate con el

ensayo de Ames sin la aclivacion metabdlica de mamiferos.

3. Metabolismo de los tiocarbamicos

3. 1. En planias

Existe poca informacion concerniente al destino metabolico de los tiocarbamicos en las
plantas superiores y en los animales, mas aun sobre la naturaleza vy la toxicidad de los residuos
y/o de los productos asi como acerca de [a identidad y la caracterizacion de los sistemas
enziméaticos y/o de las enzimas especificas que modifican la estructura de estos compuestos (Fang
1976, Grover 1989, Sterling 1994). Los herbicidas son metabolizados rapidamente, absorbidos y
transportados por las raices y las hojas, transportados a diferentes partes de la planta y
acumulados en las hojas {Grover y Cessna 1991). La absorcion de los herbicidas esta en funcién
de numerosos factores como las propiedades fisico-quimicas del compuesto, del suelo y los
ambientales (temperatura, luz, humedad) y la especie vegetal, entre ofros (Devine 1989, Devine
y Vanden-Bom 1991, Sterling 1994 ).

El metabolismo involucra tres fases, las reacciones primarias o de Fase 1 incluyen

sulfoxidacion y N-desalquilacion, las secundarias o de Fase II, la conjugacion con glutatidn,



azacares o aminoacidos y las terciarias o de Fase 1EI, incorporacion en productos naturales de Ja

planta (Shimabukuro ef al. 1981, 1982, Grover y Cessna 1991).

3. 1. 1. Reacciones de oxidacion o de Fase 1

Las transformaciones oxidantes ocurren en la fase primaria del metabolismo, son procescs
no sintéticos y pueden activar o desactivar al compuesto original. Estas reacciones dependen del
sistema enzimatico de los citocromos P450, enzimas conocidas como oxidasas de funcion mixta
(MFO), las cuales intervienen en la desintoxicacion de los xenobidticos, estas enzimas se
localizan principalmente en el reticulo endoplasmico y en la pared celular, requieren de oxigeno
molecular y como sustratos secundarios o cofactores, mcotinamina adenina dinucledtido fosfato
reducido (NADPH) o nicotinamina adenina dinucledtido reducido (NADH) que son altamente
especificas e inducibles por sus sustratos (Higashi ef a/. 1981, Higashi 1988). Las peroxidasas y
otras oxigenasas también intervienen en el metabolismo oxidante. La oxidacion en el atomo del
azufre forma sulfoxidos de tiocarbamicos, son mas solubles en agua, reactivos y 10xicos que la
molécula original. Los sulfoxidos son capaces de reaccionar con los sulfihidrilos y son potentes
agentes carbamitantes de los grupos tioles del glutation (GSH), de la coenzima A (CoASH) y de
otros componentes tisulares incluyendo proteinas, ademds son fuente de acidos sulfonicos (Fig.
2) (Casida ef al. 1974, 1975a,b, Hubell y Casida 1975a, b, 1977, Lay y Casida 1976, Carringer &f
af 1978, Chen y Casida 1978, Gray 1991, Hatzios 1991).

La reaccion general de oxidacion de los carbamotioatos o tiocarbamatos en las plantas es |,

cnzima microsdmca

MFO o peroxidasa
RSC(OINRIR2Z —--eemmmmmm oo ~» RS(OYC(O)NRI1R2
Tiocarbamato NADPH Sulfgxido tiocarbamato



3. 1. 2. N-desalquilacion

La N-desalquilacion es una reaccién oxidante muy comun, considerada de desactivacion,
sin embargo con otros herbicidas se producen derivados bioactivados muy toxicos, involucra la
eliminacion de un grupo metilo o alquilo cercano al idtomo de nitrogeno, la oxidacion es
catalizada por el sistema MF O procede a la formacion de un producto inestable el N-hidroximetil

(Fig. 2) (Casida ef al. 1974, Hubell y Casida 1977)

enziima microsdmica (MFQ)

AT S(0))31 4] P — - RS(O)C(O)N-H-R2

Tiocarbamato N-Desalquilacion

3. L 3. Formacién de suifonas

Los sulfoxidos tiocarbamatog sufren transformaciones que originan los derivados
sulfonas, los cuales son mds inestables, de vida muy corta y con menor efectividad como

herbicidas (Fig. 2} (Casida et af. 1974, 1975a, b, Hubell y Casida 1977, Stephenson ef al. 1979).
3. 1. 4 Reacciones de conjugacion o de Fase de 1l

En general, la conjugacién es considerada como una reaccion de desactivacion y de
desintoxicacion, involucra la interaccion de los metabolitos provenientes de la Fase 1 y con un
sustrato endégeno que puede ser el glutation, los azicares, aminoacidos y, en menor frecuencia,
las proteinas. E! sustrato principal es el glutation (GSH) (o hemoglutation de ciertas leguminosas)
que esta presente en todas las células vegetales y en las animales en su forma reducida abreviado
comuinmente como GSH, el grupo estructural sulfihidrilo (SH) de la cisteina es el mas importante
en su interaccion con los sulfdxidos tiocarbamicos y los xenobidticos (Chen y Casida 1978,
Fuhremann ef af. 1978, Stephenson et «f 1979, Horvath y Pulay 1980, Breaux 1986, 1987,
1987).



La biodegradacion de los sulfoxidos tiocarbamicos es una reaccidbn muy rapida con
glutation {GSH) y/o cisteina y glicina, asistida por el sistema enzimdtico glutation-S-transferasas
(GSH-S-T) que son enzimas citosolicas solubles, con especificidad limitada a herbicidas y cuya
funci6n es esirictamente catalizar el ataque del glutation, romper el enlace carbonilo y transferir
el grupo carbamoil de los sulfoxidos al GSH, esta division enzimatica requiere de NADPH. Los
productos de fas reacciones secundarias son confugados, malonilcisieina y acidos malonil-3-
tiolactico de alto peso molecular, mas polares y solubles en agua (Lamoureux y Frear 1979,
Lamoureux y Rusness 1987), dificiles de extraer, aislar, purificar y caracterizar de los extractos
vegetales (Huckle y Milburn 1982). La conjugacion con GSH puede o no puede ser una reaccion
enzimatica que probablemente se realiza en pocas horas o menos, lo coal sugiere que los
herbicidas poco tiempo son activos y sdlo a bajas concentraciones dentro de 1a planta (Lay ef af
1975, Lay y Casida 1976, Carringer ¢f al. 1978, Leawvit y Penner 1979, Breaux 1987)

Varios estudios indican que las reacciones de carbamilacion son importantes en el
metabolismo y posiblemente en el modo de accion de los herbicidas tiocarbamicos (Fuerts 1987).

El significado biologico de los metabolitos es desconocido, son considerados como un
mecanismo de regulacion y control de los niveles de los derivados toxicos que resultan de las
reacciones de Fase 1. Aparentemente pueden ser ntetabolizados y convertidos a productos
biolégicamente activos (Grover y Cessna 1991).

La reaccion de conjugacion de los sulfoxidos tiocarbdmicos en plantas es la siguiente-

enzima soluble

GSH-S-T
RS(OYC(O)NRIR2 » Glutatién S{OYC(O)N productos divididos
Sulfoxido GSH-SH +
tiocarbamato Acido sulfonico + CO2

3. 1. 5. Reacciones terciarias o de fase [H]

En animales, los pesticidas o xenobidticos son metabolizados en dos fases, las reacciones
primarias originan sulfoxidos tiocarbamatos los cuales son conjugados en productos secundarios
solubles y faciimente excretados por la orina, sin embargo, en las plantas no existe este

fendmeno. Shimabukuro ef al. {1981, 1982) incluyeron al metabolismo de tos pesticidas las



reacciones terciariarias o de Fase 111, exclusivas de los vegetales superiores, las cuales limitan la
biodisponibilidad de los herbicidas por incorporacion a residuos insolubles.

I.os productos primarios y/o secundarios pueder ser compartamentalizados en vacuolas
transferidos al espacio extracelular o a la pared celular por mecanismos enzimaticos
desconocidos, parece ser que se unen a moléculas especificas, como ligninas, taninas, pectinas,
polisacaridos (celulosa, almidon) y algunos polipéptidos {globulinas) u otros componentes
vegelales, su incorporacion depende del herbicida, de su ruta metabolica, de las especies
vegetales y de sus estructuras (tejidos, organos, ctc) {(Fig. 2) (Sandermann et al 1990, 1992,

Sandermann 1992,).
3. 2. En animales

Los tiocarbamatos en forma de aerosoles ingresan al cuerpo de los animales via el tracto
respiratorio, la absorcién es a través de [a piel, de las membranas mucosas y del tracto digestivo
siendo rapidamente metabofizados en dos fases. En las reacciones de la Fase 1, la sulfoxidacion es
catalizada por el sistema MFO para la conversion a sulfoxidos tiocarbamicos seguide de su
conjugacion con GSH, asistidas por el sistema GSH-S-T, el conjugado de GSH es transformado
al derivado de cisteina, el cual es acetilado y excretado como acido S-carbamoil-mercaptirico
{Hubell y Casida 1977, Chen y Casida 1978) La sulfoxidacién de los tiocarbamatos representa
un mecanismo de desintoxicacidn en los mamiferos, la baja toxicidad de los sulfoxidos se
atribuye a la alta tasa de rompimiento y eliminacion de fos conjugados con GSH, divididos v
acetitados para formar 4cidos mercaptiricos antes de ser excretados, estos son detectados e
identificados en orina de ratas tratadas con molinate, butilate |, EPTC y vernolate (Casida ef af
1974, Lay y Casida 1976, Hubell y Casida 1977, Carringer ef al. 1978, Chen y Casida 1978,
Debaun ef al. 1978a, b, Lay y Menn [979).

Siendo la reaccién de conjugacion la siguiente:
oxidasa microsdémica de higado de rata
RSC(O)NRIR2 -- > RS(O)C(OMNRIRZ
Tiocarbamato NADPH Sulféxido tiocarbamato
[-RS(O)H ]
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RS{O)COMNRIRZ ----— GSC{O)NRIR2 (§-carbamoil-GSH)

Sulfoxido enzima soluble mas GSH
tiocarbamato {
Acido S-carbamoil- mercaptirico
HOC(O)CHCH2SC(O)NRIR2
l
NHC(O)CHS3

4. Sistemas de prueba

Se han descrito pocos trabajos sobre la induccién de efectos mutagénicos causados por
fos herbicidas en sistemas vegetales superiores comparados con los bioensayos que usan células
de mamiferos en cultivo, estos estudios emplean diversas pruebas genéticas como son
aberraciones cromosomicas, microniicleos, mutaciones puntuales e intercambios de cromatidas
hermanas (ICH) (Schvartzman 1987).

Son varias las especies vegetales que se emplean como monitores de mutigenos
quimicos, como son Tradescantia paludosa, Allinm cepa, Secale cerenle, Vicia fuba, Zeu mays,
Hordeum vulgare, Crepis capillaris, Lycopersicon sculentum, 1as mas frecuentemente utilizadas
son: Allium cepa 'y Vicia fuba (Grant 1994) Las células somaticas de la punta de raiz de Vicia
Jaba son cominmente empleadas para detectar dafio cromosémico por mutdgenos ambientales ya
que ofrece amplias ventajas
-sus cromosomas son de gran tamafio y facilmente observables
-su cariotipo normal es 2n=12, presentando 5 pares de cromosontas subacrocéntricos y un par
de metacéntricos
-el promedio de duracinn del ciclo celular de la raiz principal es de 19.3 horas a 19 °C, sus fases,
presintética {G,) 4.9 h, sintética {S) 7.5 h, postsintética (G;) 4.9 h y mitosis 2 h (Evans y Scott
1964}.

- es una técnica muy barata comparada con los ensayos que utilizan células de mamiferos

(Kihlman 1971).



4. 1. Imtercambio de cromdatidas hermanas (ICH)

Et estudio de ICH es una prueba citogenética rapida y sensible, puesto que son producidos
a concentracipnes hasta diez veces menores que las requeridas para provocar aberraciones
cromosomicas y ofrece un meétodo adecuado para detectar mutdgenos y/o carcindgenos
ambientales (Kato 1974, 1977, Latt 1974, Perry y Evans 1975). E! ICH desde el punto de vista
molecular es un fendémeno que implica transposiciones simétricas de DNA de doble cadena
equivalentes entre las dos cromitidas de un mismo cromosoma Algunos estudios han
evidenciado que el proceso de ICH requiere que la célula pase por la elapa de sintesis (S) del
DNA (Wolff 1974) y se ha sugerido que es durante o inmediatamente después de que se ha
formado la horquilla de replicacion cuando se lleva a cabo el intercambio de doble banda entre
lag cadenas de DNA (Kato 1974, Painter 1982).

Este fendmeno fue descubierto por McClintock (1938} y visualizado en el microscopio de
luz por Taylor et af. (1957) en Vicia fuba. Kihlman y Kronborg (1975) fueron los primeros en
realizar un trabajo sobre los ICH en vepetales superiores, con el método de incorporacién de la 5-
bromodesoxiuridina (5-BrdU) un andlogo de la timina, sin embargo, esta técnica fue inicialmente
utilizada y perfeccionada para las células de mamiferos en cultivo (Perry y Evans 1975), Consiste
en la sustitucién de 5-BrdU en el DNA por la timina enddgena (dThd) en las células que crecen
por dos generaciones consecutivas en presencia de este analogo de base o durante la primera
division, obteniéndose diferenciacion entre las cromatidas hermanas en los cromosomas
metafasicos, de tal manera que los cromosomas de {a segunda mitosis poseen una cromatida
sustituida por la 5-BrdU en cada cadena de DNA, mientras que su cromatida hermana es
sustituida en sus dos cadenas y los ICH observados son la suma de todos los intercambios
ocurridos en las dos divisiones celulares (Fig. 3). Las cromatidas hermanas sustituidas tifien
diferencialmente por combinacion del fluorocromo Hoechst 33258 y Giemsa (Perry y Wolff
1974). El fluorocromo aciia como fotosensibilizador (Scheid 1976) vy la 1rradacion de las
preparaciones celulares con luz ultravioleta (UV-luz de onda larga) de las preparaciones celulares
ocasiona desbromominacion y eventualmente rompimientos de una sola hebra en las cadenas
reemplazadas con la 5-BrdU (Lyon 1970) La incubacion de las laminillas con un amortiguador a

temperatura alta guia a la extraccion preferencial de las nucleoproteinas de las cromatidas que



fueron sustituidas, finalmente son tefiidas con el colorante resultando la tincion diferencial de la
cromatida menos desorzanizada que es la que contiene mas timina (dThd) (Fig. 3 ) (Schvartzman
1987). -

Tempelaar ef af. (1982), desarrollaron un procedimiento con tincidn de Feulgen para
obtener el contraste diferencial de las cromatidas sustituidas por la 5-BrdU para visualizar el ICH
en los cromosomas vegetales, que consiste en fijar los meristemos de las raices ¢ inmediatamente
hidrolizarlos con HCI 5N a 28 °C. El principio basico de la reaccién de Feulgen-Schiff consiste
en la transformacion dcida del DNA catalizada por la hidrolisis con acido polialdehido apurinico
(APA} seguida de la tincion de los aldehidos con el reactivo de Schiff. Ei DNA sustituido por la
BrdU tiene fuerte afinidad por las proteinas comparado con el DNA que contiene dThd y con la
hidrélisis (que evita la irradacion con luz UV), la que contiene mas dThd y menor BrdU son
degradados y la cromdtida que contiene mas 5-BrdU sustituida es preferencialmente tefiida
{Gordon ef al. 1976). La adicion de la 5-fluorodesoxiuridina (5-FAU), un inhibidor especifico de
ta enzima timidilato sintasa que cataliza la sintesis enddgena del acido timidilico, permite que la
mcorporacion de la Bril sea mayor (Cohen ef af 1958) y la uridina (Urd) contrarresta ¢l efecto
adverso de la FdU sobre la sintesis de RNA, facilitando la sustitucion de la 5-BrdU por la dThd

en ¢l DNA de las células vegetales (Kihiman y Kronborg 1975).

4. 2 Cindtica de profiferacion celular ¢ indice mititice

Adicionalmente a los estudios mutagénicos, la cinética de proliferacion linfocitaria y el
indice mitdtico, estimulados por un mitogeno conme la fitohemaglutinina, permiten establecer
criterios bioldgicos que se consideran importantes en la genética foxicologica. Este tipo de
analisis es particutarmente usado para determinar fos efectos inmediatos de las drogas citotdxicas
o de los tratamientos con las citocinas en poblaciones de células tumorales.

El proceso de activacion celular es iniciado como fespuesta a un estimulo externo que
modifica las actividades funcional y bioquimica de las células eucariontes con la transicién de las

fases Gp a Gy de su ciclo. Normatmente este proceso es asociado con fa induccion rapida de la



expresion de nuevos genes, incluyendo aquellos que codifican a los factores de transcripeion, a
los oncogenes, a las citocinas, a las moléculas de superficie celular (antigenos CD), a las
moléculas de adhesion y a otros genes de funciones desconocidas. Et estimulo activa a las células
a controlar una funcion especifica, usualmente fa union de un ligando 2 su receptor (por ejemplo,
la citocina) y/o la formacién del complejo antigeno-receptor. La constitucién de este complejo
induce cambios conformacionales, los cuales sirven para transmitir una sefial intracelular Este
proceso involucra a varios segundos mensajeros y a una complicada cascada de reacciones
bioquimicas que guian eventualmente a la modulacién de la actividad de los genes en ¢l nicleo.
La fosforilacion de proteinas intracelulares mediada por las cinasas pueden ser uno de los pasos
iniciales en la activacion celular La redistribucion rapida y temporal del Cat+ de los
compartimientos intracelulares (almacenes), también es otro evento clave en la activacion de la
célula. Los factores que activan a la células pueden ser funcionalmente distinguidos como
compelentes y de progresion. Los primeros preactivan a la célula, muchos de estos factores son
codificados por los genes denominados de respuesta temprana e inmediata (ERG), los cuales
juegan un papel relevante en la transicion de la fase Gy a Gy, pero son incapaces de promover la
entrada a la fase S {sintesis) del ciclo celular. La actividad simultanea y sucesiva de los factores
de progresién suministra una sefial blanco requerida para iniciar la fase 8. La expresién o la
represion de estos genes puede posteriormente comenzar la proliferacion y/o la diferenciacion de
numerosas células (Pagano ef al. 19924, b, 1993).

Las proteinas reguladoras del ciclo celufar incluyen a una familia especial conocida como
ciclinas (se hallan cinco en las células humanas, A-E) y a sus proteinas asociadas, las cinasas y
las fosfatasas. Las concentraciones de las ciclinas difieren en las distintas fases del ciclo, por
ejemplo A y B se acumulan en la interfase v disparan la transicién entre Gz y M, estas
concentraciones son relativa y rapidamente degradadas con la induccién de la entrada de las
células a la mitosis, La inhibicion de su sintesis detiene el ciclo celular en interfase. Algunas de
estas proteinas también muestran diversos grados de fosforilacion en las fases del ciclo celular
Otras proteinas conocidas como cinasas, dependientes de las ciclinas {(CDKs), se unen a estas
proteinas para activar a otras que fosforilan a otras proteinas intracelulares, la cdc2, que ha
mostrado ser el mejor regulador del ciclo celular. En todos los eucariontes la entrada a la fase M
depende criticamente de la activacion del complejo cdc2iciclina B. La destruccion rapida de las

ciclinas (via ubiquitina) conduce a la pérdida de actividad de los componentes de {a cinasa,
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diversas proteinas reguladas por un mitdgeno (MRP) son de funcion desconocida y sintetizadas
después de la estimulacion de las células por factores de crecimiento mitogénicos. Los cambios
transcripcionales y el incremento temporal en los RNAm corresponden a varios factores de
transcripcion y ¢itocinas que son observadas durante todas las fases del ciclo celular. Las céluias
que regularmente no se dividen (quiescentes) son usnalmente denominadas células Go. Las cuales
normalmente son detenidas en la fase Gy anies de iniciar S. Algunos factores de crecimiento
mitogénicos, como las citocinas actiian sobre las células Gy para el reinicio dei c_ic]o celular, con
la transicién de la fase Gy a G, el cual es un proceso muy complejo e involucra la induccion
selecta y coordinada de la expresién de cientos de genes diferentes y probablemente la represion
de otros Después de la estimulacién celutar, las células expresan un limitado nimero de
receptores para los factores de crecimiento y otros ligandos, estos 0itimos se unen a sus
respeclivos receptores (fase de iniciacion) y las células llegan a ser “competentes™ y responden a
otros factores, la union de nuevos ligandos a sus receptores median la sefial para el transcurso del
ciclo celular (fase de progresion), los cuales son conocidos como factores de progresion (Pagano
ef al. 1992a, b, 1993).

Estudios recienfes concernientes al control molecular del ciclo celular han conducido al
desarrollo de nuevos métodos para inducir la proliferacion celular que son usados como terapia
de lesiones en érganos y tejidos incluyendo la reparacién de neuronas maduras que no pueden
dividirse. Por otra parte, estos hallazgos podrian ayudar a reducir la reproduccién desenfrenada
de las células cancerigenas La regulacion de su actividad y/o la alteracion de ciertas proteinas
involucradas en el ciclo o en la proliferacion celular, como el factor que promueve a la
maduracion (PMF) y la cdc2, ayudarian a impedir que se altere la fisiologia de algin érgano o
que las células entren a mitosis, con la consecuente prevencion de la produccién de la metastasis
y del cancer,

El conocimiento del proceso de regulacién y/o control del ciclo celular ha llevado al
empleo de un tipo de terapia tumoral conocida como terapia del ciclo celular que se basa
esencialmente en el tratamiento de las células Gy con citocinas para inducirlas a entrar a la fase S,
haciéndolas vulnerables a la accidn de las drogas especificas de la fase S. Ademas ha servido para
diseiar tratamientos de proteccion a las células tronco-no ciclicas.

Son pocas las investigaciones que han evidenciado alteraciones sobre la cinética de

proliferacion celular por pesticidas en su mayoria los organofosforados como metil paratién,
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malation, metilazinfos y en menor grado los carbamicos, tanto in vitro como in vive (Sobti et al.

1982),

5. Mutagenos directos e indirectos o promutigenos

Plewa (1978) desarrolld un método para evaluar respuestas mutagénicas de algunos
plaguicidas en presencia del sistema enzimdatico vegetal e introdujo el término de “activacion
vegelal” que denota el proceso mediante el cval un agente quimico no mutagénico es
transformado por la accidn bioldgica de una planta en mutageno (Plewa y Gentile 1982)
Aquellos agentes quimicos que por si mismos no son mutagénicos, sino que requieren de
activacion metabdlica previa (animal o vegetal) para ejercer dicho efecto son denominados
promatiagenos o mutigenos indirectos.

La formacion de productos metabdlicos tdxicos en fas plantas depende del tipo de
compuesto, de sus propiedades fisicoquimicas, de la concentracion, de la tasa y de las rutas de
conversion o del rompimiento metabolico con o sin €l sistema enzimatico. La toxicidad puede ser
incrementada, disminuida o nulificada (Zilkah y Gressel 1977, Hess 1985, 1987, Sterling 1994).

Existen dos procedimientos generales usados en los estudios sobre activacion de
promutagenos vegetales, que son métodos in vive e in vitre, en el primero el agente quimico a
probar es introducido en una planta viva intacta que semeja las condiciones encontradas en los
campos agricolas y en el segundo ¢l agente es incubado con un homogeneizado vegetal estéril o
con un cultivo de células de un tejido vegetal con o sin cofactores y finalmente se realiza el
analisis bioquimico y genético de los metabolitos de los tejidos de la planta o de los cultivos
celulares (Plewa 1978, Plewa ef af. 1984, 1988). En ambos, la accion del metabolismo vegetal
sobre un mutageno potencial es rapidamente ensayado con un microorganismo indicador como
Salmonella typhimurinm, Escherichia coli, Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisae,
etc., o en células de mamifero, para determinar su actividad genética y evaluar sus propiedades
genotdxicas (Plewa ef al 1984). Con estos procedimientos se ha demostrado que algunos
insecticidas, fungicidas y herbicidas, tales como el aldrin, dialate, 2-acetifaminoflureno,

benzidina, hidrazida malica, fenilurea, entre otros, que pueden ser activados a compuestos
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mutagénicos, por los extractos y/o los homogeneizados enzimaticos de semillas de soya, maiz,
cebada, raiz de haba, cebolla, bulbos de tulipan, hojas de maiz y tabaco (Plewa 1978, Scott ef af
1978, Constantin y Nilan 1982, Takehisa et al. 1982, Takehisa y Kanaya 1983, 1986, Higashi
1988, Seo ef al. 1993). Estos métodos para investigar el papel de la activacién vegetal se basan en
la extraccion de agentes mutagénicos activados por plantas completas (Plewa y Gentile 1978),
homogeneizados de tejidos vegetales (Plewa y Gentile 1982, Rasquinha ef al. 1988) o la fraccién
microsdmica de células vegelales {Gentile ef af. 1986). Asimismo, de estas técnicas surgid una
prueba novedosa en la cual las células vegetales cultivadas en suspensién se usa como el sistema
de activacién y microorganismos como organismos indicadores de dafio genético (Plewa y
Gentile 1982, Plewa y Wagner 1993). Este ensayo fue denominado prueba de coincubacion
células vegetales/microorganismo indicador Se han realizado estudios in vifro empleando a
Salmonella  typhimurium para evaluar el daiio mutagénico y distintas plantas usando
homogeneizados libres de células de diversas plantas o bien ia fraccidn microsémica que posee la
actividad enzimatica requerida para el metabolismo {Higashi ef af. 1981, Higashi 1988). Los
extractos principaimente utilizados han sido los de trigo (Rasquinha ef al 1988), maiz {(Plewa
1918, Plewa et al. 1983), Tradescantin (Scott ef al. 1978), wbércuios de papa y tabaco (Gentile
et al. 1982, 1985)

En vista de que numerosos plaguicidas pueden ser activados por las plantas y actuar como
mutagenos en sistemas animales, incluyendo al hombre y considerando como antecedente que en
nuestro pais, los herbicidas tiocarbamicos son ampliamente vsados en la agricultura, lo cual
representa una fuerte amenaza para la salud de la poblacion y teniendo como referencia que son
escasos los estudios citogenéticos del molinate y bulilate, en este trabajo se evalud su potencial
mutagénico en tres sistemas. Primero se realizaron tratamientos a los cultivos de linfocitos
humanos con los extractos de raices de Vicia faba que fueron previamente tratadas con diferentes
concentraciones de los dos compuestos (sistema de activacidn vegetal in vive), segundo se
coincubaron los cultivos de sangre pegiférica junto con la mezcla S10 y las distintas
concentraciones de los dos herbicidas (sistema de activacidn vegetal in vifro) y finalmente se
evaluo el efecto genético de los mismos compuestos sobre el DNA de las células meristemdticas
de Vicia faba, que ha demostrado ser sumamente sensible al efecto de plaguicidas (Gomez-
Arroyo ef al. 1088, 1992, 1995, 1997, Gomez-Arroyo y Villalobos Pietrini 1995), ademas de ser

metabdlicamente activa, ya que posee la fraccion enzimatica S10 (Takehsa ef of 1982, 1988,
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Takehisa y Kanaya 1983, 1986, Calderon-Segura 1993, Gomez-Arroyo ef al. 1995). Se empleo
como prueba de dafio citogenético al intercambio de cromatidas hermanas {(ICH), asi mismo su
influencia sobre la cinética de proliferacién celular y el indice mitético en los cultivos de
linfocitos Con el objeto de que la concentracidn de proteinas en los sistemas de activacion in
vive e in vitro no influyera en la respuesta mutagénica se determind el contenido de proteinas
totales por el método de Biorad (Bradford 1976) y el pH de los cultivos de los linfocitos en

ambos sistemas de activacién metabolica.
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II. OBJETIVOS

1. Evaluar ¢l dafio genotoxico de los herbicidas molinate y butilate a diferentes concentraciones en
células meristematicas de Vicia fuba, mediante el anilisis de los intercambios de crométidas

hermanas (ICH).

2. Determinar si el molinate y el butilate son promutigenos a través del metabolismo vegetal de las
raices de Vicia faba (activacidon metabdlica in vivo), utilizando como prueba del efecto genético al

ICH en cultivos linfocitos humanos.

3. Corroborar el potencial de biotransforinacion de la raiz de Vieiu fuba, empleando a la fraccion
enzimatica S10 de las raices del haba (activacion metabdlica in vitro) coincubandola con las
distintas concentraciones de los dos herbicidas y los linfocitos en cultivo utilizando la misma

prucba de evaluacion de dafio.

4. Analizar los efectos de los dos herbicidas sobre la cinética de proliferacion celular y ¢l indice

mitdtico con y sin la participacion de la activacion metabolica de Vicia fabit in vivo € in vitro

5. Estabiecer la concentracion adecuada de proteinas Lotales por el método de Biorad en el sistema

de activacién in vitro.

6. Valorar la concentracién de proteina total por el método de Biorad, en los extractos de las

raices de Vicia fuba tratadas con los dos herbicidas tiocarbamicos.



1L HIPOTESIS:

Si los herbicidas tiocarbamicos butilate y molinate son promutagenos activados por los
vegelales, entonces, Jos metabolitos producidos induciran intercambios de cromitidas hermanas y
alteraciones en )a cinética de proliferacion celular y en el indice mitético en los linfocitos humanos
en cultivo, previa transformacién metabélica por las raices de Vicia fuba en los tratamientos in
viva e in vifro y este mismo efecto genotdxico se evidenciard en los cromosomas de las células

meristematicas de la misma planta
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Propiedades fisicoguimicas del butilate y molinate

1. 1. Ei butilate (S-etil N,N-diisobutiltiocarbamato, Sutan) cuya estructura quimica se
muestra en la figura 4, tiene un peso molecular de 217.4, es un liquido claro, con olor aromético,
su punto de fusion es de 130 °C/10 mmHg y de vaporizacién 170 mPA (25 °C), su densidad
0.9402 , soluble en agua 46 mg/l (20°C), miscible con acetona, etanol, queroceno, 4-metilpentano-

2-uno y xileno, su estabilidad es menor a 200 °C

1.2. El molinate (S-etil azepina-i-carbamato, Ordram) del cual se presenta su estructura
quimica en la figura 5, tiene un peso molecular de 187.3 es un liquido claro, con olor aromatico,
su punto de ebullicién 202 °C/10 mmilg, presion de vapor 5.6X10-3/10 mmHg a 25 °C, de
vaporizacion 46 mPA (25 °C), su densidad 1.063, soluble en agua 880 mg/l (21°C), miscibie con
acetona, etanol, benceno, 2-propanol, metanol, queroceno, 4-metilpentano-2-une y xileno, su
inestablilidad es de un mes a 120 °C y a temperatura ambiente no es corrosivo y €s inestable a la

Iuz.

2, Tratamientos directos con butilate, molinate y etanol a los cultivos de linfocitos humanos

Se prepararon soluciones madre de los herbicidas tiocarbamicos (72% de pureza, 720
AlL) con agua destifada de las cuales se obtuvieron las concentraciones siguientes en ppm y
(molares): 6.25 (3X107 ), 12 50 (5.8X107 ), 50 (2.3X10™), 75 (3 5X10™), 100 (4.6X10™, 200
(92X10™7 ) y 300 (1.4X107) para butilate, 25 {1.3X10™), 50 (2.7X10™), 75 (4X10™), 100
(5.3X10™), 200 (1X10™%) y 300 (1.6X10) para molinate.

A frascos de cultivo se les agregd 4.5 ml de medio RPMI 1640 {Gibco) complementado
con 0.035 ml de fitohemaglutinina mas 8 gotas de sangre heparinizada de un donador sano, se
incubaron por 24 horas a 37 °C y después se les adicionaron diferentes concentraciones de

butilate, molinate y etanol 1X10" M mas 100 il bromodesoxiuridina (5-Brid, 20 pg/ml al
y
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testigo solo la 5-BrUd por 24 ha 37 °C. A las 70 h se les aplico 100 pl de colchicina y a las 72 h

se cosecharon las células y se realizé la tincion diferencial con fluorescencia mas Giemsa (Perry y

Wolff 1974).
2. 1. Cosecha de linfocitos fuanarios

1 Cada cultivo se transfirio a un tubo y se centrifugd a 1000 rpm durante 5 min a ternperatura

ambiente .
2 Se elimind el sobrenadante e inmediatamente se resuspendid el botdén con KCl (Merck)

0.075 M a 37 °C, se dejaron reposar durante 20 min en la incubadora

3. De nuevo se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min .

4. Se desechd el sobrenadante y el boton se resuspendio rapidamente con el fijador metanol-acido
acético (Sigma) 3:1 dejandolos reposar durante 20 min

5. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min.

6. Se desechd el sobrenadante, se mezcl6 el boton con el fijador v se les permitio reposar

durante 10 min a temperatura ambiente.
7. Se eliming el sobrenadante y se resuspendié e] botén con 0.5 ml de fijador, después se hicieron

las preparaciones
8 Cada preparacion se elabord por goteo, reahzandose como minimo 4 para cada tubo

9 Se dejaron secar verticalmente al aire.

10. Las preparaciones con metafases fueron reetiquetadas con clave desconocida para el

observador posteriormente fueron tefiidas.
2. 2. Tincion diferencial de las cromatidas hermanas

1. Las preparaciones con metafases se sumergieron en el colorante fluorocromado Hoesch 33258
-agua destilada (1:9) y freron mantenidas en la obscuridad por 20 min en cajas de Koplin,

2. Se enjuagaron con agua de la llave y se dejaron secar al aire verticalmente.

3. Postertormente fueron colocadas en citrato de sodio salino {CSS, 0.03M) y se irradiaron con

luz ultravigleta durante 60 min.
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4 Se limpiaron con agua corriente y se secaron al aire verticalmente.

5. Después fueron introducidas en cajas de Koplin con CSS, en bafic Maria a 60 °C durante 60
min.

6. Se lavaron con agua de la llave y se secaron al aire verticalmente,

7. Se tifieron con el colorante Giemsa (Merck)}-agua destifada ([:10) durante 2 min.

8. Se enjuagaron con agua de la llave y se dejaron secar verticalmente al aire.

9. Se analizaron las frecuencias y los tipos de intercambios de cromatidas hermanas (ICH).

3. Aclivacion metabélica in vivo
3. 1. Preparacion de los extractos de las raices de Vicia faba iratadas con butilate,

molinate y etanol y su aplicacion a los cultivos de Infocitos humanos

Las semillas de Vicia fuba (var. minor) se pusieron a germinar entre dos capas de algoddn
humedecido con agna de la llave, cuando las raices alcanzaron una longitud entre 4 y 6 cm, 40
pantulas se introdujeron en las concentraciones siguientes: ppm (molares) 100 (4.6X10°), 200
{9.2X10™), 300 (1.4X107), 400 (1.8X107 ), 500 (2.3X10?), 750 (3.5X10™%), 1000 (4.6X10°),
1500 (6.9X10™), 2000 (9.2X107) de butilate y 100 (5 3X106%), 200 (1X107), 300 (1.6X10™), 400
(2.1X107%), 500 (2.7X10%), 750 (4X107), 1000 (5.3X107), 1500 (8X107), 2000 (1X107) de
molinate durante 4 h en la obscuridad y a temperatura ambiente. Para tener la certeza de la
capacidad metabolica de Vicie fubu se empled como testigo positive al etanol (EtOH, 98% de
pureza, Sigma) 3600 (1X10"'M), el cual ha demostrado ser un promutigenc en esta planta al
incrementar significativamente la frecuencia del ICH. El testigo negativo fue solo agua destilada,
ambos testigos estuvieron bajo Ias mismas condiciones experimentales. Transcurridas las 4 h, se
lavaron con agua de la lfave tres veces y en dos ocasiones con agua destilada, posteriormente se
cortaron 2 cm de la raiz principal, se maceraron con amortiguador de fosfatos de sodio 0 1 M, pH
7.4, a lemperatra entre 0-4 °C, y se homogeneizaron en un macerador de tejidos vegetales de 1 a
2 min. La relacion de volumen de la solucidn amortiguadora (ml) con el peso fresco de los cortes

de la raiz {g) fue de 1:1 (Takehisa et af. 1982).
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El homogeneizado fue vitracentrifugado por 15 min a 15000 rpm a 4 °C. El sobrenadante
con los metabolitos de las transformaciones del butilate, molinate y etanol, asi como la fraccion
enzimatica S10 (testigo negativo) fueron esterilizados por filtracion miliporo (0.45 pm) e
inmediatamente usados para los tratamientos de los linfocitos en cultivo.

Se afiadieron 100 pl de los extractos de las raices tratadas con los dos herbicidas, el
etanol y los testigos negativos:

(1) cultivo de linfocitos humanos + 5-BrdU
(2) cultive de linfocitos humanos + 5-BrdU+ 100 uf de fos extractos de las raices sin tratamiento.

El positivo, cultivo de linfocitos humanos + 5-BrdU+ 100 pl  de los extractos de las

raices tratadas con etano} (1X107" M) a los linfocitos a las 24 h de cultivo junto con la 5-BrdU

permaneciendo 48 ha 37°C y se continuo con la técnica mencionada en el punto 2.1

4. Activacion metabolica in vitro

4. 1. Obtencion de la fraccidn enzimidtica $10 de la raiz de Vicia fuba

Las semillas de Vicia faba (var. minor) se pusieron a germinar entre dos capas de
algodon humedecido con agua de la llave, cuando las raices alcanzaron una longitud de 4 cm, a 40
plantulas se les cortd 2 cm de la punta para obiener un peso de 2 g, se maceraron con
amortiguador de fosfatos de sodio (0.1 M) pH 7 4, mas manitol 1mM (Baker), ditiotreitol 1 mM
{Sigma), EDTA | mM (Sigma) y polivinilpirrolidona 10% (peso/volumen) (PVPP, Sigma) a
temperatura entre 0-4 °C, se homogeneizaron en un macerador de tejidos vegetales durante 2 min.
La refacion de volumen de la solucion amortiguadora (mi) a peso fresco de los cortes de la raiz (g)
fue de 1.1 (Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa ef «f 1988).

El homogeneizado fue ultracentnfugado por 15 min a 15000 rpm a 4 °C, €l sobrenadante
{fraccion enzimatica S10) (Takehisa y Kanaya 1983, Takehisa ef al. 1988), fue esterilizado por
fitracion miliporo {(0.45 pm), e inmediatamente se determing el contenido de proteinas por el
método de Biorad (Bradford 1976) y usado para la activacion metabdlica in vitre de los dos

herbicidas v de Jos testigos negativo y positivo coincubado con los cultivos de linfocitos humanos.
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4.1.2. Mezcla enzimatica §10

La mezcla S10 se prepard con la fraccion microsémica $10 de Vicie fuba en una relacion
1 9 (volumen/volumen) con los siguientes compuestos: 8X107° M MgCl (Baker), 3 3X107 M KCI
{Baker), 5X10” M Glucosa-6 fosfato {Sigma), 4X 107" M NADP (Sigma) y NAD (Sigma) y 10"'M

de Na;HPO, -NaH,PO, (Baker) (pH 7.4).

4.2 V. Coincubacion de las diferentes concentraciones de butilate, de molinare y de

etanol con los cultivos de hnfocitos hnmanos

A cada cultivo de linfocitos humanos de 48 h de incubacidn se le agregd las siguientes
concentraciones en ppm y (molares). 25 (1 1X10™), 30 (2.3X10%, 75 (3 5X10™), 100 (9 2X10%) y
200 (1.4X107) de butilate, 25 (1 3X10™, 50 (2.7X107™, 75 (4X10™%), 100 (5 3X10™), 200 (1X10°
%}, 300 (1.6X107) de molinate y 3600 (1X10™") de etanol por 4 h.

4. 2. 2. Coincibacion de las diferentes concentraciones de butilate, de molinate y de

etanol con los eultivos de linfociios humanos y la mezcla S$10

A cada cultivo de linfocitos humanos de 48 h de incubacion se le aplicd 500 pl de la
mezcla $10 mas las siguientes concentraciones en ppm y (molares): 25 (1.1X10™), 50 (2.3X10™),
75 (3.5X107), 100 (4.6X10™) y 200 (9.2X107) de butilate y 25 (1.3X10™), 50 (2.7X10™), 75
(4X10™), 100 (5.3X10™, 200 (1X10™), 300 (1.6X10™) de molinate y 3600 (1X10™") de etanol por
4h,

Los testigos negativos fueron

(1) el cultivo de sangre periférica +5-BrdU

(2) el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU + 500 ul de la mezcla $10

(3) el testigo positivo, el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU+ 300 l de la mezcla S10 +

etanol 3600 (1X10°7' M)
El tratamiento fue por 4 h (2 h en reposo mas 2 h en agitacion constante, 100 rpm) a

temperatura de 37 °C Transcurrido este tiempo todos los cultivos se centrifugaron a 1000 rpm
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durante 10 min para eliminar el sobrenadante (en ¢l cual se encontraban los metabolitos de las
transformaciones del butitate, del molinate y del etanol, asi como la fraccidn enzimdtica S10). Se
lavaron dos veces con suero fisiologico de NaCl (0.9%, PISA) estenlizado y se les adicions el
medio Gibco RPMI 1640 complementado con 0 12 ml de fitohemaglutinina, mas 100 ul de 5-
BrdU y se continud con la técnica descrita en el punto 2.1

Todos los medios de cultive, la 5-BrdU, Ia fitohemaglutinina, la mezcla §10, las soluciones

madre del butilate, del molinate y del etanol se esterilizaron por filtracion miliporo (0.45 pm).

S. Evaluacion de la cinética de proliferacion celular y del indice mitdtico

Con el objeto de estimar el posible efecto citotoxico de los dos hierbicidas tiocarbimicos en
los linfocitos humanos en cultivos se analizaron la cinética de proliferacién celular a través del
indice de replicacion y también se establectd el indice mitdtico. El indice de replicacion se
determind examinando en 100 células metafésicas las que estuvieran en primera, segunda y tercera
divisiones de acuerdo a Lamberti ef al. (1983) de la siguiente forma:

Indice de replicaciéon (IR)= 1M1 + 2M2 + 3M3/100

donde . M1, M2 y M3 representaron los porcentajes de metafases de primera, segunda y
tercera divisiones celulares Se consideraron M1 aquellas células cuyo DNA se replico una vez
después de la adicion de 5-BrdU, M2 a células cuyo DNA se replico dos veces en presencia de la
5-BrdU y M3, aquellas que presentan mayor nimero de cromdtidas bifilarmente incorporadas ya
que estuvieron tres ciclos con la 5-BrdU (Fig. 3).

Para el indice mitotico se cuantifico el namero de metafases en 1000 células estimuladas en
cada experimento de la siguiente manera

Indice mitdtico (IM)= No. de metafases /1000 células estimuladas y
% M= IMX100

La cinética de proliferacion celular se estimé al contrastar las células M1, M2 y M3 de la

siguiente forma

a) M1, M2 y M3 contra el testigo negativo
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b) M1+ M1, M2y M3 contra el testigo negativo
¢) M1+ M2 y M3 contra el testigo negativo

d) M1+ M3 y M2 contra el testigo negativo

e) M2 y M3 contra el testigo negativo

) M1 y M3 contra el tesligo negativo

g) M1 y M2 contra el testigo negativo

6. Andlisis cifogenético de los dos herbicidas sobre el DNA de las células meristematicas de
Vicia faba

6. 1. Tratamientos direcfos con bulifate y mofinate en las raices de Vicia fuba

Por otra parte, con la finalidad de verificar el efecto de Jos dos herbicidas en la planta
misma se analizé la frecuencia de ICH en cromosomas de mernistemos apicales de Vicia fuba que
ha probado ser un sistema sumamente sensible a mutagenos.

Las semillas de Vicia fuba (var. minor) se pusieron a germinar entre dos capas de algoddn
humedecido con agpa de la llave, cuando las raices alcanzaron una longitud de 15 a2 0 cm de
longitud, 10 plantulas se sometieron a una solucion de 100 pM de 5-bromodesoxiuridina (BrdU),
5 puM de uridina (Urd) y 01 pM de 5-fluorodesoxiuridina (FdU) para un primer ciclo de
replicacién por 20 h a temperatura de 21 °C en la obscuridad, después se limpiaron y se
sumergieron 10 raices para cada concentracion en ppm y (molares): 25 (1.1X1¢™), 50 (2 3X10™),
75 (3.5X10™), 100 (4.6X10™), 200 (9.2X10™") y 300 (1.4X107) de butilate y 25 (1.3X10"), 50
(2 7X107Y), 75 (4X10™) y 100 (4.6X10°%) de molinate y €l testigo fire solo agua destilada por 4 b a
temperatura de 21 °C y en la obscuridad

Después del tratamiento las raices se lavaron dos veces con agua de la llave y en una
ocasion con agua destilada, se limpiaron y se introdujeron en una solucion fresca de analogos'
100 pM de BrdU, 5 pM de Urd y 0 1 uM de FdU (segundo ciclo de rephcacidn) por 20 h, a 21
*C y en la obscuridad Pasado este lapso, se cortaron 2 mm de las puntas, se colocaron en

colchicing 0.5 % por 3 h en la obscuridad a 21 "C. Transcurrido este tiempo los meristemos se
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transfirieron a acido acético 100% a 21 °C en la obscuridad durante una hora, posteriomente
fueron fijadas en etanol-dcido acético (3:1) por 48 h a -20 °C. A continuacion se pusieron en
etanol 70% en bafio Maria a 28 °C por 15 min, posteriomente se trataron con HCl 5 N en bafio
Maria a 28 °C por 80 min, se les quitd el exceso del acido lavandolos tres veces con agua destilada
y se fifieron con el reactivo de Schiff por 45 min a temperatura ambiente y en la obscuridad

Los meristemos apicales una vez tefidos se sometieron a pectinasa 2% (disuelta en
amortiguador de fosfatos de citratos, pH 4 7) en bafic Maria a 28 °C por 25 min, después se
pusieron en acido acético 45% durante 10 min y se transfirieron a etanot 70% fric por 30 min
{Scheid 1976)

Las laminillas se hicieron por aplastamiento del tejido en monocapa ( squash’) utilizando
dcido acético 45% y fueron hechas permanentes mediante la técnica del hielo seco (Conger y
Fairchild 1953}, deshidratando dos veces con butanol absoluto y se montaron con balsamo de
Canadd. Para su lectura, las preparaciones se reetiquetaron con clave desconocida para ¢l
observador

Por cada concentracion se utilizaron 4 laminillas como minimo, registrando los ICH en 50
cromosomas metacéntricos (M} y 250 submetacéntricos (S), que corresponden a los cromosomas

de 25 células.

7. Anilisis estadistico

Para cuantificar los ICH se registraron 25 metafases de segunda division. Con el fin de
evitar prejuicios en las observaciones se reetiquetaron las laminillas. En todos los casos se
realizaron dos experimentos cuyos valores se compararon entre si mediante andlisis de varianza
(ANOVA). P<0.0001. Posteriormente a los promedios se les aplicd la prueba de comparacion

miltiple de Neuman-Keuls, P<0.001 v 1a X? para los indices de replicacion y mitético, P<0 05.
p p p
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8. Determinacién de proteinas totales por el método de Biorad
8. 1. Extractos de Viciu fuba iratadas con butilate, molinate y etanol aplicados a los

cultivos linfocitos hinmanos |

'
¢

-2 . I -y .
La concentracion de la proteina total en los extractos utilizados en los tratamientos con
|

activacion metabdlica in vivo, se estimd uti,izando el método de Biorad (Bradford 1976) en la
|

stguiente forma:
Reactivo de Bradford

Se disolvieron 100 mg del colorante azul brillanie G-250 85% (Aldrich), en 50 ml de
etanol {Sigma) 25% de pureza y se aford a un litro con acido fosforico (Aldrich) 85% de pureza.
Esta mezcla se agitd durante 12 h en la obscuridad, posteriormente fue filtrada con papel filtro
(no.4) y mantenida a 4 °C en un frasco ambar.

A tubos de ensaye se les coloco 25 pl de los extractos de las raices tratadas con las
diferentes concentraciones de molinate, butilate y etanol, ademés los testigos: negativo (exiractos
de las raices sin tratamiento) y positivo (extractos de las raices tratadas con etanol 1X107 M) mas
75 pl de agua destitada y 5 ml del reactivo de Bradford, se agitaron en un vortex ¢ inmediatamente
se realizaron las lecturas a 565 nm en un Espectrofotémetro Zeiss PMQ11 que se llevd a cero en
D.O (densidad éptica) con el blanco de SSB (blanco solucién salina). Para el célculo de las
concentraciones de proteinas se realizé la curva patron con albimina sérica bovina (BSA,
Aldrich), haciendo diluciones a partir de una solucidn con una concentracion de 1:1 con agua
destilada. Las determinaciones se hicieron por dupiicado.

Se aplico la prueba de ANOVA para establecer las diferencias estadisticas entre los grupos

lestigo y experimentales.
8. 2. Mezcla S10, sistema de aclivacion metabolica in vitro

El contenido de proteinas totales en la mezcla S10 fue determinada en la fraccidn

enzimatica S10 de la raiz de Vicia faba sin tratamiento utilizada en el sistema de activacion
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vegetal in vitro, para que fuera constante en los 500 ul agregados en la coincubacion con fos dos
herbicidas, en los testigos negativo y positivo, en voldmenes de 25 y 50 pl, las lecturas se

realizaron como se explica en el punto 8.1 (Bradford 1976).

8.3. Determinacion del pH a los cultivos de linfocitos humanos en los sistemas de

actvacion metabdlica in vivo e in vitro

Se valoro el pH de los cultivos de linfocitos humanos (1} tratados directamente por 4 y 4%
h con las diferentes concentraciones de los herbicidas butilate y molinate, (2) con los extractos de
las raices de Vicia faba tratadas con las distintas concentraciones de ambos herbicidas y (3) junio
con la mezcla y diferentes concentraciones de los herbicias, asimismo, testigos negativo y positivo

(de los sistema de activacion in vive e in vitro).
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V. RESULTADOS

1. Tratamientos directes con butilate, molinate y etanol a los cultivos de linfocitos
humanos

Al aplicar directamente 6.25 (3X10), 12.50 (5.8X10™), 50 (2.3X107), 75 (3 5X10™) y
100 (4 6X10™), de butitate y 25 (1.3X10™"), 50 (2.7X10™), 75 (4X10™), 100 (5 3X10™) y 200
(1X107 ) de molinate y de etanol 3600 (1X10"} a los cultivo de linfocitos humanos, no se
modificaron las frecuencias de intercambios de cromatidas hermanas (ICH), pero a

concentraciones elevadas cor ambos herbicidas se provocd la muerte celular (Tablas I y 11)

2, Activacién metabélica in vivo .
2.1. Aplicacion de los exiraclos de las raices de Vicia fuba tratadas con las
diferentes conceniraciones de butilare, molinate y etanol a los cultivos de linfocitos humanos

Los valores de cada experimento y su réplica con los dos herbicidas no reflejaron
diferencias significativas al compararse entre si mediante el analisis de variancia (ANOVA),
P<0.0001, por tal razin, se agruparon los datos de las 50 observaciones y se promediaron,
aplicandoles la prueba de Neuman-Keuls. En las tablas 1 y II, se nota que las diferencias con los
testigos no son significativos.

Los extractos de las raices tratadas con 100 (4.6X10™), 200 {9.2X10™), 300 (1.4X10™)
y 400 (1.8X107) de butilate y 100 (5.3X10™, 200 (1X107) y 300 (1 6X107%), de molinate y
3600 (1X10™") de etanol aplicados a los cultivos de linfocitos incrementaron significativamente
las frecuencias de los ICH comparados con los testigos, aumentando conforme fo hace la
concentracion (Tablas I y 1I). Con 500 ppm (2.3X107) de butilate se bloqueé la mitosis de los
linfocitos en cultivo {Tabla I} y a partir de 400 ppm (2.1X10™) de molinate no hubo diferencias
significativas en ICH con respecto a los testigos (Tablas 11} pero fuvieron efecto toxico para
las raices ya que produjeron necrosis celular, el analisis del tejido vegetal mostrd deterioro

celular e inhibicion de la mitosts.
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3. Activacion metabdlica in vitro

3. 1. Coincubacion de diferentes concentraciones de butilate, molinate y de etanol

con los cultivos de linfocitos humanos

Cuando se coincubaron 25 (1.1X10™), 50 (2.3X10™), 75 (3.5X10™) y 100 (4.6X10™)
de butilate y 25 (1.3X107%), 50 (2.7X107), 75 (4X10™), 100 (5.3X10™%) y 200 (1X10?) de
molinate y de etanol 3600 (IXIO") mas los linfocitos, no hubo efecto sobre la induccidén del
ICH al ser contrastados con los testigos. En los caso del butilate a 200 ppm (9.2X10™ ) y del

molinate a 300 ppm (1.6 X10°) se provocd la muerte celular (Tablas 111 y 1V).

3.2 Coincnbacion de la mezela microsomica S10 de las raices de Vicia faba
con las diferentes concentraciones de bunlate, molmate y de efanol y los cultivos de lmfocitos

humanos

En presencia de la mezcla S$10, con 25 de butilate (1.1X10™%) y de molinate (1 3X10™%)
no se observo efecto sobre ICH en los linfocitos humanos en cultivo (Tablas 111 y 1V), pero a
partir de 50 de butilate (2.3X10™) y de molinate (1.3X10™) y 3600 ppm de etanol (1X10™), se
obtuvo respuesta positiva en la induccion de ICH con respecto a los valores testigos (Tablas 111
y V). Con el butilate hubo una relacidn concentracion-respuesta, pero no con el molinate. Con
300 ppm (1.6X10™) de molinate no hubo influencia sobre el ICH ya que el valor fue similar al
testigo a esta misma concentracion con ef butilate se produjo la muerte celular (Tablas 111 v

1V).

4. Evaluacion de la cinética de proliferacion celular e indice mitdtico

En los tratamientos directos con 6 25 y 12 50 ppm de butilate por 48 h a los cultivos de
linfocitos humanos (CLH), no hubo efecto sobre el 1M y el IR, pero a partir de 50 ppm se retardd

¢ ciclo celular y ascendio la frecuencia de células de primera division celular (M1). Los valores de
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IR e IM descendieron hasta que se indujo la muerte celular (Tabla V). En el caso del molinate el
efecto fue parecido con 25y S0 ppm sobre los parametros, pero a partir de 75 ppm se retrasé el
ciclo y se incrementaron las células M1. Con 200 ppm el IM y en 300 ppm se produjo muerte
celular (Tabla VI).

En el sistema de activacién metabdlica in vivo, al aplicar los extractos de las raices tratadas
con 100 y 200 ppm de butilate a los CLH por 43 h, no s¢ alteré el IR y el 1M, pero con 300 y 400
ppm ¢ IM disminuyd, se acelerd el ciclo celular y aumentaron la frecuencia de células (M3), y a
500 ppm fue toxico hasta que se ocasiond la muerte celular {Tabla V). Cuando se agregd el
extracto de las raices tratadas con 100 ppm de molinate a los CLH no se modificaron los
parametros pero con los extractos de las raices tratadas con 200 y 300 ppm, el efecto fue inverso
sobre la cinética de proliferacion celular {CPC), ya que se incrementd M1 y disminuyd M3. El IM
también se redujo (Tabla VI). Con 400 ppm de molinate, estos puntos fueron semejantes al testigo
en los linfocitos ya que previamente tuvo accion téxica para las raices del haba (Tabla VI).

Al aplicar los tratamientos directos (4 h ) con 25 y 50 ppm de butilate a los cultivos de
linfocitos humanos, no hubo diferencias significativas en el indice mitotico (IM) y el indice de
replicacion (IR), con respecto al testigo, pero 75 y 100 ppm  produjeron aceleracion det ciclo y
aumento en la frecuencia de células de tercer ciclo (M3} y con 200 ppm se causd la muerte celular
(Tabla VII). Los efectos fueron similares en el caso del molinate, con el mismo esquema de
tratamiento, notandose que con 25, 50, 75, 100 y 200 ppm disminuyeron los valores del IM
{Tabla VIIl) y con 300 ppm se indujo la muerte celular (Tabla VIII).

Cuando se coincubaron los dos herbicidas con la mezcla $10 més los CLH (sistema de
activacion metabdlica in vitro), con 25, 50, 75 y 100 de butilate no se mostraron efectos sobre
los la CPC, perc con 200 ppm se estimuld la CPC e incrementaron las células M3 con relacidn al
testigo y con 300 ppm se ocasiond la muerte celular (Tabla VII), este comportamiento fue
semejante con 25, 50, 75, 100, 200 y 300 ppm de molinale y no tuvo efecto sobre el ciclo celular
(Tabla VIII).

Por otra parte, los tratamientos con etanol siny con activacion metabdlica in vive
¢ in vifro no tuvieron accion sobre la CPC y el IM con respecto al testigo (CLH mas 5-BrdU)
{Tablas V a VHI). Sin embargo, este compuesto con y sin activacion fn vitro estimuld el ciclo

celular y aumentd la frecuencia de células M3 (Tablas VII y VIII). La fraccion enzimatica y la



mezcla S10 de las raices de  Vicia faba utilizadas en los dos sistemas de activacion metabélica

in

vive e in vitre no interfirieron sobre los criterios evaluados al ser comparados con el testigo

(Tablas V a VIII).

3. Anglisis citogenético del butilate y molinate sobre el DNA de las células meristemsdticas

de Vicia faba

La frecuencia de los ICH en los dos experimentos con los dos herbicidas no mostraron
diferencias significativas entre si mediante el anilisis de varianza (ANOVAY), por tal razon se
agruparon los datos de las 50 observaciones, y se promediaron, aplicindoles la pueba de
comparacién multiple de Neuman-Keuls (Tabla 1X) y notandose que con 25 (1.1X10™), 50
(2.3X10™) y 75 (3.5X10™), 100 (4 6X10-4) y 200 (9.2X10-4) de butitate y 25 (1.3X10™), 50
(2.7X10™), 75 (4X10™ )y 200 (5.3X10™) de molinate la induccion ICH fue si;gniﬁcativa y se
incrementd en relacion directa con la concentracion. Con 300 ppm (1.4X10) de butilate y 100

ppm (4.6X10™) de molinate se inhibio la mitosis (Tabla IX).

6. Analisis estadistico

En los tres sistemas de evaluacion se llevaron a cabo 2 experimentos, para cuantificar la
frecuencia de ICH se registaron 25 metafases de segunda division para cada caso, se aplicod un
analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas entre los
grupos y la de comparacion multiple de Newman-Keuls entre los testigos y los experimentales
{Tablas I a IV y IX). Para <l andlisis estadistico de los indices de replicacion y mitético se usé
la X?. Para los niveles de proteinas en los exiractos de Viein fubu tratadas con las diferentes
conceniraciones de los dos herbicidas y en la mezcla S10, se aplicé el analisis de ANOVA

(Tablas X1V y XV).

40



7. Determinacion de proteinas totales por el método de Biorad
7 1 Activacion metabolica in vive
7. 1. | Extractos de las raices de Vicia faba tratadas con butilate, molinate y

etanol aplicados a los cultivos de linfocitos humanos

E! contenido de proteinas totales en los extractos de las raices tratadas con 100
(4.6X10™), 200 (9.2X107), 300 (1.4X107), 400 (1.8X107 ), 500 (2.3X107), 750 (3.4X10™),
1000 (4.6X10), 1500 £6.9X10), 2000 (9 2X10™) de butilate y 100 (5.3X10'%), 200 (1X10™)
y 300 (1.6X10°) de molinate no variaron significativamente con respecto al valor testigo
(Tablas X y XI). No obstante, a partir de 400 (2.1X107) de molinate disminuyeron

significativamente al ser comparados con el valor testigo (Tabla X1).

T 2. Aciivacion metabolica in vitro (Mezcla 516}

En el sistema de activacion metabdlica in vifro la concentracion de proteinas usada en la

mezcla 510 fue constante de 10 mg/500 pl en los dos experimentos.

8. Determinacion del pH de los cultivos de linfocitos humanos

8. [ Activacion mefabolica in vivo

El pH de los cultivos de linfocitos humanos en los tratamientos directos y con los
extractos de las raices de Vicia fuba tratadas con las diferentes concentraciones de butilate, de
molinate y de etanol a las 48 hy 70 h de iniciado el cultivo no sé modificd (Tablas X1 y

X1y,
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8. 2. Activacion metabélica in vitro

El pH de los cultivos de linfocitos humanos coincubados con las diferentes
concentraciones de los herbicidas y del etanol a las 48 h y 70 h de iniciado el cultive no se
alterd con respecto al testigo y al rango fisiolégico normal (Tablas XIIT y XIV), lo mismo
ocurric en el sistema de activacion in vitro (CLH més la mezcla S10 y las diferentes

concentraciones de los dos herbicidas) (Tablas XIV y XV).
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VI. DISCUSION

En este trabajo se evidencia a través de los tratamientos directos con ambos herbicidas
que no son mutagenos directos en los cultivos de linfocitos humanos (CLH) ya que no hubo
respuesta al aplicarlos (Tablas I y I1). Los resultados negativos con el butilate directo concuerdan
con fos encontrados por Plewa ef al. {1984), va que no detectan efecto mutagénico de este
compuesto con el ensayo en el locus ceroso (waxy) de maiz. Kuroda ef al. (1992), describen
efectos negativos con el molinate en la induccion de ICH en células V79 de criceto dorado en la
prueba de Rec de Bacillus subtillis.

Cuando se aplicaron los extractos de las raices tratadas con los dos herbicidas en los CLH
por 48 horas se observa respuesta positiva al incrementar las frecuencias de ICH ({Tablas I y 1I.
Fsto demuestra que ambos herbicidas requieren del metabolismo de Vieia faba para producir
dafio al DNA, lo que significa que el sistema enziméitico de la raiz del haba transforma ambos
herbicidas en metabolilos mutapgénicos o.en productos altamente reactivos al DNA,

Los herbicidas tiocarbamicos butilate y molinate son ficil y raptdamente transportados y
metabolizados en las hojas, en los coleoptilos y en las raices de varias especies vegetales y
Iransferidos a tallos, hojas y frutos. Los pasos iniciales de su biotransformacion en plantas y en
mamiferos ocurren por sulfoxidacién y N-desalguilacién (reacciones de la Fase I), catalizadas
principalmente por el grupo de monoxigenasas dependientes del sistema citocromo P-450
conocidas como oxidasas de funcion mixta (OFM) para formar sulfoxidos de molinate y butilate
(Figs. 6 a 8), N-alquilados y de sulfonas; los productos oxidados son conjugados con el glutation
(GSH) por el sistema enzimitico de GSH-S-T transferasas o sin la intervencion de enzimas
{reacciones de Fase 11) {Casida er ] 1974, 1975a, b, Lay et af. 1975, Hubell v Casida 1977,
Debaun ef al. 1978ab, Tjeerdema y Grosby 1987). En los animales, los conjugados son
eliminados en la orina en forma de acidos mercaptiricos y en las plantas almancenados y/o
incorporados en diversos componentes de la célula vegetal {reacciones de Fase 111) (Figs. 6 a 8)
{Casida et al 1974, 1975a,b, Lay ef af. 1975, Fang 1975, Hubell y Casida 1977, Nakamura ef af
1977, Carringer ef al. 1978, Debaun ef al. 1978a, b, Imai y Kuwatsuka 1984).

Trabajos recientes sobre el metabolismo del herbicida tiocarbamico EPTC 6 eptam (cuya

estructura quimica es similar al butilate) en fracciones microsomicas aisladas de coleodptilos y de
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raices de maiz, han evidenciado la formacién de sulféxido de EPTC, por sulfoxidacién
dependiente de la citocromo P450 (Jablonkai y Hatzios 1994).

Como varios estudios han indicado que las formas activas de los herbicidas son los
sulfoxidos tiocarbamicos que tienen accion alquilante (Fuerts 1987), posiblemente los sulfoxidos
de molinate y butilate estén implicados en el daiio genético provocado en los linfocitos en cultivo
ya que estos metabolitos se comportan como agentes alquilantes y son las formas activas de esta
clase de herbicidas, por lo tanto, son los candidatos para interaccionar potencialmente con ¢l
DNA (Figs. 1 y 2) (Lay ef af. 1975, Hubell y Casida 1977, Carringer ef al. 1978). Otra manera
potencial de dafio de estos producios metabolicos es la posibilidad de unirse covalentemente a
biomoléculas que contienen grupos sulfihidrilos o tiol que pueden interferir con el metabolismo
de ta CoA u otros procesos bioquimicos (Carringer ef al. 1978, Caldwell 1984, Hellyer ef ai.
1985)  Su conjugacion con el GSH es un ejemplo de su reactividad quimica al unirse
covalentemente con una molécula sulfihidrilo, alternativamente los conjugados CoA con los
sulféxidos pueden obstaculizar competitivamente otras reacciones que ntilizan la acetit CoA u
olros intermediarios CoA. Ademas los conjugados CoA son formados in vivo en ciertos tejidos de
mamiferos y se ha sugerido que estos podrian inhibir enzimas cuyos sustratos son la CoA o
acilCoA (Figs. 1 y 2) {(Lay ef al. 1975, Carringer et al. 1978, Lamoreux y Frear 1979, Leavit y
Penner 1979, Caldwell 1984, Harwood 1989) También es probable la alquilacidn de las enzimas
que tienen grupos tiol como sitios activos o alostéricos, como la coenzima A involucrada en
varios procesos metabdlicos de las células vegetales y animales (Fuerts 1987).

Investigaciones recientes en mamiferos han demostrado inhibicion de la actividad de la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) en mitocondrias de higado de ratones inyectados
intraperitonealmente con 8 mg/Kg de tiobencarb, pebulate, vernolate, trialate, cicloate, eptam o
EPTC, molinate y sus metabolitos sulfoxidos después de 2 h del tratamiento. Posterior a la
aplicacion 40 mg/kg de los mismos herbicidas se administra etanol (1000 mg/kg) y muestran el
mismo efecto sobre la ALDH pero correlacionado con el aumento de la concentracion del
acetatdehido en sangre y en cerebro, de los 8 tiocarbamatos administrados, el EPTC vy sus
metabolitos fueron inhibidores mas potentes de Ja ALHD y en menor grado el butilate y sus
metabolitos (Quistad et ol 1994).

La correlacion de la toxicidad observada en las raices tratadas a concentraciones mayores

de molinate con el bajo contenido de proteinas (Tabla XV), aan cuando se iguala a la misma
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concentracion del testigo, apoya el hecho de que al morir las células de la raiz no ocurre el
metabolismo del herbicida y por {0 tanto no se presenta actividades genotdxica ni citotdxica en
las células humanas en cultivo al aplicarle los extractos. Mientras que en el caso de los
tratamientos con butilate a las mismas concentraciones no hubo toxicidad y el tejido vegetal se
observa normal, conteniendo la cantidad de proteinas similar en todos los casos (Tablas XIV y
XV). Sin embargo, a concentraciones mayores los extractos tienen accién toxica para los cultivos
de linfocitos ya que no se encuentran células de ningin ciclo de division, pero se hallan algunos
nizcleos estimulados, lo que puede explicarse con base en la respuesta de toxicidad diferencial de
las células humanas a los metabolitos del herbicida. Es decir el molinate es altamente toxico para
las células vegetales, mientras que el butilate lo es para las humanas (Tablas 1 y II).

Cuando molinate y butilate son ensayados directamente con la mezcla S10 (sistema de
activacion in vitro) se confirma la capacidad de biotransformacion lievada a cabo in vive por la
raiz de Vicia fuba con la constitucion de metabolitos altamente reactivos al DNA, reflejado en la
induccion significativa de ICH en células humanas (Tablas IIf y 1V)

A pesar de que algunos estudios han demostrado que no hay muchas variaciones en los
experimentos de activacion mutagénica con sistemas de plantas completas y homogeneizados
(Strcibig 1988), en esta investigacién se notan diferencias en la respuesta genética, ya que en el
método de activacion in vitre se observa que a partir de S0 ppm de butilate la induccion de ICH
es exponencial, mientras que para el molinate ¢l comportamiento es asintético {Tablas [11 y 1V).
El incremento de {CH al coincubar el molinate mas los cultivos de linfocitos con la mezcla S10
(sistema de activacion metabdlica in vitro) donde se observa significancia con 50 y 75 ppm y
con 100 y 200 ppm fue asintdtica, posteriormente los valores dechinan hacta las cifras del testigo
(Tabla IV). Se puede inferir que la meseta mencionada (Tabla 1V) sea el resultado de una
saturacion enzimatica con respecto a la concentracidn del herbicida, comportamiento semejante
al observado en las enzimas Mikhaelianas. El decremento de ICH a frecuencias del testigo en 300
ppm de molinate posiblemente sea debido a la desnaturalizacion de las enzimas contenidas en la
fraccion S10, ocasionada por la elevada concentracion del plaguicida, sin que hayan sido
afectadas las células humanas pues no se observa inhibicion de la mitosis ni dafio citogenético
(Tabla IV). Ademis al comparar la respuesta genotoxica, es mayor en la activacion in wve que
en el esquema in vifro y se nota una clara relacidn concentracion-respuesta (Tablas I a IV). Las

diferencias en las frecuencias de 1CH en los linfocitos entre los dos procedimientos de activacion

45



metabolica (inr vive e in vifre) puede estar relacionada con el tiempo de exposicion de las células
a los metabolitos activos ya que en el ensayo in vivo son incubadas por 48 h mientras que en el
sistema in vifro inicamente 4 horas y probablemente en ambos métodos activacion se formen los
mismos metabolitos por las reacciones de oxidacién asistidas por el sistema MFOQ, pero con
distintas concentraciones y actividades sobre los linfocitos en cultivo.

En experimentos sobre el metabolismo de algunos herbicidas en cultivos de células
vegetales y en plantas completas de varias especies se han obtenido curvas similares de
concentracion-respuesta, concluyendo que no hay diferencias cualitativas en el metabolismo de
los herbicidas en ambos sistemas (Zilkah y Gressel 1977, Schuphan ef af. 1979, 1984, Camper y
McDonald 1989, Harm y Kottuts 1990, Olofsdotter ef al. 1994) No obstante pueden existir
variaciones cuantitativas entre los dos ensayos por numerosos factores que afectan la respuesta
en las células en cultivo con una fraccidon enzimdtica como son la ausencia de membrana y de
pared celular, de tejidos y de organelos; por el contenido y/o tipo de proteinas, en sus actividades
enziméticas y bioldgicas, ocurriendo dos tipos respuestas la positiva en in vivo y la negativa in
vitre 0 lo contrario (Casida ef al. 1974, 1975, Carringer et af. 1978, Barak et af. 1983, Hess 1985,
1987, Grover 1988, Grover y Cessna 1991, Hatzios 1991). Sin embargo, en este trabajo se
evidencio respuesta genotdxica positiva en los dos esquemas de activacion metabolica pero con
diferencias cualitativas y cuanfitativas en la induccion de ICH vy en las concentraciones utilizadas
de los dos herbicidas.

En el sistema activacion in vifre se utilizaron concentraciones mas bajas, debido a que los
dos tiocarbamicos estuvieron directamente con la fraccién enzimatica S10, no asi cuando se
aplicaron a las raices, las vias de entrada, absorcion y translocacion fueron diferentes ya que en
muchos casos pueden atravesar la pared celular o la membrana plasmiatica a los organelos
celulares hasta alcanzar su sitio de accion, almacenarse y causar fitotoxicidad. Las caracteristicas
bioquimicas de la molécula herbicida, incluyendo sus propiedades lipofilicas y la acidez, son
esenciates en la permeabilidad de las membranas celulares para que la célula vegetal controle la
absorcion y la incorporacion Muchos herbicidas se mueven a través de membranas celulares via
difusidn no facilitada debido a que la bicapa lipidica es permeable a xenobidticos neutros y
lipofilicos. La absorcidn activa de los herbicidas lipofilicos, idnicos o acidos débiles pueden ser
mediados por un mecanismo de canales i6nicos, en donde la forma menos lipofilica o anidnica se

deposita en compartimientos alcalinos de la célula, también Jos herbicidas pueden acumularse en
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las células vegetales por conversion de metabolitos no fitotdxicos uniéndose a los constituyentes
celufares 6 a los lipidos. Existen evidencias de que también los herbicidas ticcarbédmicos se
mucven a través de las membranas celulares mediante procesos mediados acarreadores donde su
incorporacion es dependiente de energia y la absorcion puede ser saturada y/o disminuida por
inhibidores metabélicos y compuestos de estructuras similares (Malejawa 1964, Nalejawa ef @/,
1968, Nakamura ef al. 1977, Schupan ef af 1984, Devine 1989, Devine y Vanden-Born 1991,
Hatzios 1991, Sterling 1994). La exposicion de las raices de Vicie faba por 4 h, con las
concentraciones del butilate y de molinate, manifestaron ser las adecuadas para su absorcion y
transporie, a fravés de la membrana y pared celulares de raiz de Vicia faba y su posterior
modificacidn enzimatica, dentro de la célula vegetal, a metabolitos genotdxicos que
interaccionaron con el DNA de los linfocitos en cultivo.

Para tener la certeza de la capacidad metabdlica de la raiz de Vieia fuba tanto in vive
como in vifro, se empled al etanol como testigo positiva que mostrd ser un promutdgeno activado
por ¢l haba en ambos sistemas al duplicar el valor de los ICH sot-)re los linfocitos, que cuando se
aphcé directamente. Este comportamiento concuerda con el obtenido por Takehisa y Kanaya
{1983,1986), Takehisa ef al. (1982, 1988) en células de criceto dorado y en linfocitos humanos
por Calderén-Segura (1993) y Gomez-Arroyo ef «f. (1995) con el mismo sistema de activacion
vegetal. El etanol es metabolizado a acetaldehido por la accién de la enzima citosdlica alcohol
deshidrogenasa (ADH), la cua!l requiere al nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) como
cofactor y a dcido acético por la aldehido deshidrogenasa {ALDH) dependiente de NAD, reaccion
que ocurre principalmente en las mitocrondrias y en el citoplasma El acetaldehido es el principal
inductor de 1CH en linfocitos humanos in vitre en presencia de la enzima ADH y del cofactor
NAD (Obe y Ristow 1970, Obe ef al. 1979, 1986).

Adicionalmente al andlisis citogenético, en ésta investigacion se evaluaron los efectos que
sobre el cultivo de linfocitos tienen los dos herbicidas tiocarbdmicos mediante la cinética de
proliferacion celular a través del indice de replicacion, asi como también se hicieron
determinaciones del indice mitotico para detectar la citotoxicidad, enconirindose que en los
tratamientos de 48 horas en los cuales se aplicd el butilate directamente a los cultivos, se observa
que en Jas concentraciones de 50, 75 y 100 ppm aumenta la cantidad de células M1 y disminuye
{as de M3, lo que implica que este herbicida esta provocando un retraso en la progresion del ciclo

celular, este hecho se refleja en la disminucién del indice de replicacion. En el 1M se nota que a
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medida que se incrementa la concentracion disminuyen los valores hasta que se provoca la
muerie celular, en estos ¢asos no se encuentran nicleos estimulados (Tabla V)

En los tratamientos de 48 horas con los extractos de la raiz de V. faba que contienen los
metabolitos del butilate, se observa un comportamiento totalmente distinto, ya que en las
concentraciones mayores (300 y 400 ppm} disminuye la caniidad de células M1 y aumentan las
M3, lo cual significa que hay una aceleracion del ciclo celular, lo que sugiere que se estd
ocasionando un estimulo. Sin embargo, este hecho no se refleja en el IR donde las diferencias no
son significativas, lo cual justifica el empleo de la X modificada que permite contrastar de
manera independiente las células M1, M2 y M3. Con respecto al IM, se advierte que disminuye a
medida que aumenta la concentracion, hasta que se produce la muerte celular, en donde tampoco
se encontraron células estimuladas (Tabla V).

Con ¢l molinate en los tratannentos directos al cultivo de linfocitos por 48 horas se evidencia
un comportamiento similar al del butilate. A partir de 75 ppm se incrementa la cantidad de
células M1 y decrece la de M3, lo que significa que este herbicida también causa retraso en la
progresion del ciclo celular, este efecto se ve claramente reflejado en el IR, que decrece respecto
al testigo de acuerdo a la concentracion. El IM a partir de 50 ppm se reduce de manera
proporcional a la concentracion del molinate, hasta originar la muerte celular, ya que no se
observaron células estimuladas (Tabla VI).

En los tratamientos en los cuales se aplican por 48 hords los extractos de V. fuba que
conticnen los metabolitos del molinate, solo en 200 y 300 ppm se observa efecto, ya que se
incrementa fa cantidad de células M1 y disminuyen las M3, al igual que con el butilate se esta
provocando retraso en la progresion del ciclo, este hecho se evidencia en la disminucion del IR.
En 400 ppm no hay cambios en estos parametros, debido a que el molinate causa la necrosis de
las raices de Vicia fuba, lo que probablemente evita que se realice ¢l metabolismo del herbicida y
por lo tanto no hay efecto (Tabla VI).

Respecto al IM se observa que a medida que aumenta la concentracién disminuyen los
valores, sin lfegar a inhibir la mitosis. El hecho de encontrar diferencias significativas en 400
ppm, implica que el IM es un criterio de evaluacion sumamente sensible, ya que es probable que
antes de morir las células de V. fuba llevan a cabo cierta actividad que produce metabolitos en

bajas cantidades, que no es posible detectar con el [CH y el IR
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Al aplicar a los linfocitos por 48 horas el extracto de V. fuba sin tratamiento (fraccion S10),
ninguno de los puntos analizados se altera. Este mismo comportamiento ¢s observado para el
etanol agregado en forma directa o en los extractos que contienen sus metabolitos (Tablas V y
%))

En los tratamientos de 4 horas en los cuales se induce el metabolismo in vitro , se nota que
con butilate se provoca disminucion de células M1 y aumento de M3, lo cual como anteriormente
se menciona significa que este herbicida produce aceleracion del ciclo, sin embargo otra vez, este
hecho no se refleja en el IR. Con respecto al IM en estas condiciones de tratamiento por 4 horas
no hay una caida paulatina, ya que en 200 ppm se produce la muerte celular. Cuando ademés del
butilate se adiciona la mezcla S10, a partir de 75 ppm se observa el mismo comportamiento, pero
se disminuye la toxicidad ya que la muerte celular ocurre en 300 ppm (Tabla VII).

Con el molinate aplicado directo a los linfocitos por 4 horas en los ensayos de metabolismo in
viirp se advierte nuevamente la disminucién de células M1 y ef aumento de M3 unicamente en
100 y 200 ppm, en este caso dicho fendmeno tampoco se refleja en el IR, En relacion al IM a
partir de 50 ppm se aprecia que baja de manera similar en fodas las concentraciones y en la
mayor (300 ppm) sucede la muerte celular. Al apregar ademas del molinate la mezcla S10 a los
cultivos de linfocitos no se perciben diferencias significativas en ninguno de los casos, por o que
al ser metabolizado el herbicida es menor su toxicidad (Tabla VIII).

Al afiadir a los cultivos solamente fa mezcla $10, no se observan alteraciones, mientras
que con €l etanol, con y sin la mezcla se encuentra aceleracion en la progresion del ciclo, ya que
hay disminucién de células M1 y M2 y aumento de M3, de nuevo este comporiamiento no se ve
reflejado en el IR. El IM no se altera (Tablas VI1 y VHI}.

El retraso de la progresion del ciclo celular de los linfocitos humanos en cultivo
provocado por el butilate y el molinate y sus metabolitos, indica que posiblemente las moléculas
originales de los dos herbicidas y sus productos de la activacion, interfirieron con la estimulacion
de fa fitohemaglutinina, con la disponibilidad de los nutrientes y otros factores que afectaron a las
células humanas a proseguir su ciclo celular normal. Kuroda et af, (1992) encuentran disminucion
del indice mitdtico (IM), en las células de la linea VT9 de criceto dorado in vifro dependientes
de las diversas concentraciones entre 10 y 100 ppm de molinate aplicadas. Este comportamiento
coincide con el del butilate y molinate agregados directamente { tratamiento por 48 h) y el

molinate activado in vivo (Tablas V y VI).
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La modificacion de la proliferacion celular de los linfocitos humanos inducida por un
mil6épeno ha sido propuesta como un biomarcador de dafio de exposicion a los agentes téxicos
(Snyder y Valle 1991, Rojas ef al. 1992, Ostrosky 1994, Gonsebatt ef af 1995). Muchos agentes
quimicos que sen inmunosupresores en los seres humanos, también 1nuestran accién
carcinogeénica (Tomatis ef al. 1989). Sim embargo no existen evidencias que demuestren alguna
correlacion entre éstos dos procesos, pero se ha sugertdo que si un agente quimico carcinogénico
altera los patrones normales de la proliferacion o diferenciacion celular debe ser considerado
comgo un agente inmunotdxico (Luster ef al. 1992).

El estimulo de la proliferacion de los linfocitos al ser tratados con el molinate, el etanol
activado in vitro, el butilate y sus metabolitos quizas se deba a que aumentan la respuesta
mitogénica a la fitohemaglutinina y/o activan a proteinas u otros factores que inducen el proceso
de division celular.

La respuesta de los linfocitos en cultivo a la exposicion de los dos compuestos
tiocarbamicos y a sus metabolites, en los dos esquemas de activacion metabdlica in vive ¢ in
vifro, fue diferencial, stendo las células mas sensibles al dafio a tiempos mas prologandos (48 h ),
que a los tratamientos cories (4 h), posiblemente las diferencias de los efectos sobre la
proliferacion celular y el indice mitdtico se deba al tiempo de tratamiento y a la sensibilidad de
las poblaciones celulares con DNA sustituido por la 5-BrdU, ya que en el método in vivo se
aplican tratamientos por 48 h, en células de 24 h cultivo cuyo DNA se duplica en presencia de la
3-BrdU y no estdn sustituidas sus hebras, mientras que en el ensayo in vifre por 4 h es en células
que fueron sembrados 48 horas antes, las cuales han pasado un ciclo en presencia del andloge y
sus cromatidas estan unifilarmente incorporadas

Con la fraccion S10 y el etanol activado in vivo no se observa efecto sobre la proliferacion
y ¢l indice mitdtico, datos que se corroboran a los obtenidos por Calderén-Segura (1993) y
Gomez-Arroyo et «l. (1995), con el mismo sistema de activacion vegetal

Las alteraciones de la proliferacion celular y el indice mitotico de los linfocitos en cultivo
puede indicar la actividad inmunotoxica de los plaguicidas, lo cual debe ser considerado como un
riesgo inicial para la salud humana y animal, ya que de ésta clase de herbicidas son muy escasas

las investigaciones sobre estos criterios de evaluacion
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El efecto citogenético obtenido en las células de los meristemos apicales de la raiz de
Vicia faba con ambos tiocarbamatos indico que no sélo el DNA de las células humanas es el
blanco de accion sino también el de la planta misma. Ei promedio de 30.32 ICH/metafases en el
testigo (raices de Vicia faba, sin tratamiento), coincide con los valores descritos por Kihlman y
Andersson {1982, 1984), para cromosomas cuyo DNA ha pasado por dos ciclos de replicacion en
presencia de la 5-BrdU (TB-BB, Fig. 3) y de otros estudios con el haba (Kihlman y Kronborg
1975, Scheid 1976), al igual que en el sistema in vivo, se encontr6é un claro comportamiento de
concentracion-respuesia  y se observd que de los dos herbicidas ensayados, el molinate tiene
mayor electo fitotoxico que el butilate (Tabla 1X). A pesar de que hay pocas investigaciones
sobre efectos genéticos inducidos por los herbicidas tiocarbamicos en vegetales, se ha descrito
que el dialate y el trialate provocan aberraciones cromosdmicas, células multinucieadas,
micronicleos, alteraciones en la morfologia de los cromosomas e inhiben la mitosis en
meristemos apicales de hojas de trigo (Nalewaja 1964, Nalewaja ef af. 1968, Banting 1970, Hess
1987, Vaughn y Lehnen 1991). Gomez-Arroyo ef al. (1992), producen con el molinate
aberraciones cromosomicas en metafase como rompimientos cromatidicos e isocromatidicos y
anillos cromatidicos; en anafase, fragmentos y puentes sencilios, cromosomas con el centromero
inaclivado, isocromosomas y alteraciones en el huso mitdtico, en concentraciones mayores causa
muerte celular. Estos resultados apoyan que el molinate y quizas el butilate se comportan como
agentes alquilantes y por lo tanto con un comportamiento S-dependiente en la induccién de los
ICH tanto en células vegetales como en las animales (Carringer ef af. 1978, Lamoreux y Frear
1979, Leavit y Penner 1979, Caldwell 1984), ya que el ICH es considerado como un evento que
requiere de la fase de sintesis (S) (Painter 1982).

Por otra parie, cuando se ensaya la actividad mutagénica de agentes quimicos por el
metabolismo animal o vegetal, in vifre o in vivo, en ambos sistemas el efecto depende no
inicamente de la estructura y de la dosis de estos agentes sino que existen otros factores, tales
como ¢l estado del ciclo celular en el momento de la exposicion, la tension de oxigeno y bidxido
de carbono, ta luz, el pH, la temperatura y el contenido de proteinas de la fraccion microsdbmica
aisfada de la planta y de la planta misma en el momento del tratamiento (Brusick 1986, Kurkdjian
y Gruern 1989, Kanaya ef al. 1992). Estos factores correlacionados con las propiedades

fisicoquimicas del compuesto pueden dar respuestas falsas positivas en células humanas en
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cultivo, sin que necesariamente se deban a los metabolitos involucrados (Brusick 1986, Streibig
1988, Kanaya et al. 1992, Olofsdotter ef ¢l 1994, Sterling 1994).

En los experimentos realizados tanto con los extracios de las raices de Vicia faba como
con la mezcla $10 con el butilate, el molinate y los testigos negativo y positivo aplicados a los
cultivos de linfocitos humanos de 4 h y 48 h de tratamiento, el pH oscilod entre 7 0-7 2 (Tablas
X11 a XV), rango normal que no tiene influencia sobre el efecto mutagénico. La concentracion de
proteina utilizada fue constante en la mezcla S10 (activacion metabdlica in vifro) y en los
extractos de las raices tratadas con los dos herbicidas y los testigos positivos, aplicados a los
cultivos de linfocitos en los dos experimentos, excepto para las concentraciones mayores de
molinate las cuales disminuyeron significativamente, en este caso se Hevo a igual congentracion
con la fraccion microsomica S10. Este efecto secundario fue similiar al obtenido con el
inseclicida propoxur con el mismo esquema de tratamiento {Gomez-Arroyo et al. 1995), el cual
es inducido por la mayoria de los tiocarbamicos en diferentes drganos de diversas especies de
plantas (Ashton ef al. 1977, Fuerts 1987, Mann ef al. 1965, Moreland ef al. 1969).

Los resultados mostrados en las tablas (I a IV y IX), indican que ambos herbicidas son
eficientes inductores de ICH tanto ir vive como in vifro en linfocitos humanos en cultivo, previa
activacién metabdlica por Vicia fuba y en el DNA de las células meristematicas de la planta
misma. Muchos agentes quimicos han mostrado ser mutagénicos yfo carcinogénicos tanto en
sistemas animales como en vegetales in vitro e in vivo. Otros compuestos inducen dafio in vive
pero in vifro no o viceversa o son débilmente positivos Xing y Zhang {1990} demostraron efecto
mulagénico mas potente en meristemos apicales de Viciu fuba de 12 agentes inductores de ICH
que en cultivo de linfocitos humanos Asimismo, Zhang ef al. {(1991) comprobaron el mismo
efecto con otros compuestos en meristemos de raices de Vieia fuba , Hordeum vulgare y Secale
cerenle. La respuesta mutagénica provocada por los dos herbicidas sobre el DNA de las células
meristemticas de Vicid faba, siendo mas potente el butilate que el molinate aunque este Gltimo
mas fitotoxico (Tablas 1X) corrobora que esta planta es un sensor de agentes quimicos
mutagénicos y que la utilizacion de los ICH tanto en plantas como en animales es un método
cilogenético adecuado para detectar mutagenos y/o carcinogénos quimicos (Kihlman 1975, Grant

1994).
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VIL. CONCLUSIONES

Con base en los resultados de esta investigacion se puede concluir lo siguiente

¢ Los herbicidas tiocarbamicos butilate y molinate son mutagenos indireclos que se activan a

través del metabolismo vegetal.

e Los extractos de Vicia faba obtenidos de las raices expuestas a butilate y molinate
{tratamientos in vive) contenian los metabolitos que fueron capaces de inducir ICH de manera

significativa , con una clara respuesta de concentracion-efecto

» Al coincubar in vifre, los dos herbicidas con la mezcla S10 de las raices de Vicia faba y los
linfocitos humanos en cultivo, se llevd a cabo su biotransformacion y al ser activados
provocaron ICH, siendo una respuesta  asintotica para el caso del molinate y de

concentracion-efecto la de! butilate.

» Los linfocitos en cultivo disminuyen sus indices de replicacion y mitético, cuando son tratados
por 48 horas con los extractos de las raices tratadas im wivo con butilate y molinate,
presentando respuesta conceniracion-efecto. En el caso del butilate se observa estimulo en la

division de los linfocitos humanos y a concentraciones elevadas disminuye el {ndice mitético.

= El butilate sin y con activacion metabolica por la mezcla 510, estimula el ciclo celular de los
linfocitos en cultivo y no modifica su indice mitdtico. Con el molinate tliene el mismo efecto
sobre el ciclo, pero disminuye el indice mitdtico y no cambia el indice de replicacion. Sin

embargo, activado in vifro no altera ninguno e los parametros.
¢ Losindices de replicacion y mitotico de los linfocitos, estimulados por la fitohemaglutinina son

mas afectados por los dos herbicidas tiocarbamicos sin y con activacion metabdlica in vive y

con tratamientos mas prolongados.
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El butilate con y sin activacién metabolica por la raiz de Vicia faba in vive € in vitro, es mas

toxico en los linfocitos humanos, que el molinate.

L.os dos herbicidas tiocarbamicos a concentraciones elevadas inhiben la mitosis de las células
meristematicas de Vicia foba y ocasionan la muerte celular de los linfocitos humanos en
cultive. Pero el molinate es mas fitoxico para la raiz de Vicia faba que e butilate y éste dltimo

lo es para los linfocitos.

El butilate y el molinate son genotoxicos en las células meristematicas de Vicia faba al

incrementar significativamente los ICH, de manera dependiente a la concentracidn

La raiz de Vicia faba es un biomonitor de dafio genotéxico de herbicidas tiocarbamicos y de
promutagenos, mostrado por el aumento significativo de intercambios de crométidas hermanas
{ICH}), en los cromosomas de la planta misma y en los linfocitos humanos en cultivo, aunado a
este efecto se evidencia su accidn citotoxica al provocar muerte celular a concentraciones
elevadas.

Los herbicidas molinate y butilate son plaguicidas que en nuestro pais son asperjados en los
cultivos de maiz y arroz de manera irracional y en condiciones inapropiadas de proteccion y
el hecho de que esla planta biotransfornie a estos compuestos y gjerzan su accién sobre el
DNA y alteren la proliferacion de as células del sistema inmune, deben de considerarse ya que
pueden representar un peligro potencial para la salud humana y animal, tanto la molécula
original como sus metabolitos, ya que estos tltimos pedrian quedar almacenados e inactivos en
fa célula de cualquier érgano como en las hojas, en los tallos o en los frutos de los cultivos y
en el momento de ser ingeridos por los seres humanos y los animales, posiblemente les

induzcan este tipo de alteraciones u otros efectos fisiologicos y metabolicos.
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TABLA 1. INTERCAMBIOS DE CROMATIPAS HERMANAS INDUCIDOS POR
BUTILATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA POR Vicia fuba in

« @
vive

E.E
0.15

W

(5]
2 =
W [+

Testigo

Cultivo de linfocitos

Tratamientos directos

con butilale

ppm {molaridad)

6.25 3X10°%) 526

12.50 (5.8X10°%) 5.48
50423 X10h 5.14
75 (3 5 X10h 622 0.25

100 (4 6 X107h 6.56 0.26

200 (97 X107 Muerte celular®

Etanol 3600 (1X10™") - 184 + 033

Testigo Negativo

Culiivo de linfocitos +

Extractos de raices de 644 + 023

Viciu faba sin lratamicnlo

‘Tesligo Positive

Cultivo de linfocitos  +

Extracios de raices de 11.68*

Vicia fabu traladas con

Etanal 3600 (1X10°1)

Cultivg de linfocitos +

Exltractos de Vicia faba

tratadas con bulilate

ppm {molaridad}
100 (46X 1070 8.48*
200 (92 X107H 14.16*
300 (5.4 X107H 17.00%
100 (1.8 X100y 24.23%
500 (2.3 X10 0
750 (3.4 X10°Y 0

1000 (4.6 X107H 0"

1500 (6 9 X107 o

20 (9.2 X107 0"

4 . -
Promedio de dos experimentos

0.14
0.12
0.24

T

I

[
=
I
=)

1+

0.58
0.46
0.34
1.20

T oW

L
n=30 melalascs
C . .
No s¢ obsen aron células estimuladas
No sc enconiraron metafases de ningiin cicto de division. pero si micleos estintulados

*Sc obtuvieron diferencias significalivas catre los 1estigos ¥ cada grupe de iratamicnio por andlisis
de vorianza F=129.92, el valor de P< 0.0GU0E, entonces s¢ aphcd 1a prucba de comparacion maltiple
de Newman-Keuls. P < 0001




TABLA 11. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS
POR MOLINATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA

POR Vicia fuba in vive"

X* 1+ EE

Testigo 536 + 0.14
Cultivo de linfocitos
Tratamicentos directos

Con muolinatc

ppm {molaridad)

25 (1.3X10°h 663 + 020
50 (2.7X10Y) 618 x 022
75 (4 X107 668 x 021
100 (5.3X104) 50 % 019
200 (1Xi1073) 532 0+ 0.4
300 (1.6X 10-3) Aluerte celular®
Etanol 3600 (1X107") 4.84 + 033
Tesligo Negativo

Culiivo de linfocitos +

fxtractos de Vicia faba )
Sin tratamicnto 644 + 022
Tesligo Positivo

Cultivo de linfocilos +

Extracios de Vicia faba

Tratadas con Etanol

3600 (1X10) 1L.60*  + 005
Cultive de linfocilos +
Exlractos de Vicia fuba
Tratadas con molinate
ppm (molaridad)
100 (5.3 X107 8.02* + 030
200 (1X10%) 1240* i 0.8
300 (1.6 X10°%) 17.78* &+ 023
400 (2 1 X100 446 020
500 (2.7 X10°%) 612 + 013
750 (4X10°%) 548 % 0.1
1000 (5.3 X10°Y 634 + 024
1500 (8XHr}y 600 % 021
2000 {1X10°2) 543 & 016

]

Promedio de dos caperimentos
h

n=5{ metafascs

“No se observaron células estimuladas
[1 -
Raices necrosadas
*Se obtuvieron difercncias significalivas enltre Jos lesligos y cada grupo de ralamicnlo por analisis
de varianza F=28.80, ¢l valor de P<0.0001, enonces sc aplicad I prucba de comparacion maltiple de
Newman-Keuls, P<G.001.
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TABLA 1L INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS POR
BUTILATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA in vitre,

POR LA MEZCLA S10 DE Vicia fubs”

X' + EE
Tesligo 506 0M
Culuvo de linfocilos
Tratamienlos direclos
Con butslate
ppm (molaridad)
25 (LEXtoh 416 £ 029
50 (2.3X109) 134 £ 038
75 (3.5X107%) 3712+ 028
100 (4.6X10°% 116 025
200 (9. 2X104) Muerte celular®
Etanol 3600 (!XIO'T 460+ 028

Testigo Negativo
Cuitivo de linfocilos +

Mezcla 810 de Vidg fuba 528+ 039
Tesligo Posilivo
Culiivo de linfocitos +
Mezela 8510 de Vieia faba
+ Etano! 3600 {£X10™) 878 & 028
Culuvo de linfocilos +
Meczcla S10 de Vidla faba
+ butilale
ppm {molaridad)
25 (L1X10%) 505 058
50 (23X107%H 670"+ 040
75 (3.5 %107 68%* + .59
100 (4.6X10°%) . 782 & 030
200 {9 2X10°% 820 %+ 048

Mucrte celiar®

300 (1 4X10°Y

a
Promedio de dos experimentos

n=30 metafases
“No s¢ observaron metafascs de ningun ciclo de division v células estimuladas
*50 obtuvicron difercncias significativas entre los testigos v cada grupo de ratamicnto por andlisis
de varianza F= 17.692, el valor de P<G.0001, emtonces sc aplico Ia prucha de comparacion milapic de
Newman-Keuls. P<0.001.
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TABLA V. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIDOS
POR MOLINATE SINY CON LA ACTIVACION METABOLICA

in vitro, POR LA MEZCLA $10 DE Vicia fuba”

X* + EE

Testigo 4.96 + 059
Cullivo de linfocilos
Tralamicatos directos
con molinate

ppm (molaridad)

25 (1.3X107%) 5.10 + 040

30 (2.7X10% 417 + 02

75 (4X107) 478 & 033
100 (5.3X10% 5.26 + 034
200 (1X10-%) 5.42 + 041
300 (1.6X10°% Muerte celular®
Etanol 3600 (1X10™") 160 + 0728

Testigo Negalive

Cultivo de Jinfocitos +

Mezcla $10 de Vicie faba 3718 + 039
Testigo Posilivo

Cultive de linfocitos +

Mezcla §10 de Ficia faba

+ Etancl 3600 (1X10") 78 + 028
Cultivo de linfocitos +
Mezcla S10 de Vicia faba
+ molinate
ppm (molaridad)
25 (1 3X10) 5.74 + 036
50 (2.7X104) 706 o+ 037
75 (4 X107 830* £ 056
100 (5.3X10™ 736* o+ 044
200 (1X10°Y) 6.14*  + 041
300 (1.6X10-%) 5.58 £ 034

a
Promedio de dos experimentos

b||-o=5[.'ﬁ metalascs

“No s¢ observaron. mctafases de ningun ciclo de division v células eshimuladas

*Se obluvicron diferencias significativas eatre los tesligos v cada grupo de tralzmicnio por andlisis

de varianza F= 13,107, ¢l valor dc P<0. 0001, cnionces se aplicd la prucba de comparacion maluple de
Newman-Keuls. P<. 001
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TABLA V. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES
E iNDICES DE REPLICACION ¥ MITOTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN
CULTIVO TRATADOS CON BUTILATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA

DE Vicia fabu in vive®

Tratamientos directos (48 h) Activacion in vivo (48 h)
M1 M2 M3 %IR* %IMS M1 M2 M3 %IR®  %IM®
Tesligo 38.0 300 320 1.9 4.7 355 30.0 5 20 4.7
Bulilate
ppm {molaridad)
6.25 (3X10™) 30,0 3235 375 2.1 J4*
12.50 {5.8Xi0™) 320 340 340 20 1.0%
50 (2 3%X10Y 41.0*  400%* 9.0+ 1.8+ 2.4%
75 (3.5X1H07Y 46.0* 38.0% 16.0¢ 1.7+ 1.3%
100 (4.6X10™ 79.5% 1L.5* 9.0* 1.3 0.3% 425 345 23.0 1.8 3.1*
200 (9.2X10™) Muerte cclular® 24.0 325 433 22 2.8*
300 (1.4X10% 180% 250+ 370% 24 1.4*
500 (1.8X10% 120+ 310* 57.0+ 25 1.2%
300 (23X iﬂ'a) Muerte celutar?
Fraccidn S10 330 350 30.0 20 46
Etangl 36@1){!0"} 33.0 36.0 31.0 20 3.2 33.0 300 37.0 2.0 4.0

*Promedio de dos experimentos
®indice de Replicacion
“Indice Mitdtico, n= 2000 células
d , .
No sc encontrason células estimuladas

*Se obtuvicron diferencias signilicativas entre ¢l testigo y cada grupo experimentaf con X°, P<0.05
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TABLA V1. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES
E INDICES DE REPLICACION Y MITOTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN
CULTIVO TRATADOS CON MOLINATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA
DE Ficia fuba in vive®

Tratamientos directos (48 h) Activacion in vive (48 h)
M1 M2 M3 %IR®  %IM® Mi M2 M3 %IR"  %IM"

Tesligo 380 300 32 1.9 4.7 35.5 30.0 343 2.0 4.7
Molinalc

Ppm {molaridad)

25 {1.3X10™) 311 385 304 1.9 40

30 {2.7X107) 30.5 325 37.0 2.0 2.8%

75 (4X10™ 47.5% 325% 200 1L7¢ 20*

100 ¢5.3X167Y) 65.5% 250* 95 4+ L0t 35.5 345 300 1.9 2.9+
200 (1X107) 72.0%  250%  30%  13* (8% 511 350%  140%  16* 2.6%
300 (3.6X107) Muerte celutar” 68.0% 250 0% L4¢ 1.9%
400 (2.1X107% 36.0 36.0 280 1.9 32¢
Fraccion S10 35.0 350 300 1.9 4.6
Etanol 3600(1X10™") 330 360 310 2.0 3.2 33.0 300 370 2.0 4.0

a - .
Promedio de dos cxperimentos
b, .. T
Indice de Replicacion
< . P .
Indice mitdlico, n= 2000 células
d . -
No se encontraron células estimuladas
Raices de Vicia faba necrosadas (sislema de activacion metabolica in vive)

*Se obtuvieron diferencias significativas entre ¢l testigo ¥ cada grupo experimental con X7, P<0.05

¥



TABLA VIL FRECUENCIAS DE CE':LU!,AS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES
E iNDICES DE REPLICACION Y MITOTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN
CULTIVO TRATADOS CON BUTILATE SINY CON LA ACTIVACION METABOLICA

DE Vicia faba in vitro”

Tratamientos directos (4 )

Activacién in vitro (4 h)

M1 M2 M3  %IR® Y%IM*© M1 M2 M3 %IR  %IM’

Testigo 355 30.5 340 20 32 350 305 34.5 2.0 32
Butilaie

Ppm (molaridad)

25 (L1X10Y 28.0 275 445 2.2 3.1 26.0 300 44 0 22 3.0

30 (2.3X10™) 25.0*% 26.0* 49%0* 20 23 240 430 33.0 2.1 3.1

75(3 5X107) t40*  34.0% 32.0% 2.4 3.2 20,0*  33.5% 40 5% 2.3 2.0
100 (1.6X107) 100 30.0* 60.0* 28 3.1 103% 230 66 5* 2.3 3.0
200 (9.2X10'" Mucrte celular” 11.5%  15.5%  73.0* 26 23
I (I.-IXIO") Aluerte celutar?
Mezcla S10 16.0 490 35.0 22 40
Ewanot 3600 (1X107)  210* 17.0%¢  6l.o* 2.4 3.1 15.5% 20.0% 61.5* 2.5 26

* Promedio de dos experimenios
h L
Indice de Replicacion

¢ Indice Mildtico, n= 2000 células

d .
No se encontraron céhulas estimuladas

*Se obtuyieron difcrencias significalivas entre o testigo y cada grupo experintenial con X%, P< 0.03
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TABLA VUL FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES

E INDICES DE REPLICACION Y MITOTICO DE LOS LINFOCITOS HUMANOS

EN CULTIVO TRATADOS CON MOLINATE SIN Y CONLA ACTIVACION
METABOLICA DE Vicia faba in vitre®

Tratamientos directos (4 b}

Activacién in vitre (4 h)

M1 M2 M3 %IR®  %IM° M1 M2 M3 %IR® %IM°

Testigo 35.5 30.5 345 20 32 355 3053 345 2.00 3.2
Molinate
Ppm {(molaridad)

25 (1.3X107Y 28.0 135 285 20 23 18.0 315 305 23 4.1

50 (2.7X507h 20.5 290 503 23 1.8*% 210 375 415 2.2 33

75 (4X10") 19.0 33.0 180 23 1.9 193 343 16.0 23 5.5
100 (5.3X107") 17.0*  30.5% 525% 24 2.1¥ 203 310 42.5 22 39
200 (!XIO") 15.0% 255% 59.5* 235 1.9+ 1935 325 48.0 23 18
300 (1.6X107) Muerte celular® 190 2835 325 23 3.0
Moezcla S10 260 48.0 210 2.0 3.1
Etanol 3600 (1X107)y  21.0* i70* 620* 24 3.1 155% 200% @45% 20 2.6

*promedio de dos experimenios
l:'lnriicc dc Replicacion
“Indice Mitdtico, n= 2000 células

d . .
No se encontraron células estimuladas

*Sc obtuvieron difcrenctas significativas eatre cf testige v cada grupo experimental con X7, P< (.03

¥



TABLA IX. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS INDUCIBOS POR
BUTILATE Y MOLINATE EN Vicia fuba® o

X* + EE
Testigo 3032 4+ 297
Butilate
ppm (molaridad) .
25 (1 EX107Y 3747+ 210
A2 IXHY) 5717 + 344
75 (3.3X107) 6211F & 120
100 (4.6X107) 69.50* + 223
200 (9.2X107 106 76* + 3.08
300 (3.4X107%) Muerte celular®
Molinate
Ppm {molaridad)
25(1.3X107h 5021* 296
50 (2 X107 66.71* +  3.50
75 (4.0X107h 72.23* + 350
100 (4.(,)(1()-’} Muerte celular®

a .
Promedio de dos experimenios

b
=30 melafases

< . , - P
No sc observaron metalases de ningun ciclo de divisién

*Se bl rcron diferencias sigmificativas entre el testigo y cada grupo de tratamiento por andisis
de varianza Fr,,=67.34, Faeaw=13.11, ¢ valor de P<0 0001, entonces s aplico Lt prueba de
comparacién nuilliple de Newman-Keuls, P<0.001




TABLA X, DETERMINACION DE PROTEINAS EN LOS EXTRACTOS DE
LAS RAICES DE Viciz fubu TRATADAS CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE BUTILATE POR EL METODO

DE BIORAD"
X'+ EE
pe/pl
Testigo negativo
Extractos de raices de
Vicia faba sin lratlamiento 449 +0.14
Extractos de raices de
Vicia faba traladas con
Etano) 3600 (1X10™) 157+ 0.16
Extractos de raices
da Vicia faba tratadas
Con butilate
Ppm (molaridad)
100 (4.6X107% 391 +0.26
200 (9.2X107% 3.95 £0.04
300 (14X10°3) 3.99 £0.00
100 (1.8X107H) 1.43 £0.07
500 (2.3X10°3) 4182017
750 (3.4X10°3) 460010
1000 (4.6X1073) 4731010
1500 (6.9X10-% 445 £0.00
4.19£0.06

2000 (9.2X10°3)

a - -
Promedio de dos experimentos




TABLA X1. DETERMINACION DE PROTEINAS EN LOS EXTRACTOS DE LAS

RAICES DE Viciu faby TRATADAS CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE MOLINATE POR EL METODO
DE BIORAD®
X* tEE
{pe/ul)
Tesligo negativo
Extractos de raices de
Vicia faba sin lralamiento 449+ 014
Extracios de raices de
Vicig fuba tratadas con
Elanel 3600 (1X10™) 157 + 0.16
Extractos de Vicia faba
Fraradas con molinate
Ppm {molaridad)
100 (5.3X107) 426 + 026
200 (1X107% 456 + 0.18
300 (L6X107Y 109+ 083
400 (2.1X107Hb 3.24%x 0.13
500 (2.7X10°%) 2.80%+ 0.24
750 (4X10-Y) 2.17% 0.30
1000 (53X 1073 1L90%+ 016
L300 (8X10-}) 1.31%+ 0.18
2000 (1X10°3) 1.03*% (.43

a .
Promcdio de dos experimenlos

b, .
Raices necrosadas

*Sc obtuvicron diferencias significativas entre el testigo y de cada concentracidn por andlisis de
vananza (ANOVA) F= 14,55, el valor de P< 0001




TABLA XIL DETERMINACION DEL pH A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS CON LOS EXTRACTOS DE RAICES DE Vicia fubu

TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BUTILATE"

48 h DE CULTIVO 70 h DE CULTIVO
Testigo negative
Cultivo de linfocitos +
5-BrdU 7.1 72
Cultivo de linfociles
Tralamientos directos
Con butilate
Ppm {molaridad)

6 25 (3X10°5) 71 72
12.50 (5.8X10°%) 14 72
50 (2.3X107Y 72 72
75 (3.5X10°%) 71 1.2

100 (4.6X107%) 11 7.0
200 (9.2X 10 10 7.0
Eiranol 3600 (1X10") 7.1 71
Testigo Negativo

Cuftivo dc finfocitos +

Exiracios de raices de

Vicia faba sin tratamicnto 7.2 1.2
Testigo Posilive

Culuvo de linfocitos +

Extraclos de raices de

Vicia faba traladas con

Etanol 3600 (1X10™) 7.2 7.

Cultivo de linfocitos +
Extractos de raices de
Vicia fuba tratadas
Con butilate

ppm (molaridad)
100 (4.6X107) 1.2 71
200 (9.2X107%) 7.2 71
300 (1.4X107) 7.3 7.0
100 (1.8X10°%) 12 7.2
500 (2.3X10°% 72 72
150 (3.4X10°3) 72 73
1000 (4 6X16°7) 72 72
1500 (6 9X10°%) 71 71
2000 (9.2X10°3) 72 7.2

a . -
Promcedio dos caperimentos



TABLA XIIl. DETERMINACION DEL pH A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS CON LOS EXTRACTOS DE RAICES DE Vicia faba

TRATADAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MOLINATE®

48 h DE CULTIVQ 70 h DE CULTIVO
Testige
Cultivo de linfocitos +
5-BrdU 7.1 12
Cultivo de linfocitos
Tratamicntos direclos
Con molinate
Ppm (motaridad)
25 (1.7X107H 72 7.1
50 (2.3x107hH 7.1 72
75 {4x10-4) 1.2 1.1
100 (5.3X 107 21 T1
200 (1X10°) 7.3 72
300 ( £ 6X107) 7.2 7.2
Etanol 3600 (1X10™") 7.1 7.1

Tesligo Negatno

Cultivo de linfocitos +

Extractos de las raices de

Vicia faby sin tralamicnlo 13 7.2
Testigo Positive

Cultive de jinfocilos +

Extractos dc raices de

Vicia fubg {raladas con

Etanol 3600 (1 X10™) 12 .0

Culuivo de linfocitos +
Extractos de raices de
Vicia faba 1raladas
Con molinate

Pp (molaridad)

160 (5.3X10™") 7.1 7.1
200 (1X107h 1.2 71
300 (1.6X107Y) 13 71
400 (2.1X10"4b 7.2 72
500 (2.7X10°Y) 13 7.3
150 (4X107Y 71 71
1000 (5.3X10°% 72 71
1500 (8X 1075 73 72

2000 (1X10-2) 1.2 13

Apromedio de dos expenmentos

h_ .
Raices necrosadas



TABLA X1V, PETERMINACION DEL pH A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANQOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BUTILATE

Y LA MEZCLA 510 DE LA RAIZ DE Vicia faba”

48 h DE CULTIVO 70 h DE CULTIVO

Testigo negativo
Cultivo de linfocilos +
5-BrdU 7.1 2.1

Culiive de linfocitos
Tramientos directos
Con butilate

ppm (molaridad)
25 (1.1X10%) 71 ) 1.1
50 (2.3X10°% 71 71
75 (3.5X107h 71 7.1
100 (4.6X107%; 72 72
200 (9.2X104) 7.1 71
Etanol 3600 (1Xi0™) 7.4 7.1
TFesligo Negativo
Cultivo de linfocitos +
Mezcla S10 de Vicia fuba 72 ’ 72

Testigo Posilivo

Cultivo de linfocitos +

Mezcla S10 de Vicia fube

+ Etanol 3600 (1X10™) 72 72

Cullivo de tinfocitos +
Mezcla S10 de Vicia faba

+ butilate
ppm (molaridad)

25 (L1X10°% 7.2 71
50 (2 3X10°%) 7.0 70
75 (3.5X107H 12 7.2

100 (4.6X107%) 7.2 72
300 (1.4X10°Y 73 713

APromedio de dos eaperimentos



TABLA XV. DETERMINACION DEL pH A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS
HUMANOS CON LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

MOLINATE Y LA MEZCLA $10 DE LA RAIZ DE Vicia faba”

48 h DE CULTIVO 70 h DE CULTivVO
Tesugo
Cultivo de linfocitos+
5-BrdU 7.1 7.2
Culiwve de linfocilos
Tratamicntos directos
Con mylinale
ppm (molaridad)
25 (1.3X107) 7t 72
50 (2.7X107 7.2 71
75 (4X107H 7.1 71
160 (5.3X10) 7.3 7.2
200 (1X10-3) 72 13
300 (1.6X107%) 13 73
Etanol 3600 (1X107} 71 7.1

Testige Negativo
Cultivo de linfocitos +
Mezcha §10 de Vicia faba 73 71

Testigo Positivo

Cultivo de linfocitos +

Mezcla S10 +

Etanol 3600 (1X10™) 7.2 70

Cultivo de linfocitos +
Mezcla 510 de Vicia faba
+ molinate

ppm {molaridad)

2501 3x107) 71 72
50 (2.7X107) 12 71
75 (410 71 71
100 (5 3X 107 7.3 72
300 (1.6X107) 7.3 73

2Promedio de dos experimentos



FIGURAS

85



Acelato Pimvato

ACS PDC
\ /

Acetil-CoA
Ac. ariloxifeno=
xipropionico ACCasa

Manolil-CoA
FAS

160ACP —™18-0-ACP —™181.ACP

18:2-MMGDG
al3

piridazinonas
sustituidas

18:3-MGDG

/
k 4
16 0-CoA
18.0-CoA nunoll-CoA Elongacidn de la cadena

— de los dcidos £rasos > Cutina, Suberina,

Scrina
—— Blongasas ____ >

TIOCARBAMICOS

ACCasa = Acenl-CoA carboxilasa

ACP = Prolcina acarreadora del acil
ACS = Acetil-CoA sinlctasa

CoA = Coenzima A

FAS = Sintetasa del dcido graso
MGGDG = Monogalactocildiaciiglicerol
PUG = Piruvata deshidrogenisa

Fig. 1. Fsquema simplificado de la biosintesis de los dcidos grasos en plantas superiores, ilustrando los sitios de
accién de los tiocarbidmicos y otras clases de herbicidas (Harwood 1989, Gronwald 1991)
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Fig. 3 Mecanismo de la tormacidn de intercambios de cromatidas hermanas incluyendo a la
replicacion cromosodniica y & la incorporacion de la S-bromodesoxiuridina(5-BrdU),
durante dos ciclos de division celular.
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Fig. 5 Estructura quimica del herbicida tiocarbdmico molinate {Debaun ef af. 1978a)
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