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INTRODUGCCION

Durante el dltimo sigle la incidencia de algunas enfermedades como el cancer en el ser humano,
se ha visto considerablemente aumentada, debido principalmente a factores de tipo ambiental. El
aumento de ia contaminacion ambiental se ha extendido desde que dio inicio la Revolucidn
industrial, pero en |a actualidad se haya en un punto méximo con los consecuentes estragos en la
naturaleza manifestandose como un desequilibrio a nivel ecolégico y por ende en la salud del
hombre mismo.

El hombre en su afdn de lograr un incremento en la produccién agricola implementd et usoc de
productos quimicos para tratar los diversos cultivos, con la finalidad de contrarrestar los efectos
nocivos de plagas animales, insectos y de hierbas perjudiciales.

El desarrolio de éste tipo de hierbas en los terrenos de cultivo origina diversos problemas como lo
sonh la competencia por los nutrientes del suelo, la disminucion en la produccién de los cultivos de
consumo humano y animal, dificultades en el trabajo de preparacién, siembra y cosecha de los
terrenocs, y de manera genesal limitan la produccién agricola y repercuten considerablemente en la
econamia. Por éstas y muchas otras razones el uso de los herbicidas se impuso como una de las
operaciones mas necesarias para conseguir cosechas mas estables y de alto rendimiento,
extendiéndose y generaiizandose en las Ultimas décadas a partir de su uso en paises agricolas de
técnica avanzada como Inglaterra y U.S.A., hasta alcanzar al resto de los paises del mundo,

Hacia 1949, sdlo se usaban algunos herbicidas inorgénicos de accion por contacto, en base
oleosa, con la finalidad de eliminar hierbas comunes de los terrenos de cultivo de un modo
generai. Los productos mas frecuentemente empleados con este cobjetivo eran el clorato sddico,
el arsenato sodico y el bérax. Sin embargo el aumento de fa poblacién a nivel mundial hizo mas
urgente la necesidad de contar con mayores extensiones de cultivo para incrementar la
produccién de alimentos, con elio surge una importante rama industrial de la Quimica que se
dedica a la produccién de Herbicidas e Insecticidas para uso agropecuario,

La aparicidn de una gran variedad de compuestos quimicos, a partir de la postguerra (fa década
de los cincuentas a nuestros dias), al mismo tiempo que han cumplido con su objetive de ser
eficientes controladores de plagas, también han generado riesgos para la salud del hombre y de
los diferentes ecosistemas en general, debido al uso inmoderado de los mismos. Esto se debid
en gran medida a que se pensaba que los diversos agentes quimicos como los pesticidas,
desaparecian del medio ambiente en un lapso de tiempo relativamente corto, cuando en realidad
lo que sucede es una dilucidn de los mismos por toda la biosfera o bien su acumulacion y
deposicién en los mantos fredticos y suelo en general, formando de esta manera depésitos de

una toxicidad elevada (Keamey, 1975; Hayes, 1991).



El problema presentado por los residuos de desechas tdxicos, y en especial de los pesticidas,
radica principaimente en su dificil o nula degradacién, ast como también su !arga' permanencia y
acumulacion tdxica en el medio ambiente, con la consecuente entrada en las cadenas bioldgicas
¥ su desequilibrio.

Dadas estas caracteristicas, es posible que residuos de los diversos pesticidas empleados en la
agricultura lleguen al hombre y los animales por medio de la ingestidn de alimentes o agua,
- principalmente, sin descartar por ello otras formas relacionadas con la exposicién del ser humano
a la fuente contaminante.

Se ha observado que los herbicidas en la mayoria de las ocasiones no muestran un efecto
inmediato sobre la salud del hombre o de los animales a las concentraciones normalmente
encontradas en el medic ambiente, sin embargo se ha encontrade que 2 largo plazo y a través de
exposiciones continuas, se llegan a presentar diversas ajteraciones fisioldgicas, metabdlicas y
genéticas, dada la alta toxicidad que presentan estos productos { Ellenhorn, 1988; Cochran 1997).
Los dafios causados por los herbicidas o por cualquier otro producto quimico son dificiles de
evaluar en el hombre, sobretodo de una forma temprana antes de que las alteraciones se
presenten, es por ello que se hace necesario el contar con modelos experimentales biolégicos
que permitan proporcionar un monitoreo adecuado de los dafios que pueden ocurrir y sobretodo el
contar no sédlo con los modelos sino también las técnicas que permitan la deteccidn temprana de
toxicidad, para de ésta forma tener evidencias directas que permitan tomar las medidas
preventivas y correctivas necesarlas para evitar se agudice el desequilibrio en un ecosistema, en
la salud de individuos de riesgo, o bien evitar por completo que se presente un problema de sajud
a nivel poblacional { Ostrosky, 1994; Ballantyne, 1992),
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HIPOTESIS

La exposicitn prolongada a través de varias generaciones de individuos {ratones suizos CFW) a
los agentes quimicos de tipo ticcarbamico (Butilato y Molinato), podrian presentar alteraciones a
nivel reproductivo (reprotoxicidad) y metabdlico (hepatotoxicidad ), provocands una disminucidn en
el nimerc de nacimientos, asli como en la salud de l0s nuevos individuos provenientes de
progenitores con antecedentes de exposicion ¢rénica.
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OBJETIVOS

Objetive General:

‘Dernostrar experimentalmente que los herbicidas de tipo carbamato, Ordram y Sutan, pueden
causar dafios a nivel metabdlico en ratones blancos suizos CFW disminuyendo su capacidad
reproductiva y atterando diversos biomarcadores (enzimas)"

Objetives Particulares:

+ Emplear como modelo bioldgico ratones suizos CFW para evaluar la toxicidad de molinato
(Ordram ™) y butilato (Sutznm). causada por una bioacumutacién.

s EBvaluar las alteraciones metabdlicas por medic de la medicién de dos parametros bioldgicos
principales: actividad enzimatica (deteccién en suerc) y ferdilidad (por los métodos de
valoracién de fertilidad).

s Establecer una relacién entre las alteracicnes metabdlicas, asl como la disminucian en la
fertilidad, con los signos clinicos observados debidos a una exposicion crénica a dichos

agentos.
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GENERALIDADES

La necesidad de controlar el crecimiento de las denominadas “malas hierbas” o hierbas
adventicias con productos quimicos no es nueva; desde finales del siglo pasado diversos
productos quimicos se han empleado’ para lograr el control total de estas (Barbera, 1988,
Cremlym, 1998).

Productos quimicos en crudo, como la sal gema, minerales arsenicales, crecsota, desechos
oleosos, acido sulfirico v sales de cobre, fueron empleados en cantidades muy grandes desde
principios del siglo XX con la finalidad de controlar y erradicar las plantas dadinas que
obstaculizaban el crecimiento de los cuftivos para alimentacion humana y animal. Sin embarge
estas condiciones extremas para tratar el problema lo hicieron més grande, ya que estos
productos quimicos eliminaban a todo tipo de plantas, por lo cual se requirid entonces contar con
productos quimicos que eliminaran selectivamente las malezas, perc que no daharan a los
sembradios {Parry 1987,Barbera 1989, Bunyan 1989},

El primer descubrimiento importante en el campo del control selectivo de malas hierbas se llevo a
cabo en Francia en el afic de 1933 (Barbera 1988) con la introduccidn del 2,4-dinitro-o-cresol
(DNOC o Sinox). Este y otros compuestos dinitrados junto a la produccidn de compuestos
clorados como el DDT, para el control de plagas de insectos, desempefiaron un papel muy
importante en et aumento de la produccion de alimentes después de |a segunda Guema Mundial
(Barbera1889).

El empleo de los nuevos pesticidas (herbicidas e insecticidas) se generalizé enormemente, ésto
se debid en gran medida a que se pensaba que los diversas agentes guimicos empleados para el
control de plagas (hierbas e insectos), desaparecian del medio ambiente en un lapso de tiempo
relativamente corto, cuando en realidad lo que sucede es una dilucion de los mismos por toda la
biosfera {dependiendo de su volatilidad y de su modo de aplicacién) o bien su acumulacién y
deposicion en los mantos freaticos y suelo en general, formando de esta manera depositos de
una toxicidad elevada, para después integrarse a las cadenas alimenticias (Villanas 1981,Pamy
1987). De esta forma el problema presentado por los residucs de desechos toxicos, y en especial
de los pesticidas, radica principaimente en su dificil o nula degradacién, asi come también en su
larga permanencia y acumulacién toxica en el medio ambiente. Dadas estas caracteristicas, es
posible que residucs de los diversos pesticidas empleados en la agricultura lleguen al hombre y
los animales por medio de la ingestion de alimentos (cereales, frutas etc.) o agua principalmente,
sin descartar por ello otras formas relacionadas con la exposicién del ser humano a la fuente
contaminante, tal como lo estan los trabajadores que deben manejar los depositos de diches

agentes y encargarse de su aplicacion (Stephenson 1988, Bohmont 1990, Hayes y Laws1 991).



Se ha observado que los herbicidas en la mayoria de las ocasiones no muestran un efecto
inmediato sobre la salud del hombre o de los animales a las concentrac_:iones normalmente
encontradas en ei medio ambiente, sin embargo se ha encontrado que a largo plazo y a través de
exposiciones continuas o bien por acumulacion en los suelos o mantos fredticos es posible
aumentar su concentracion, llegando a presentarse diversas alteraciones fisioldgicas, metabdlicas
y genéticas, dada la alta toxicidad que presentan estos productos, lo cual los convierte en

contaminantes ambientales (Cochran, Formoli et al. 1997},

1. DEFINICIONES

Contaminante Ambiental

Un contaminante ambiental es aquel agente quimico, fisico o bioldgico que produce efectos
nocives sobre los organismos vivos, ¥y cuya incidencia sobre Jos mismos puede ser de una
manera directa, indirecta o casual (Woodweil, 1988, Bohmont, 1990, Hayes y Laws, 1991).

Biomarcadores

Son macromoléculas (DNA, RNA, enzimas, proteinas, efc.) 6 células, que sirven de indicadores
de toxicidad temprana, en organismos vivos expuestos a xenohicticos. De acuerdo a los eventos
que los alteran se les clasifica en tres grandes grupos: los biomarcadores de expesicién, los de
efecto y tos de susceptibilidad. Los primeros permiten medir de forma directa o indirecta la
concentracion del xenobidtico o de sus metabolitos en liquidos bicldgicos. Los segundos permiten
determinar cambios fisiolégicos, bioquimicos y genéticos causados por el xenobidtico;, y los
terceros permiten detectar una interaccidn especial entre el xenobiético y el organismo, siempre y

cuando éste sea susceptible.

Los biomarcadores de efecto se han propuesto como indicadores tempranos de un dafio al
organismeo en sus fases iniciales (ver figura 1), los cuales llegan a ser reversibles, permitiende asi,
evitar un desenlace patoldgico en poblaciones de riesgo. Los mas propuestos a ser empleados

por ia toxicoloegia son: las aberraciones cromosdmicas, el intercambio de cromatides hermanas,



los micronlcleos, las mutaciones génicas y la expresion de productos génicos alterados, los
niveles de actividad enzimatica y alteraciones metabdlicas, el indice mitdtico y ta cinetica de

proliteracion celular, entre otros (National Research Council, 1989; Ostrosky, 1994).

EXPOSICION EFECTO
BOMSRCADORES DE SUSCEPTBLIDAD

[Via DE ENTRADA DOSIS BIOLOGICAMENTE ACTIVA EFECTOS BOLOGICOS TEMPRANGS EFECTOS BIOLOGCOS TARDIOS

BIOMARCADORES DE EXPOSICION ENFERMEDAD

Flgura 1; Dlagrama de fluyjo donde s& muestran los puntos en donde los blomarcadores son Otites en Ja deteccitn temprana
de toxicidad (modificado de Ostrosky, P. 1984, Gaceta Médica de México, Vol 130. p. 433).

Estudio Crénico a través de Generaciones

De acuerdo con Ged y Chengellis (1992), se trata de un estudio a largo plazo donde se prueba la
toxicidad asociada a una administracién durante un lapse de tiempo prolongado (de 26 semanas
a 2 afnos) de una o varas dosis altas, pero que no llegan a causar la muerte, siendo
administrados por la via esperada para la exposicion a dicho agente en el ser humane, El estudio
conocido bajo el nombre de las Tres Generaciones (Lehman, 1949; Cohlan, 1953; FDA Advisory
Committee 1970; Dixon, 1985, Hayes y Laws, 1991; Ged y Chengelis, 1992; Scialli y Clegg 1992),
es uno de los disefos experimentales mas empleados en toxicologia ya que es probablemente el
que mas pardmetros toxicolégicos permite evaluar, asi como la mayor cantidad de datos
Bioguimicos, Toxicocinéticos y Genéticos de una sustancia de prueba. De ésta prueba existen
diversas variantes, de acuerdo af iempo y numero de generaciones en las que se desee observar
el efecto del agente 6xico, pudiendo restringirse a dos generaciones o bien llevarse a seis o0 mas
generaciones, aunque el nimero mas aceptado son tres generaciones de individuos (Hayes y
Laws, 1891; Ged y Chengelis, 1892; Scialli y Clegg 1992).



Toxicidad y niveles de Toxicidad

Es el potencial que tiene cualquier sustancia 0 materia para producir una alteracion o dafio en
sistemas bioldgicos. También se emplea dicha palabra para describir |2 naturaleza de los efectos
adversos o toxicos inducidos en sistermas biolégicos bajo condiciones determinadas.

Los niveles de toxicidad se clasifican de acuerdo a 3 escalas generales que son la escala
Bioldgica, la de tiempo-sitio y 1a de desarmollo duracidn.

CUADRC 1: CLASIFICACION DE LOS NIVELES DE TOXICIDAD

GSCALA SUBDIVISION

BIOLOGICA Organisme,
Aparaio-Sisiams,
Organg,

Tajdo,

Céluls,
Macromolecuiar

S

Agudo
*  Local
*  Shismico
+  Combinade
£ Coro Témina
» Locs
+  Sislimico
= Combinado

+  Local
s  Sistémics
s Combinado

DESARROLLO-DURACION = Parsisients
+ Letente
«  Acumulsco

Modificado de: Baltantyne, B, 1983, General & Applied Toxicology. Stockton Press, UK,

Naturaleza de los Efectos Téxicos

Hace referencia a la magnitud y fuente de los efectos tdxicos causados por una sustancia, en
funcién de factores tales como: las propiedades fisicoquimicas de la substancia, las condiciones
de exposiciéon por parte del organismo, asi como la bictransformacion y mecanismos de
bioproteccién con fos cuales cuente ei organismo afectado. De éstos factores dependera el dafio
o efectn, pudiendo ir desde una respuesta fisioldgica extrema, la aberracion o alteracidn de vias
metabdiicas hasta la degeneracion y muerte del organismo (Batlantyne, 1993).

[N




2. LOS HERBICIDAS COMO CONTAMINANTES AMBIENTALES

Los herbicidas son productos quimicos destinados a destruir las plantas adventicias que
entorpecen el libre desarollo de los cultivos y cuyos dafios a la agricultura se pueden dividir en
cuatro grupos principales (Barbera, 198%):

1. Competencia: Las plantas adventicias (malesas o bien “malas hierbas”) aprovechan mas
rapidamente los nutrientes del suelo que debieran ser aprovechados por el cultivo,

2, Contaminacién: Los granos de las cosechas se contaminan con semillas de las plantas
adventicias, disminuyendo e incluso anulando su valor para usase en una siembra posterior o
para su venta,

3. Entorpecimiento: Dificultan las labores habituales en los campos de cultivo,

4. Hospederos: Resultan ser hospederos temporales de plagas y enfermedades que pasan luego

a los cultivos.

La aplicacion, en distintas formas, de los avances tecnologicos y cientificos al drea agricola han
sido responsables del éxito en el aumento en la produccién de alimentos, pero también han
producido resultados inesperados y no deseados. Para lograr el avance en la produccion agricola
se requirid del empleo y liberacion al medio ambiente de muchas sustancias quimicas para
contrelar diversas plagas animales o vegetales, sin tomar en cuenta la produccion de desechos
que contaminarian desde el suelo, al agua y e! aire, hasta incluso las mismas cosechas
(Woodwell, 1987, Stephenson, 1988, Bohmont, 1990 y Cochran, 1897).

Mas de un centenar de sustancias quimicas activas diferentes se encuentran ain en uso en
Europa y los Estados Unidos (Villarias, 1981, Barbera, 1989; Bohmont, 1990; Cremlym, 1985 y
Cochran, 1997) para ef control de hierbas adventicias, todas ellas aungue han sido probadas por
las comisiones de Regulacion (RTECS: 1989-1997 Registry of the Toxic Effects of Chemical
Substances. National Institute for Occupacional Safety and Health, Atlanta, Georgia, E.U.) siguen
presentando una aka resistencia a su bicdegradecion y constituyen de désta manera un foco de

contaminacién ambiental de toxicidad considerable para el hombre y especies animales.

&l espectro de control que provee un herbicida contra as plantas adventicias es inherente a sus
propiedades quimicas y actividad biolégica. Dada la evidente diferencia entre los animales y los
vegetales, los herbicidas actuales se han caracterizado por ser sustancias con una elevada
toxicidad para {as plantas y una baja toxicidad para los animales, en especial para los mamiferos.
Sin embargo dentro de los herbicidas podemos encontrar también varias sustancias igualments

toxicas para ambos, tal es el caso de los quimicos Paraquaty Undergo (Amdur,1991), que al
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ser rapidamente metabolizados producen superdxidos, los cuales son responsables de la alta
toxicidad tanto para plantas como para los mamiferos; aungue el punto de accién sea diferente,
Ya que para los primeros involucra al proceso celular conocido como fotosintesis y en los
segundos a las membranas de células epiteliales (Hayes y Laws, 1991; Amdur,1991;
Cremiym,1995). Es por ello que la tendencia existente en la actualidad es fa de crear agentes
mucho mas selectivos que presenten una significativa menor o nufa texicidad para los mamiferos

¥ una mayor y especifica fitotoxicidad contra las plantas adventicias.

3. CLASIFICACION DE LOS HERBICIDAS

Existen diferentes pardmetros por medio de los cuales se pueden clasificar a los herbicidas, sin
embargo existen cinco clasificaciones que son las mas apropiadas para manejar las sustancias
empleadas para el control de plantas indeseables (Villarias, 1981;Barbera, 1989; Bohomont, 1990)
estas clasificaciones son las siguientes:

A. Por su Selectividad:
+ Selectivos: cuande no afectan a las plantas en cultivo
+ Totales: cuando su accion afecta a todo tipo da vegetales

B. Por el Sistema de Aplicacion:
* [oliares: cuando se aplican directamente a las hojas
* Residuales o de Superficie; si se aplican al suelo a cultivar

+ Mixta: cuando posee ambas caracteristicas de uso

C. Por su Modo de Accidn;
* Residuales: cuando afectan a la planta a través de su sistema radicular
+ De Contacto. cuando ia fitotoxicidad afecta directamnente sobre sus partes aéreas
* De Traslocacton: cuando el herbiclda es absorbldo por el sisterna radicular o foliar par
ejercer su fitotoxicidad en toda la planta
+ Geoesterilizantes: cuando impiden ta germinacidn de las semillas

+ Combinados: cuando presentan dos o mas formas de accidn en si mismos



D. Por su Epoca de Aplicacion:

11

* Presiembra: cuando se aplica antes de plantar la semilla de la ptanta a cultivar

s Preemergencia: cuando se aplica después de sembrar y antes de que nazca el cultiva

» Postemergencia: cuando se aplica después de que nazcan las plantas

E. Por sus Propiedades Quimicas:

CUADRO 2: CLASIFICASION DE LOS HERBICIDAS EN GRUPOS DE ACUERDO A SUS MOLECULAS QUIMICAS BASE

+ Compuestos inorgénicos:

=

=
=
=

AMS

Boron

Suffato de Cobre
Cloruwo de Sadio

* Compuestos Orgdnicos:

=

=

L T R | T

R T

]

Acetaniidas;

Metolacior (Duakd)
Butaclor (Machette®)
Acidos del tipo Alifiticos-
Halogenados

Dalzpon (Dewpon®)
Assenicales Organicos
Amidas Sustituidas
Alaglar (Lasso®)
Bensulide (Betasan®)
Propacior {Ramrog®)
Aminoicidos:

Gitfosate (Roundup®)
Acidos Benzbicos:
Dicamba (Banvei®)
Benzonitriles:

Diciobenll (Casoron®)
Bromoxyni (Brominal®)
Carbamatos;
Clorprofam (Chioro-IPC®)
Bartan (Cartyne®)
Carbaniztos
Femedifam (Betanai®)
Dintroaniinas

Benefin (Bakan®)
Trifluraiin (Treflan®)
Difenilos (éteres)
Acifiuorfen (Blazsr®)

L ] -

yu vy

Diciofop-Meti (Hoslon®)
Dipiridilas

Diquat {diquat®)
Paraquat {Paraquat®}
Imidazolinonas
Arsemal®

Assen®

Seepter®

Fenoles

Dinoseb (Sinox®)
Fenoxidos {derivades)
24D

MCPA

MCPB

Sivex®

Fenilos (steres)
Nitrofen (TOK®}
Bifenox (Modown®)
Piridinas

Picloram (Tordon®)
Pridazinonas
Pirazon(Pyramin®)
Suffonamidas
Clorsulfuron (Glean®)
Tiocarbamatos
Butitato (Sutan®)
Molnato {Ordram®)
Vemolato (Vemam®)
Triarnas

Triazoles

Uraclios

Ureas
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4. HERBICIDAS TIOCARBAMATGCS: ORDRAM® Y SUTAN®

Los herbicidas pertenecientes a este grupo quimico son derivados del acido carbamico
(NH,CCOH). Dentro de éste grupo se pueden encontrar también a los tiocarbamatos y a los

ditiocarbamatos, a cuyos dcidos se asignan las formulas estructurales siguientes:

HO-0C-NH; HS-0C-NH, ' HS-SN-NH,
carbamico tiocarbamato ditiocarbamato

De éstos dcidos se conocen sus respectivas sales y ésteres, los cuales son obtenidos por
sustitucién del H de los grupos -OH y -SH por radicales organicos { Villarias, 1981;Barbera, 1989;
Cremlym, 1995), ademas los H de! grupo amino NH; se sustituyen también total o parciaimente
por radicales organicos (ver cuadros 3-5).

La actividad biolégica de los carbamatos y tiocarbamatos se encuentra principalmente dada por
su accion como insecticidas, fungicidas y desinfectantes de suelos (Woodweil, 1988; Barbera,
1989; Bohmont, 1990; Hayes y Laws,1991) asi como fitotéxicos o herbicidas. Las diferencias
estructurales que se encuentran entre los carbamatos herbicidas y los carbamatos insecticidas,
estriban en que, mientras los insecticidas suelen ser, en su mayoria, alquilcarbamatos, los
herbicidas suelen ser predominantemente, arilcarhamatos. Sin embargo estas diferencias no
pueden tomarse de manera tajante, pues hay insecticidas carbamicos con estructura de
arilcarbamato y, herbicidas alquilcarbamicos como per ejemplo el Terbutol ( Barbera, 1988: Hayes
y Laws, 1991; Cremiym, 1985).

Cuadro 3: FORMULA GENERAL Y RADICALES DE ALGUNOS HERBICIDAS DEL TIPO DE LOS CARBAMATOS

o
Ri—3-E-0-R
Ry
EJEMPLOS SUSTITUYENTE Rt SUSTITUYENTE R2 SUSTITUYENTE R3
Asulam " CcHy
Barban [y o ~CHy Cal-CHOI

o-

Carbetamida H C -CH{CH;)-CONH-CHCH,
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R1—i’f—C—S—R3
R
EJEMPLOS SUSTITUYENTE R4 SUSTITUYENTE R2 SUSTITUYENTE R3
Butilato (CHy)=CH-CHo (CHy=CH-CHy- CHyCHy
Mokinato ~CHCHCHACH CHy -CHyCHr
Vemolato CH-(CHp I CH{CHyr ~CH{CH;CONH-CH,CH,

CUADRC 5: FORMULA GENERAL Y RADICALES DE ALGUNOS HERBICIDAS DEL TIPO DE LOS DITIGCARBAMATOS

[
Ri—N—C—S—Ry

Rz
EJEMPLOS SUSTITUYENTE R1 SUSTITUYENTE R2 SUSTITUYENTE R3
Metam CHx H- -Na
Sulfatato CHyCHr- CHr-CHy —CHCCI=CH,

Los herbicidas arilcarbamicos fueron introducidos en el afio de 1946 con la finalidad de combatir
malas hierbas del tipo de las monocotiledéneas, como los son los pastos, asf como también a las
gramineas. Su penetracién se efectla normalmente a través de ias raices, pero no es el Unico
camino de entrada, ya que se pueden absorber por los cotitedones, coleoptilos y por las hojas de
las plantas jovenes, es decir cuando so encuentren en estado de pla‘ptula. Su accién scbre las
plantas por fo tanto lo ejercen de forma residual y son generalmente de tipo selectivo ( Ashton y
Crafts, 1981; Villarias, 1981; Barbera, 1989; Cremlym, 1995).

La fitoaccion de éstos tipos de herbicidas es por medio del bloqueo de la divisién celular,
provecande una hipertrefia de las raices, también suelen interferir en la reaccion de Hill (ver figura
3), de tal manera que al interrumpir el ciclo de la fotosintesis cesa la asimilacién de gas
carbénico, y par tanto {a formacion de hidratos de carbono. Asi mismao inhiben ta fosforitacién
oxidativa, la sintesis de! RNA y de las proteinas (Cremlym, 1985).
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Ashton y colaboradores estudiaron Jos procesos metabdlicos disturbados por los herbicidas

tiocarbamices, demostrando que inhiben en un 52% la sintesis de [ipidos, en un 28% la sintesis
de RNA, Ia fotosintesis en un 21%, la sintesis protéica en un 13% y la respiracion en un 4%. Estos

porcentajes varian de herbicida a herbicida y se ha observado que decrece su actividad fitotéxica
con la prolongacién de la cadena unida al oxigeno, o sustituyente R3 ( Ashton y Crafts, 1981;
Villarias, 1981; Barbera, 1989; Cremlym, 1995).

Ei metabolismo de los herbicidas carbamicos dentro de {as pilantas no esta tpta!mente aclarado
para Sutan®, pero se sabe que de manera general son transformados a conjugados de
compuestos sclubles o bien son hidrolizados. En el caso del herbicida Ordram, las rutas de
transformacién se encuentran ya totalmente aclaradas (ver figura 2), tanto en las plantas, como en
los sedimentos terrestres y en el ecosistema existente en los campos de arroz (Mabury, Cox y
Crosby, 1996). La resistencta de las plantas adventicias a éste tipo de herbicidas puede deberse
en gran manera a la rapidez de su crecimiento, lo cua!l les obliga a mantener un metabolismo
mas acelerado capazr de desechar ios compuestos conjugados de la molécula original del

herbicida antes de que ésta lleve a cabo su efecto toxico (Barbera, 1989; Cremlym, 1995).

O
it 1
N—C—S--CHz-CH, N—C—S5—CH2—CH3

4-Oxomolinato I I 4-Hidroximolinato

o)
CN—C—S—CHz-CHa GM-S~CH2-COOH
Acido
o]
0
Q—C—S—CHz—CHa ON_C" I‘CHz‘C"h

[ 2-Cxomgelinato Suiféxido

Figura 2: Rutas metaboicas del molinate (Ordram) en el ecosistema de existente en una plantaclén de amroz.
{Modificado de Mabury y Cox, 1866)



El ciclo de [a fotosintests tiens lugar en dos etapas, una luminica y otra de oscuridad. Durante & luminica es indispensable
accidn de 1a iz y ka accidn de los cloroplastos para que se efactie la reaccidn prineipal:
Wz

Reac, 1: HyO+ 2 NADP o 2NADPH + '5 0,

En Ia fase oscra, 1a cual ranscurre en ausencia de luz, el anhidro carbdnico se fija al difosfato de ribosa, que se separa en
doe malos do ghesraldohlido; ol hidrdgena nesssaria la spoarta sl NALPH farmada durants o fass keninisa:

H
H—(::—'O"Fos‘l'
Iﬁo H
H—CI——CH H—#—O—Fo&t
H—C—OH + COp + 4 NADPH —— 2 H..;,')_m + 4 NADP 8
H——?—O—Fos‘l’ H—C=0
H

Les herbicidas que interfieren con la fotosintesis, generatmente inhiben el transporte de slectrones, evitando la reaccidn
uminosa §l. Cuando s¢ cuenta ton preparaciones libres de céiuas provenientes de plantas verdes o de cloroplastos aistados,
se puede catalizar la fotdlisis del agua en presencia de un aceptor de electrones como lo es &l ferricianuro. Esto se conace
como ta reaceidn de Hill, fa cual puede ser medida por medio de un electrodo, un oximetra o bien espectrofotométricamenta.

Asf se ha comprobado que los herbicidas que afectan la fotosintesis tales como las ureas, las triazinas, los carbamatos y
tiocarbamates afectan la reaccion Il, o bien forman radicales libres estebles, kos cuales en presencia de oxigeno forman

entidades tdxicas que terminan por matar a la planta.

_ Potenclel Redox [V}

Pastoquinona

\ NADPH

—Transporta de electrencs

|, Ferrocianuro

I= Reaccion Luminosa uno
llI= Reaccifin Luminosa dos

-

FIGURA, 3: ALTERACION DE LA REACCION DE HILL POR LOS HERBICIDAS CARBAMATOS Y TIOCARBAMATOS { MODIFICADO DE :
CREMLYM, 199%)
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La metabolizacion de los carbamatos y tiocarbamatos se lleva cabe en las plantas rapidamente,
tal como sucede con el butilate, el cual es convertido en CO; o bien metabolizado a
diisobutilamina, o conjugado con acidos grasos, aminas o glutatidn. La persistencia en el suelo de
los tiocarbamatos es poco efevada debido a su alta evaporacién. Sin embargo su persistencia
puede favorecerse al disminuir la evaporacién, por aumento de la humedad de los terrenos a
tratar. También esta comprobada su metabolizacidn, degradacién y adsorcién al suele via
microbiana en especial por la Pseudomonas stricta, Fusarium spp., Stepfomyces spp.,
Mycobacteryumn spp., Flavobacteryum, Bacillus, Actynobacilius y Moraxella (Ashton y Crafts,
1981; Villarias, 1981, Mabury, Cox y Crosby, 1996).

Des sustancias caracteristicas de los herbicidas tiocarbamicos son el Molinato (Ordram®) y
Butilato (Sutan®), de los cuales describiremos, a continuacion, sus propiedades quimicas y
fisicas.

Ordram®: El nombre quimico de éste compuesto es: S-etilhexahidro-1,1-N-azepina-carbotiato,

pertenece al grupe de los herbicidas tiocarbdmicos, siendo su estructura correspondiente la

siguiente:

Il
CHy—CH,—S—C—N

Su férmula ermnpirica es:
Cy Hiz NOS

Su peso molecular es:
187.3 g/mol

Sus propiedades Fisicas son:

Punto de Ebulliciona 70 mmdeHg ................ 137°C
Presion de Vapora 25°C...........c.ccooocoeene.n.... 5.8 X 107 mm de Hg
Densidad 8 20°C.......ooocooveorcce e, 1.06 glem®

Es un liquido claro con un olor penetrante, en cuanto a su solubilidad el Molinato es miscible con
la mayoria de los solventes organicos como acetona, benceno, 2-propanol y metanol, incluyendo
también el queroseno, xileno y metil-iscbutil-cetona; en agua es soluble en 880 ppm (880 mgfl) a

26°C. No es corrosivo y es estable a la hidrdlisis.
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Los siguientes sindnimos son empleados a nivel mundial: BSI, 1SO, JMAF, WSSA y Yalan, su
codigo de designacién toxicologica es R-4372 y su numero de registro es CAS.2212.67-1, siendo
reconocido como un herbicida tiocarbamico selectivo, de aplicacion durante la preemergencia y
postemergencia, recomendado para su uso en plantaciones de arroz principalmente. Es activo
contra plantas del género Echinocloa y gramineas adventicias en dosis de 3 Kg/ha.

Su dosis letal media en ratas es de 720 mg/kg., v la dosis letal media en ratones 295 mg/kg., la
Dlsy dermal en conejos es de 3536 mg/kg. El molinato es metabolizade al correspondiente
sulfoxido por las enzimas del sistema microsomal y después es cortado por el sistema de
glutation soluble. La excrecion del 96%\ del compuesto se completa a las 48 horas, excretandose
un 88% en la orina y un 11% en heces fecales y menos de 1% en el aire expirado (Hayes y Laws,
1991; Cremnlym,1995; Cochran, 1997).

Sutan® ;. E! nombre quimico de éste compuesto es: S-etil-diisobutitiocarbamata, pertenece al

grupo de los herbicidas tiocarbamicos, siendo su estructura correspondiente a siguiente:

(CHa)2
CH
f ¢
CHy—CHy—S—C—N—CH,—CH—(CHa);

Su farmula empirica es;

Cy Haa NOS
Su peso molecular es:
217.4 gimol
Sus propiedades Fisicas son:
Punto de Ebullicion a 70mmde Hg .......occe... 145°C
Presién de Vapora 25°C. ... 1.2x10% mm de Hg
Densidad @ 30°C..........ooooovvoooeececeeeeeeaeennnsnnenns 0.930 glem®

Es un liquido claro con un clor penetrante, en cuanto a su solubilidad el Butilato es miscible con
los siguientes solventes 6rgénicos acetona, henceno, etanol y metil-isobutil-cetona; en agua es
soluble en 50 pprm (50 mg/l) a 20°C. Su dosis letal media en ratas es de 3998 mg/kg., y la dosis
letal media en cobayos de 1659 mg/kg. Es reconocido come un herbicida tiocarbamico selectivo,
de aplicacién durante la presiembra y recomendado para su uso en plantaciones de maiz

principalmente.
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Es activo contra los géneros Echinocloa, Sorghum y Digitaria en dosis de 4 kg/ha. No se
recomienda su uso en suelos que presenten mas de 3% de materia orgénica, pues esto
disminuye su actividad. Se recomienda su uso con Atrazina para mejorar su efectividad y

prolongar su persistencia en el suelo (Villarias, 1981; Hayes y Laws, 1991; Cremlym, 1995}.

5. TOXICOLOGIA Y PATOLOGIA DE LOS HERBICIDAS TIOCARBAMATOS ORDRAM® Y
SUTAN®

De acuerdo a una serie de experimentos llevados a cabo en animales de laboratorio desde la
década de los sesentas hasta nuestros dias, se ha demostrado que en lo concerniente a
exposiciones continuas de maolinato, el herbicida de referencia para los pesticidas agricolas
tiocarbamicos; via oral o inhalatoria, se han observado efectos adversos a nivel reproductivo,

neurotoxicidad y una posible oncogenicidad (Hayes y Laws, 1991; Cremlym,1885; Cochran, 1997).

La administracion de molinato a ratas macho jévenes a una dosis de 3.6 mg/kg./dia por un lapso
de dos meses provocé cambios morfoldgicos en los espermatozooides, afectando principalmente
las células de Sertoli. Durante la administracion de este herbicida en estudios crénicos y
subagudos no se observaron modificaciones en 10s niveles de gonadotropinas, descartéandose de
esta forma una accién a nivel hormonat y por lo tanto sobre las células de Leydig. Cuandoe fueron
¢ruzados con hembpras sin tratamiento, se ghservd una disminucion en el Indice de fertilidad, asi
como varios de los embriones fueron reabsorbidos y se aumentd la mortalidad postnatal (Hayes y
Laws, 1991).

De acuerdo a los distintos estudios toxicoldgicos realizados en animales de laboratorio (ratas,
ratones y conejos) a diferentes tiempos se pudieron establecer los diversos dafics causados no
solo a nivel reproductivo. Los estudios de toxicidad a corto plazo del molinato (estudios agudos a
72 horas, 10 y 15 dias de exposicién}, realizados en conejos y ratas arrojé como principales
efectos la pérdida de peso, asi como el alargamiento en el crecimiento uterino ademas de
reabsorcién de embriones durante la gestacidn. Los estudios subcrénicos por su parte revelaron
que al exponer via inhalatoria (Unicamente por la nariz y también todo el animal completo a
emanaciones de! herbicida)} a los animales durante pericdos que abarcaron de 1 a 13 semanas,
se observd un aumento en las concentraciones de 4-hidroximolinate en la orina, lo cual indicaba
un punto de referencia para evaluar el riesgo de la exposicion de seres humanos al contaminante

a nivel atmosférico (Cochran, 1997).
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En los estudios crénicos se reveld 1a presencia de adenomas hepaticos ademas de efectos a nivel
de sistema nenvioso y un marcado dafio a nivel de gdnadas,

Se ha demostrado de forma experimental, que Tos herbicidas carbamicos y tiocarbamicos pueden
causar diversos dafios dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion. Dichos datos permiten
sugerir un compaortamiento similar en las patologias que presenta ! ser humanc ante una

exposicion a los mismos agentes.

A continuacion se presenta un cuadro en el cual se resumen esta serie de experimentos, tomando

en cuenta la duracidn (agudos, subcronicos o crdnicos), la especie animal, la dosis y la via de

exposicion.
Cuadro 8: Estudios toxicolégicos dal Moiinato
Tipo de Estudio Especie animal Daosis y Via Obsgervaciones
Agudo Se emplearon ratones, ratas | 20mg/Kg/dla via oral (conejo) | Signos colinérgicos,

{72 hrs., 10 a 15 dlas})

y conejos. La finafidad: tener
la Dig, o margen de
sequridad, observar  los
dafios a nivel sistémico
probande  dversas
diferentes a la letal.

dosis

35mg/Kg/dia via ornl (ratas)
11.53mg/Kg/dia via oral (¢ ¥ )
100mg/Kg dosis anica (rata)
350mg/kg dosis Gnica (rata)

decremento en el consumo
de comida

Salvacién, hipersensibilidad,
decremento en la fertiidad y
en el crecimiento intraiterino

Subcrénico

{de 1 a 13 semanas)

Se emplearon {nicamente
ratas, La finalidad: establecer
la dosis absorbida durante
ura exposicidn atmosférica.

Exposicién de Jos animales a

una atmésfera controlada que
contenla vapores de
motinato,

Las dosis absorbidas via
Inha-

lacidn fueron de 0.40mg/Kg/
dia a 0.48mg/Kg/dia.

Anomalidades en el esperma
decramento en la fertifidad v
en ef crecimiento intrautering,
ademds de los signos antes
mencionados

Cranico

{de 1 amas de 10 aiioa)

e emplearon ratas y ratones
La finalidad: establecer una
posibie ancogenicidad.

1.8 mg/Kg/dfa hasta uma
dosis de 11.5 mo/Kg/din.

Ademds de los signos ya
fnencionados se observaron
adenomas hepiticos Y
también tumores de rifldn,

Modificada de Cochran, Formok et al. 1997

Los tiocarbamatos y carbamatos en general, son potentes inhibidores de la acetilcolineterasa
(Rotemberg, 1995), siendo esta una de las principales patclogias asociadas con la intoxicacién
por pesticidas, compartiendo caracteristicas sintomaticas con los organofosforados.

Los sintomas por intoxicacién por carbamatos y tiocarbamatos en el hombre, y en mamiteros en
general, coffesponden a una hiperactividad del sisterna nervioso parasimpidtico, y que pueden ser
agrupados en tres categorias que son: las muscarinicas, las nicotinicas y los efectos sobre el

sistema nervioso central (SNC}.
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1. Los sintomas que se presentan dentro del grupo muscarinico son salivacién abundante e
hipermotilidad gastrointestinal, lo que origina un dolor intenso, vomito y diarrea, También, caen

dentro de éste grupo el lagrimeo excesivo, sudoracion, disnea, miosis, palidez y cianosis.

2. Los sintomas clinicos del grupo nicotinico son el reflejo de un estimulo excesivo de los
musculos esqueléticos que se manifiestan por contracciones de los musculos de la cara,
péarpados, lengua y finalmente de todos los musculos del cuerpo. Esta hiperactividad suele ir
seguida por debilidad y paralisis del masculo esquelético, cuando aumenta el actmulo de la
acetilcolina en las uniones neuronales, los efectos sobre el SNC varian segin la especie

animal afectada presentandose con mayor frecuencia la depresidn grave del SNC,

3. Los efectos sobre e} Sistema Nemvioso Central (SNC) van desde una estimulacién ligera en la
transmisién del impulso eléctrico hasta una hiperestimulacién, que en animales pequefios
como los pertos, gatos, conejos, ratas y ratones, puede avanzar hasta provocar contracciones

convulsivas.

Los sintomas clinicos de intoxicacién por carbamatos son similares para todas las especies
animales; la muerte suele ser consecuencia de la hipoxia provocada por espasmos bronquiales,
exceso de secreciones bronquiales y contracciones cardiacas ematicas (Hellenhorn, 1988,Gilman,
1990 y Ballantyne, 1992),

Los cambios patologicos asociados al envenenamiento agudo por carbamatos, ademas de los
efectos evidentes de hiperestimulacién del sistema nervioso parasimpatico, también se observa
estimulacion de glandulas, como las salivates, lo cual provoca un exceso de secrecidn que se
observa en forma de salivacion abundante.

Puede también llegarse a presentar edema pulmonar, e incluso apreciarse hemorragia difusa en
pericardic y endocardio (Hellenhorn, 1988,Gilman, 1990 y Ballantyne, 1992).

El dafio crénico se presenta por exposiciones prolongadas a concentraciones bajas del herbicida,
lo cual llega a alterar tejidos diversos y por ende el metabolismo del individuo.

De manera general podemos decir que los herbicidas carbamates preducen lesiones en células
hepéticas principalmente, seguidas por dafios a nivel renal y méds escasamente a nivel cerebral.
El dafio puede ser en grades variables dependiendo del tiempo y tipo de exposicién. Los dafics
son por lo tanto tarbién en grados, siendo ei efecto mas severo la necrosis del tejido.
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Las denominadas lesiones hepdticas quimicas (LHQ) engloban una serie de manifestaciones
clinicas debidas a una toxicidad intrinseca {directa) o por metabolismeo (indirecta) del compuesto
o sustancia quimica {ya sea un farmaco o xenobiotico), pudiendo ser el daio de forma crénica o

aguda. Cabe mencionar que la LHQ no es, en muchos casos, la Unica manifestacion del efecto

quimico adverso, pudiendo ser acompafada por lesiones en otros érganos (ver cuadro 6),

CUADRO 7: CLASIFICACION DE LA LESIONES HEPATICAS QUIMICAS

TIPO DE DEPENDENCIA | MECANISMO Y REPRODUGTI- TIPO DE EJEMPLOS
TOXICIDAD DE DOSIS BRIDAD EXPERIMENTAL LESION
Directa S AReratién dwecta bioquimica por{ La lesidn princk | CCL, CHCh, Fésforo, isoniacida,
interferencia  del  metabolismo | pal es de tipo | halotano,pesticidas especialmente
general y destruccién de fas| necrstico zona! | ergancfosforados y carbamatos
bases estructurales de fa
morfologia celular.
Reproducible experimertalmente
Indérecta de tipo Sl Interferencia en nitas metabolicas | Lesion de tipo | CClL, CHCh, Fésforo, isontacida,
citotdxico especificas que provocan lesion | necritico zonal | halotano, toxinas de hongos y
estructural. y difusa bacterias, tetracicliinas, pesticidas
Reproducible experimentaimente
Indirecta de tipe Si Interferencia con las vizs de | Obstruccién Clorpromacina,  antineoptisicos,
Colestasico excrecién hepatica, biliar akohol etilico, glucocorticoides,
Reproducible sxperimentaimente metotrexate

Modificado de: Stein, 1989 Medicina interna,

Dentro de las lesiones a nivel de los hepatocitos, el dafic que pueden presentar varia desde una
alteracién en la permeabilidad membranal (lesién hepatica crénica) hasta una necrosis (lesidn
hepatica aguda). En el casc del dafo agudo por quimicos, [as lesiones pueden ser
fundamentalmente de tipo citotoxico (necrosis) o bien de tipo obstructivo biliar {colestasis) o una
combinacién de ambas. Cualquiera de ellas redunda en un dafio al parénguima hepético en
grados diversos de acuerdo a la exposicidn y dosis, con lo cual se da origen a los siguientes
trastomos detectables cfinicaments:

A. La sintesis de enzimas secretadas a torrente sanguinec es insuficiente y se origina una
disminucién de su concentracion en sangre, tal como es e caso de la colinesterasa y las
enzimas de la coagulacién,

B. Las enzimas“celulares contenidas por los hepatocitos, como las transaminasas, entre otras,
pasan del citoplasma a los espacios extracelulares y de ahi al torrente sanguinec aumentando
su concentracion.
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En el caso de lesiones leves de tas células hepéticas, son las enzimas citoplasmaticas como la
giutamico-pinivico transaminasa, las que escapan a torrente sanguineo, mientras que las
ubicadas en mitocondria, sdlo son liberadas en alteraciones intensas c¢omo necrosis
{Ellenhom, 1988).

En los casos de daiio por exposicion crénica {mas de seis meses) a concentraciones bajas de
este tipo de compuestos, se ha observado un estado subclinico de alteraciones hepaticas debidas
a LHQ, lo cual redunda en un aumento en circulacién de enzimas tales como las transaminasas
glutdmico-pinivico transaminasa (GPT) y glutdmico-oxalacético transaminasa {(GOT), la lactato
deshidrogenasa (LDH), asl como también una serie de metabolitos que incluyen a las bilirrubinas,
ademds de que existe una leucocitosis, pincipalmente se encuentran elevados granulocitos y
neutrofilos (Ballantyne, 1993, Stein 1988, Kurlz, 1990). Estos datos no son distintivos de una
intoxicacion por carbamatos, sino que corresponden a una serie de trastornos hepaticos tales
como la obstruccién hepdlica, cimosis o hipertrdfia hepatica, razén por lo cual es conveniente
realizar examenes de laboratoric extras a las pruebas de funcionamiento hepético tal como o es
la medicién de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, Dicha enzima, al ser selectivamente
alterada por una gama reducida de compuestos organicos, principalmente organofosforados y

carbamatos, resulta ser el medio ideal de diagnostico en los casos de intoxicacién cronica.

En los casos de intoxicacion aguda el cuadro clinico es muy similar al presentado por intoxicacion
con organcfosforados y en algunos casos al de los orgaclorados. El cuadro ciinico presentado en
humanos es el siguiente: convulsiones musculares, trastornos de las funciones cardiacas
(dismucian en presién sanguinea y arritmias entre otras) y respiratorias (disnea) ademas de coma
hepatico con la consecuente salida de enzimas citopldmicas tanto constitutivas de membrana
coma citoplasmdticas. En casos como estos se recomienda un tratamiento adecuado coh oximas
de acuerdo andlisis rdpido de los signos de! paciente, que una vez estabilizado se le tomard una
muestra sanguinea para modificar su tratamiento subsiguiente hasta su reestablecimiento, 1o cual
incluye la determinacion de acetilcolinesterasa (Gilman, 1980, Kurtz, 1990; Ballantyne, 1983;
Lifshitz, 1994; Rotemberg, 1895).
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2. Materiales

A, Herhicidas: )
Se emplearon los herbicidas tiocarbamicos Molinato (Ordiam®) y Butilato (Sutan®) con una
pureza del 95%.

B. Ratones:

Se emplearon para ambos estudios del experimento ratones blancos suizos cepa CFW,

C. Alimento:
Se utiliz6 el alimento de Nutricubos® de Purina, los cuales presentaban el siguiente contenido

de nutrientes:

- Proteinas minimo 23%

- Grasas minimo 2.5%
- Fibras maximo 6.0%
- Cenizas maximo 12%
- Humedad maxima 8.0%
- E.L.N. minimo 48.5%
- Calcio minimo 1.0%
- Fasforo minimo 0.6%

La preparacion del alimento con los herbicidas fue 1a siguiente:

Se procedid a moler el alimento suficiente (tomando en cuenta 15g/diafraton, estiméandose una
pablacién aproximada de 100 ratones) en un mortero hasta que se pulverizé. El polvo obtenido
se pesd y con el alimento se formaron 4 lotes, uno por cada dosis de herbicida, es decir 4 v %
de las DL de Crdram® y Sutan®, procurando evitar al maximo la evaporacién. A continuacién
se agrego agua hasta formar una pasta ﬁomogénea. la cual se extendio y cortd en cuadros que
tuviesen el peso aproximado de los cubos'originates. Se secaron los cuadros ai horno a 80° C
por 24 horas, y posteriomrmente se comprobd la concentracién de herbicida en los cuadios por
cromatografia de gases, la cual se efectud con un cromatégrafo Hewlett Packard® modelo
5880-A, con detector de ionizacién de flama y conductibilidad térmica con registrador
automatico.
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D. Equipos de Deteccién Enzimatica Merck®:
Para la deteccién de las enzimas hepéticas en suero, se emplearon los siguientes Kits:
a) a-amilasa (Cat. 3301)
b) Colinesterasa (Cat. 3325)
¢} Lactato Deshidrogenasa (Cat. 3349)
d} Glutamico Pirdvico Transaminasa {Cat. 3372)
CUADRO 8: RESUMEN DE LAS TECNICAS EMPLEADAS
TECNICA FUNDAMENTO REACTIVOS UNIDADES
a-AMILASA La degradecién de almidén por ia erzimn y la | 1. Sustrals amortiguador | SOMOGYT/100mi
(Strest & Close) formacién de dexirings reductorss y azicares de | 2. Jol. de amilosa 0.2 | Cantidad de enzima quea
bajo P.M. La amilosa sirve como susirato y upa /L. NaCl 15 mmol/L. | partir de almidén, en 30
solucién de yodo permite observar la extincién | 3. Sol. de Yods 0,008N | mimstos, & pH 7.5 y 37C
del color azul, 1a cual es directamente libera Uz microgramo de
proporcional a la ectividad de la amnilasa sustuncias reductoras,
COLINESTERASA La hidrélisis de ésteres de colina, empleando | 1. Amortigmador pH 7.7 | U/ml
(Kendel & Szary) como susutrato el yoduwo de S-butirilcoline. | 2. Sol. de syoduwo de| Es la contidad de enzima
Como indicador sc emplea el 5,5-ditiobis-2- s-butiniictiocolina necesgria para
nitrobenzoato, el cual er reducide por la & monal/L transformar 1 mol de
fiocolina fiberada o S-mercapto-2-nitobenzoato sustrato en un minko bajo
que permite observar la extincién del color condiciones estinder de
amarillo, fo cual es directameste proporcional & PH y tetrpersharn.
In actividad de la colinesterasy
GLUTAMICO La transferencia de nitrégeno desde ¢l glutamalo | 1. Amortiguador pH 7.4 | U/ml
PIRUVICO al pirovate. El piruvato producido e su vez es | 2, L-slanina 00mmol/L | Es la cantided de enzima
TRANSAMINASA trensformade enziméticamente en lactato por | 3. Cetogiutarato  0.18 | necesaria para
(GPT} medio de la enzima lacteto deshidrogenasa en mmol/L, transformar 1 mol de
(Reltman & Franke]) § presencia de NADH, La velocidad de wilizecién § 4. NADH; 0.18 mmol/L. | sustrato en un mimsto bejo
de]l NADH, puede medirse por su extincién enfa | 3. LDH 1.2 KUL condiciones estindar de
regita del ultravioleta cercano, pH y temrperahura.
a—cctoghttaralo + L-alaning +» ghaimmato + pirevate
piruvslo + NADH:  «+  lactats + NAD
LACTATO Lareduccibn de piruvato por ef NADH; segin la | 1. Piruvato Sédico 0.6 | U/ml
DESHIDROGENASA | siguiente ecuacién mM Es la cartided de cozima
(LDH) pevvaio + NADH;  « lactato + NAD 2. NADH; (.13 mM necesaris pam
(Colorimétrico) 3. Amortiguador pH 7.5 | rensformar } mwol de
sugiralo en uo minite bejo
condiciones cstdnder de
pH v temperatura.

Todas las mediciones enzimdticas se siguieron espectrofotométricamente, realizandose las

lecturas a las siguientes longitudes:

a) a-amilasa

b) Colinesterasa

¢) Lactato Deshidrogenasa

d) Glutamico Pinlvico Transaminasa

(620 nm)
(405 nm)
(340-365 nmy)
(334-365 nm}
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F. Espectrofotémetros:
Se emplearcn dos Hpos diferentes de espectrofotdmetros durante la fase experimental para
realizar las lecturas de las enzimas; estos fueron;
a) Espectrofotémetro Coleman modeto 7350
b) Espectrofotometro Zeiss modelo 2580

G. Material Diverso;

- Balanza granatarta

- Equipo de diseccion

- Centrifuga clinica

- Equipo de cristaleria;
+ Tubos de Ensayo para centrifuga
+ Probetas (100 mi)
+ Pipetas (1 ml, S mi y 10 ml}
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3. Métodos

Se llevé a cabo un estudio toxicoldgico crénico para evaluar los dafios tanto a nivel reproductivo
como metabdilco, de manera tal que se pudiese encontrar una correlacién entre las alteraciones

metabdlicas como biomarcadores y el tiempo de exposicién al toxico (véase diagrama de trabajo).

Estudio Cronico:

Se realizé una variante del estudio toxicoldgico denominado como "Estudio de las tres
Generaciones® {Hayes y Laws, 1991; Ged y Chengelis, 1992, Scialli y Clegg, 1992). Para ello se
tomaron dos parejas de ratones de 21 dias de nacidos y se cruzaron, la pareja 1 tuvo 6 ratones y
la pareja 2 tuvo 8 ratones, de éstos 14 ratones ( 6 machos y § hembras) se formaton 4 parejas, a
las cuales se les administro el alimento preparado con los herbicidas Ordram® y Sutan®, con las
dosis de 12 ¥ s de la DLsp y una pareja se utilizé como testigo.

Las cinco parejas de ratones fueron cruzadas, asl como sus descendientes, hasta llegar a la
quinta generacidn de cada una de las parejas de ratones.

Se observd en los ratones los siguientes parametros: el indice de prefacién, el indice de
gestacién, y el indice de viabilidad a término, ademas fueron tomados algunocs de los ratones al
azar y se les extrajo sangre por medio de una puncién cardiaca, para obtener el suero, en el cual
se cuantificaron las enzimas: a-amilasa, colinesterasa, glutdmico-pirdvico transaminasa y lactato

deshidrogenasa (Hayes y Laws, 1991; Cox y Chengelis, 1992).

Métodos de deteccidn Enzimatica:

Para la deteccion de los niveles de actividad enzimdtica se emplearon equipos comerciales de
Merck Co., etectuandose las determinaciones de acuerdo a las técnicas marcadas en los
instructivos anexos (ver cuadro 8) para la a-amifasa (Street & Close), acetilcolinesterasa (Kendet 8
Szasz) y glutdmico-pirdvice transaminasa {Reitman & Frankel), asi como para la lactado
deshidrogenasa (Deutsche Biochim. o colorimétrico).
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Métodos Estadisticos:

A los resultades obtenidos de la variacion de pesc a los 15 meses de tratamiento, a los tiempos
de gestacidn y al nimero de crias por camada en cada generacién y tratamiento, asi como a los
niveles de actividad enzimatica, se les efectud ef analisis estadistico de Bloques Aleatorios con 5
tratamientos {Ordram % DL, Ordram % DL, Sutan % DL, Sutan % DL y el lote testigo) yde 3a 6
bloques (las generaciones); el cual emplea un analisis de varianza de un factor con una sola
muestra por grupo, realizandose a un o= 0.01, asi como un analisis de Contraste linea} (pruebas
posteriori), sobre aquellas pruebas que resultaron significativas para determinar las diferencias

estadisticas existentes entre lotes y el lote control a un a=0.05 (Danie!, 1988).
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RESULTADOS

Desde que se realizd la primera cruza de cada una de las parejas hasta que se llegé a la quinta

generacién, se dio un tratamiento sostenido por un tiempo de 15 meses, para cada una de las
dosis de los herbicidas,

Inicialmente se tomaron dos parejas de ratones de 21 dias de nacidos y se cruzaron. La pareja 1
tuvo 6 ratones ¥ la pareja 2 tuve 8 ratones {ver fig. 4 v 5), de éste total de ratones se formaron 5
parejas de ratones; dos parejas se emplearon para formar los lotes de Ordram, dos mas para
Sutan y una pareja quedd como testigo. A continuacién se cruzaron de forma sucesiva hasta

liegar a la quinta generacién para cada una de las parejas de ratones.

Durante este lapso de tiempo se observaron tanto el aspecto fisico como el comportamiento de
los ratones tratados y se les compard con el testigo.

Las enzimas que se determinaron fueron: la a-amilasa, la colinesterasa, la glutdmico-pinivico
transaminasa (GPT) y la lactato deshidrogenasa (LDH), cuya determinacion se realizdé por
duplicado. Los ratones a los cuales se les realizé la puncidn cardiaca fueron tornados at azar,

escogiéndose tanto ratones machos como hembras de las siguientes generaciones: F2, £3, y F5.

Los resuitados de esta parte experimental se reportan en e siguiente orden:

1. Determinecién de la concentracion de loa herbicidas en et alimento preparado

Cruzas realizadas en cada una de |as parejas por lote y tratamiento

woon

Tiempo de Tratamiento

b

Peso inicial y variacién del mismo durante el Tratamiento
Tiempo de Gestacion

Nacimientos

N o

Concentraciones Enzimaticas




1. Alimento

Las galletas fueron preparadas de ia forma ya descrita en la seccién de materiales y métodos. El
peso individual promedio de las galietas secas ya preparadas fue de 7 gr. El analisis realizado por
cromatografia de gases amojd fas concentraciones de herbicida que se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9; Dosis de los herbicidas contenidas en las galietas

Herbicida Dosis Tedrica Dosis Real detectada por cromatografia
Ordram % Olo 13.36 mg 11.44 mg
Ordram % DL 21.73 mg 21.20 mg
Sutan % Dl 3250 mg 7785 mg
Sutan % Dlg 45.90 mg 37.15mg
Porcentaje promedio de pérdida de los herbicidas: 8.45% Crdam
16,48% Sutan

Se encontrd que en ambos herbicidas existe una pérdida en las dosis preparadas, siendo las mas
grandes las de Ordram % DL con un 14.5% con respecto a la concentracién tedrica, y Sutan %
DLsy con un 18.06% con respecto a la dosis tedrica. Dichas pérdidas son atribuibles a la
manipulacién de los herbicidas (Villarias,1981; Barbera,1989), produciéndose, probablemente,
dichas pérdidas durante el proceso de mezclado y posteriormente durante el secado de las

galletas.

2. Cruzas

En las figuras que a continuacion se presentan, se pueden apreciar los arboles genealdgicos de
los progenitores originales empleades en el estudio, asi como también se presentan las
diferentes cruzas realizadas con cada una de las parejas formadas, hasta llegar a la quinta

generacion para cada una de las diferentes dosis de herbicidas manejadas.

En cada uno de éstos arboles se emplea la nomenclatura tradicional para especificar el sexo de

los animales, el nimero de descendientes asi como también 195 decesos ocurridos.
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Figura 5: Arbol genealdgico en el cual se muestran las cruzas realizadas desde la P hasta la F5

para los ratones del lote testigo (A) y los tratades con Sutan % (By) y % (B2) de la DLgg
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Desde que se realizd la primera cruza de cada una de las parejas hasta que se llegd a la quinta

generacion, el tratamiento que recibieron los ratones de los diferentes herbicidas, a las dos dosis

probadas para cada uno de ellos, fue sostenido durante un lapso de tiempo de 15 meses, tiempo

en el cual se reprodujeron hasta la quinta generacion.

En el cuadro 10 s dan los tiempas de tratamients para cada una de lac generacionos do los lotoc

respectivos.

CUADRO 10. TIEMPO DE TRATAMIENTO CON LOS HERBICIDAS PARA CADA UNA DE |.AS GENERACIONES

Generacion Ordram % DLy Ordram % Dig Sutan % Dls Sutan % DlLa Testigo
P 15 maces 15 meses 15 meses 15 meses 15 meces
F1 14 meses 14 meses 14 meses 13 meses 14 meses
F2 12 meses 12 meses 13 meses 12 meses 12 meses
F3 10 meses 10 meses 09 meses 10 meses 10 meses
F4 08 meses 05 meses 06 meses 05 meses 08 meses
F§ 04 meses 02 meses 03 meses 02 meses 05 meses

4. Peso Inicial y Variacién del misme durante e! Tratamiento.

En las tabla siguientes se muestran los pesos iniciales y la variaciones de los mismos de acuerdo

al herbicida y la dosis administrada. En estas tablas se puede absarvar Io siguiente:

1. En los ratones testigo el peso aumenta conforme pasa el iempo, teniendo desde los tres hasta

los quince meses, una ganancia de peso promedio al mes de 2.3 g pama fos maches, y de

1.58g para las hembras.

2. Para los ratones tratades con Ordram % DLg (11.44 mg/Kg/dia), los pesos de los ratones
disminuyeron, perdiendo en promedio al mes, 2.81 g los machos y 2.05 g las hembras.

3. Para los ratones tratados con Ordram % Dlso (21.20 mg/Kg/dia), los pesos de los ratones
disminuyeron, perdiendo en promedio al mes, 4.33 g los machos y 3.15 g las hembras.

4. Para los ralones tratados con Sutan % DlLs (27.98 mg/Kg/dia), los pesos de los ratones
disminuyeron, perdiendo en promedio al mes, 3.68 g los machos y 2.98 g las hembras,
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5. Para los ratones tratados con Sutan 3/4 Dls, (37.15 mg/Kg/dia), los pescs de fos ratones
disminuyeron, perdlendo en promedlo al mes, 4.88 g l10s machos y 3.87 g las hembras.

Estos resultados se muestran en las cuadros siguientes:

CUADRO 11 : VALORES MEDIOS DE LOS PESOS EN RATONES TESTIGO
GENERACION TIEMPC EN MESES
3 6 ] 12 15
P 28459 28.35¢ MA5g B0y H3sg
F1 27.35g 27609 29.15¢g 31509 35209
F2 T 21359 20.20g 0559 3430g 3885 g
F3 25.6809 27.209 30459 J1.65¢g 365¢
F4 27.30¢g 26.90 g 29709 3080g 759
[ 29.209 28.25 g 30309 3295¢ 34609
PROMEDID 2757 g 2808g 02¢g 28ig B.23g

CUADRG 12: VALORES MEDIOS DE LOS PESOS EN RATONES TRATADOS CON ORDRAM % Dl
GENERACION TIEMPO EN MESES
3 [ ] 12 15
P M55g 3Moog 29.95¢ 2760 g 2475¢g
Fi 30409 3225¢ 2550g 27.45¢g 26.00 g
F2 2085¢g 2080 ¢ 28109 26.05 23359
Fa 2970 g 2880¢g 8.05g 2484 9 23.15g
Fd 2905 g 27.05¢ 27.65g 20.30 g N5 g
F5 2000 g 26609 24,00 g 2.35g 2235¢g
PROMEDIO 2884 g 2830¢g g 25.90 3829




CUADRO 13: VALORES MEDIOS DE LOS PESOS EN RATONES TRATADOS CON ORDRAM % DLm

GENERACION TEMPO EN MESES
k] ] 9 12 15
3 2835 g 28009 2970 ¢ 27959 2585 g
] 28.60¢ 2800 g 26209 2760 g 23709
F2 3085 g 30.40g 26.35¢ 24809 23059
F3 28.10g 2860 g 256859 24259 2155 ¢
F4 28.00 g 26959 23.00¢ 2759 21259
F5 28809 26959 23.00 g 21.75¢ 2095g
PROMEDIO 2891g 2834 g 2588¢g 24829 22699

CUADRO 44: VALORES MEDIOS DE LOS PESOS EN RATONES TRATADOS CON SUTAN 1/2 DLy

GENERACION TIEMPO EN MESES
3 8 [] 12 15
P 27809 2080 g 20409 202049 27.35g
F1 28809 .14 g 30.00 g 2565¢g 23.35¢g
F2 28809 20859 20709 2698 g 25009
F3 27.85g 27.009 27.60g 26.20 g 24559
F4 27.509 26809 28.70g 24459 22859
F5 21.10g 28259 22.55¢g 22.40 g 2135g
PROMEDIO 20,08 g 2826 g 27.859 25809 2407¢g

CUADRO 15: VALORES MEDIOS DE LOS PESOS EN RATONES TRATADOS CON SUTAN % DLy

GENERACION TIEMPO EN MESES
1 [} 8 12 15
P 28959 30.35g 28359 26809 25.85¢9
F1 20809 20309 20559 28.05g 28509
F2 28509 30809 28109 25.20 g 23.709
F3 294049 8259 27609 25709 22,859
F4 20.00 g 27859 27.60g 24559 24009
E54 29309 28009 25109 24509 3\.209
PROMEDIO 20559 20109 TN g 25889 258849
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5. Tiempo de Gestacion

El tiempo de gestacién de los ratones tratados con Ordram y Sutan se ve afectado, ya que éste se
va haciendo mas prolongado de una generacion a otra, tomando en cuenta que el tiempo de
gestacién normal promedio, para los ratones aqui manejados es de 35 dias.

En el siguiente cuadro se muestran los tiempos de gestacién, dados en dias, para cada uno de

los diferentes tratamientos asi como para los ratones del lote testigo.

CUADRO 18: TIEMPOS DE GESTACION EN LOS LOTES TRATADOS CON HERBICIDAS
Generacion

Ordram ‘% pss

Ordram Y pee | Sutan % owee Sutan % g, Testigo

p 0dlas 0 dias 0 dias O dias Odlas

F1 35 dias 33 dias 38 dias 40 dias 25 dias

F2 S1dlas 49 dias 47 dlas 45 dlas 34 dlas

F3 60 dlas 65 dfas 63 dlas 72 dias 32 dias

F4 134 dies 148 dlas 141 dlas 172 dias 40 dias

F5 166 dias 174 dias 179 dias 188 dias 41 dias

F6 38 dias

F7 35 dlas
Promedio 89.2 dias 93.8 dias 93. 6 dias 103.4 dias 35 dias

6. Nacimientos

E! numero de ratones por camada disminuy® a partir de la segunda generacidén para ambos
tratamientos de Ordram y Sutan, viéndose afectados mas drasticamente el himero de ratones por
camada en !a quinta generacién, mientras que para los ratones testigo se mantuvo el nimero de
crias por camada en un promedio de 8.2 ratones. Los resultados se muestran en la siguiente
tabla y en las figuras 5 a 8,

CUADRO 17: CRIAS Y SEXO DE LAS CRIAS POR CAMADA EN {.0S LOTES TRATADOS
Ganeracién Ordram %% oie0 | Ordram % pyso Sutan ¥ s Sutan Yo Testigo
F1 7 (2M,5H) 6 {4M,2H) 7 (4M,3H) 8 (4M.4H) 8 (4M,4H)
F2 6 (4M,2H) 5(3M,2H) 6 (2M.4H) 6 (2M.4H) B (4M,4H)
F3 6 (3M,3H) 6 (4M.2H) 5 (3M,2H) 6 (2M,4H) 9 (3M,5H)
F4 5 (3IM.2H) 5{2M,3H) 5(1M.4H) 4 (2M.2H) B (4M.4H)
F5 4 (2M.2H) 3{1M,2H) 4 (2M,2H) 4 (1M.3H) 8 (4M.4H)
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7. Concentraciones Enzimédticas
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A continuacion se muestran los resultados de las determinaciones de los niveles enzimaticos de

los ratones tratados y los valores medios de los testigos.

En el cuadro 18 se muestran los valores obtenidos para la a- amilasa, en donde se observa un

aumento en los valores de la actividad enzimatica de los lotes tratados en comparacién con el lote

testigo.
CUADRQ 18: VALORES EXPERIMENTALES PARA a- AMILASA EN U/L
Genaracién | Ordram 1/2 DLs | Ordram % DLgy | Sutan % DLgy Sutan % DLsg Testigo
F2 Machos : Machos : Machos : Machos : Machos ;
1559 208.4 2171 228.1 153.0
1925 206.1 216.8 2269 1523
Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
184.2 208.2 2178 226.7 151.0
192.9 2081 218.0 2251 1494
F3 Machos : Machos ; Machos : Machos Machos :
193.2 208.6 216.2 2259 153.2
192.8 207.4 2175 224.7 152.2
Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
192.5 208.0 2165 2259 149.8
1947 207.5 218.7 2285 150.3
F5 Machos : Machos : Machos : Machos ; Machos :
193.3 206.7 2159 2238 152.2
191.3 208.0 2177 2254 152.5
Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
193.4 208.0 2171 2250 150.0
192.4 2068 216.2 2257 152.0
Promedio X machos = X machos = X maches = X machos = X machos =
193.1 207.5 2168 2258 152.6
X hembras = ¥ hembras = X hembras = ¥ hembras = X hembras =
1935 2079 2172 2265 150.3
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En el cuadro 19 se muestran los valores obtenidos para la colinesterasa, en donde se observa

una disminucion en ios valores de la actlvidad enzimatica de los iotes tratados con ambos

hetbicidas y en ambas dosis, en comparacion con el lote testigo.

CUADRO 19: VALORES EXPERIMENTALES PARA COLINESTERASA EN U/ML

Generacion | Ordram 12 Dlg | Ordram % Dlsg | Sutan % Dlgg Sutan % DLg Testigo

F2 Machos : Machos Machos : Machos : Machos ;
1.61 1.53 1.40 1.33 1.89
1.67 1.56 1.41 1.35 1.87

Hembras: Hembras: Hembras; Hembras: Hembras:
1.67 1.56 1.46 1.37 1.81
1.64 1.58 1.43 1.37 1.83

F3 Machos : Machos ; Machos : Machos Machos :
1.65 153 1.46 1.39 1.89
1.66 1.56 1.43 1.35 1.89

Hembras: Hermbras: Hembras: Hermmbras:; Hembras:
168 1.67 1.41 1.35 1.85
1.61 t.52 1.43 1.34 1.83

F5 Machos ; Machos : Machos : Machos : Machos :
1.61 1.59 1.43 1.34 1.89
1.67 1.56 1.40 1.33 1.87

Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
1.51 165 1.48 1.35 1.85
1.65 1.528 1.48 1.34 1.81

Promedio X machos = X machos = X machos = X machos = X machos =
1.63 1.55 1.42 1.34 1.88
X hembras = X hembras = Xhembras= | Xhembras= X hembras =

1.64 159 1.44 1.35 1.83
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En e! cuadro 20 se muestran los valores obtenidos para la Glutdmico-Pinivico Transaminasa

(GPT), en donde se observa un aumento en los valores normales de la actividad en suero para

dicha enzima en los lotes tratados con ambos herbicidas y a ambas dosis, en comparacién con el

lote testigo.
CUADRO 20: VALORES EXPERIMENTALES PARA GPT EN UIL
Generacién | Ordram 1/20Ls | Ordram Dls | Sutan 3% Dl Sutan % DLsy Testigo

F2 Machos : Machos : Machos : Machos ; Machos :
250.1 2548 2583 2617 2218
2487 253.4 2575 2625 2216

Hembras: Hembras: Hembras; Hembras: Hembras:
2495 2527 2573 260.4 2207
2485 253.2 258.0 2620 2204

F3 Machos ; Machos : Machos ; Machos : Machos :
249.2 2550 258.5 2632 2214
248.8 2545 2578 262.4 2209

Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
2489 2631 25156 2615 2199
24886 253.7 2570 262.0 2223

F5 Machos : Machos : Machos : Machos : Machos :
249.0 2499 2569 261.7 2210
2437 2502 2555 260.9 2225

Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
2397 2509 258.3 263.0 223.0
2405 2514 259.2 265.8 2218

Promedio X machos = X machos = X maches = X machos = X machos =
249.2 2529 257.4 2620 2215
X hembras = X hembras = Xhembras=| X hembras= X hembras =

2459 2525 2620 262.4 213
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En el cuadro 21 se muestran los valores obtenidos para la Lactato-Deshidrogenasa (LDH), en

donde se observa un aumento en 1os valores de la actividad enzimatica de los Jotes tratados con

ambos herbicidas y a ambas dosis, en comparacién con el iote testigo.

CUADRO 21: YALORES EXPERIMENTALES PARA LDH EN UL

Generacidon | Ordram 172 Dlg | Ordram % Dlg | Sutan 4 DLy Sutan % Dlg Testigo

F2 Machos ; Machos : Machos : Machos : Machos ;
186.0 2445 2158 2373 1148
187.4 2429 215.0 2368 115.4

Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
185.4 2436 2148 236.8 113.4
186.0 2411 2140 2401 11486

F3 Machos : Machos : Machos : Machos ; Machos
187.6 2408 2160 236.2 1145
187.4 2416 2153 23686 115.3

Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
186.4 240.7 2165 2372 1139
187.0 2427 2157 2371 114.2

F5 Maches : Machos : Machos ; Machos : Machos :
188.0 2419 2156 2372 11614
1876 2423 2165 2364 115.6

Hembras: Hembras: Hembras: Hembras: Hembras:
186.9 2401 2161 236.8 115.0
186.4 2428 216.3 236.7 115.4

Promedio X machos = X machos = X machos = X machos = X machos =
187.3 242.0 2156 236.7 115.2
X hembras = X hembras = X hembras = X hembras = X hembras =

186.3 2458 2155 2374 114.4
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A continuacion se detafla et andlisis estadistico al cual se sometié a los diversos resultados, el
cual emplea un andlisis de varianza de un factor con una sola muestra por grupo, realizandose a
un o= 0.01 y un analisis de Contraste lineal {pruebas aposterion) sobre aguellos resultados que
fueron significativos, esto con la finalidad de determinar las diferencias estadisticas existentes
entre en los diversos lotes y el lote control, empleands un a= 0.05 (Daniel, 1988).

Las hipdtesis a probar en cada uno de los diferentes andlisis fueron las siguientes:

Para las filas ( factor 1: generaciones):
Ho: pP = pFi=uF2=pF3=pF4 = uF5
H1 . nolo sean
Para las columnas (Factor 2: tratamientos):
H1: p Ordram % DLgp = u Ordram % Dl.gy = pSutan % Dlsg= pSutan % DLs = uTestigo

H1 : no lo sean

Las hipdtesis de las pruebas a posteriori de Contraste Lineal, empieadas para determinar las
diferencias existentes entre los diversos tratamientos y el lote testigo, ast como las existentes

entre los tratamientos y las dosis administradas de fueron las siguientes:

I. Ordram contra Sutan

Ordram ¥ DL+ Ordram %4DLsg V.5, Sutan % Dl.sg +Sutan %4 DLsp
2 2
II. Ordram % DLsg contra Ordram % DL
Ordram % Dlgy v.s. Ordram % Dlgg
lli. Sutan ¥ DL contra Sutan % DlLsy
Sutan % Dls V.5 Sutan ¥ Dlsg
IV. Sutan contra testigo
Sutan ¥4 DL+Sutan % DLgg V.S Testigo
V. Ordram contra testigo
Ordram % DLsg+ Ordram %4 V.5 Testigo

VI. Ordram 4 DLsgy y Sutan % DL socontra Grdram %4 DLs ¥ Sutan % Dhsy

OCrdram % Dlso+Sutan % Dlsg V.5, Ordram ¥ DL+ Sutan % DLsp
’ 2 2




A. Andlisis del peso a los 15 meses de Tratamiento

CUADRO 22. PESO EN GRAMOS DE LOS RATONES A LOS 15 MESES DE
TRATAMIENTO

Generacidn [Ordram 1/2 DL|Orirem 4 DL Sutan 172 DL | Stan 34 DL Testgo
P 2475 2665 77,35 7565 | 3535
Fi F] BI 7335 265 352
F2 BB .05 ) BT | 688
F3 235 2155 24.55 2285 | 3165
Fa B 21255 285 ) &8
F5 2235 2095 71,35 N2 Y

0

o

E

g 8 Ordram 122 DL
< # Ordram 3/4 DL
2 G Suan 172 DL
& & Sutan 34 DL

o Testigo

Figura 10: Grifico que muestra la variacién de peso de los ratones en los diferentes lotes
generaciones



Analisis de datos
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RESUMEN

Cuenta Suma Promedio Varianza
Fia 1 [ 128.75 2175 18.935
Fita 2 5 174.75 26.95 23,1725
Fia 3 5 131.85 24.3% M T44255
Fila 4 5 125,75 2515 3,15
Fia 5 5 1218 2556 32,6855 .
Fita 8 5 122,45 26.49 46,26175
Colurnna 1 [} 143.55 221825 1.67975
Cofirmna 2 6 138,15 226516667 126241087
Columna 3 [] 14445 24.075 425175
Columna 4 ] 155.9 258833333 142845667
Caolomna § ] 211.4 35.733333 1.160080007
Andlisis de varianza
Origen de ias variacionas  Surna de cuadrados Grados de libertad  Promedio de los cuadrados F Valor critico para £
Filas 2106841667 5 4380283370 0.86942,,18 41026737556
Colurnmas 820.8961667 4 158, 2240447 30.8767386 4430717127
Error 101.1906333 20 5,050991667
Totat 74409224167 29
Pruebas a posteriori para las columnas
Columna 1| Columna 2 | Columina 3 | Columna 4 | Columna 5]  IL i F
143,55 136.15 144 45 156.9 214
-1 -1 -1 -1 4 26555 | 120 116.2876412
1 1 -1 -1 [} -20685 | 24 | 3516017782
1 -1 1 -1 0 4.05 | 24 [ 0.135244832
1 K] 0 0 0 74 | 12 | 0803034582
0 0 1 - 0 -11.45 | 12 ] 2.181981188
0 ] -1 -1 2 12245 | 34 | 82420809538
-1 -1 0 0 2 14371 | 36 | 1125638564

Empleando la F de 4.35 a {1,20) grados de libertad y a 0=0.05, se tiene que existe una diferencia

significativa entre los diferentes tratamientos y el iote testigo, lo cual se refleja en una disminucidn

del peso (ver figura 10), asi como entre el ordram y e} sutan por separado, no asi entre las dosis
probadas (1/2 y % de la DL} en cada herbicida. £l deciemento de peso se puede inferir que esta

dado conforme nacen las nuevas generaciones y es independiente de la dosis administrada del

herbicida.




B. Andlisis del Tiempo de Gastacién para las diversas generaciones y tratamientos

CUADRO 23. TIEMPO EN DIAS DEL PERIODO DE GESTAGION
Generation | Ordram % pup | Ordram % pon | SRR % pun | S0 Yo || Testigo
Fi Ly 3 38 40 25
F2 51 e a7 45 E]
F3 50 55 0 72 2
Fd4 1 148 141 172 40
5 168 174 178 168 4

]

a @ Ordram % D.L.

§ B Ordram % D.L.

£ Sutan’% D.L.

= Suan% DL
W Testigo

Figura 11; Grafica que muestra la vaniacién en el iermpo de gestacion en las generaciones de los
lotes tratades asi como en las generaciones del lote testigo



Analisis de datos
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RESUMEN Cusrta Sums Promedio Varianze
Fia 1 5 17t U2 17
Fita 2 5 226 452 442
Fila 3 5 282 564 2313
Fita 4 5 835 127 2570
Fia 5 5 748 149.6 37453
Cohmna 1 [ g Q0.2 8.7
Columna 2 5 469 938 39757
Cotumna 3 5 488 936 398
Colummna 4 5 517 103.4 asiih:]
Columna 5 5 172 4 423
Analisis de Varianza
Origen de ias vaniaciones  Suma de cuadrados  Grados de libertad  Promedio de jos cuadrados F Valor critico para F
Filas 53004 .84 4 13482.86 19.07408298 477257048
Columnas 15227 44 4 606,86 5385211898 4,772573443
Error 11310.56 16 T08.81
Total B0472.54 24
Pruebas a posteriori para las ¢columnas
Columna 1] Columna 2| Columaa 3] Columna 4 | Celumma 5§ IL { Ta F
446 489 468 517 172
-1 -1 -1 -1 4 -1242 { 100 | 20.77676800
1 1 -1 «1 1] -70 20 | 0.348378772
1 -1 1 -1 ] -72 20 | 0.3868868105
1 -1 0 1} [ -2 10 1 0.074832723
0 1] 1 -1 0 48 | 10 | 0.335547157
] [+] -1 -1 2 641 | 30| 19.3745783
-1 -1 0 (] 2 571 | 30 | 15.37280858




Pruebas a posterior para las flas

Fita 1 Fa 2 Fla 3 Fila d Fia 5 IL Lxv F

171 226 282 635 748
-1 -1 -1 -1 4 1668 | 100] 28.35754188
1 1 - -1 Q -530 20 18.86815861
1 -1 1 -1 0 -3%8 20 11.20007222
1 -1 0 0 0 -55 10 0.427918668
Q 1 -1 0 -343 10 16.64271265
0 0 - -1 2 569 30 15.26648843;
-1 -1 0 Q 2 1088 30 56.85213441

Empleando la F de 4.49 a (1,6) grados de libertad y a a=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y el lote testigo, lo cual se refleja en un aumento del
tiempo de gestacion (ver figura 11), el cual resulta estar mas influenciado por las dosis(1/2 y % de
la DL) de cada herbicida, y por tanto ésta aumenta entre cada una de las generaciones
observadas. £l aumento del tiempo de gestacién se puede inferir que esta alterado en cada una
de las nuevas generaciones que nacen(obsérvese la minima variacion en el lote testigo), y es
dependiente de las dosis administradas del herbicida, ya que el efectos mas marcado es
apreciable en ambas dosis del herbicida ordram que en las dosis de sutan, y sélo es superada por
la de ¥ DL de sutan .



C. Andlisis del nimero de crias por camada en ¢ada uno de los lotes y generaciones:
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CUADROG 24, NUMERO DE CRIAS POR CAMADA
Generacion | Oraram % piz | OFOram % o | SN % e | Sdtan Vo | 165150

F1 7 s 7 ] )

F2 [ 5 ) ) ]

Fa [ ) 5 ] 9

Fa4 5 5 5 4 8

F5 4 3 4 4 :]

9
o5 8-
[t
©
o 61
§ 5- @Odam % DL
£ ®Ordram% D.L.
. GSuan% DL,
° ¥ B Suan¥%D.L.
£ 2 @ Testigo
3
= 1
0.

Figura 12: Gréfica que muestra el nimero de crias por camada en los lotes tratados y en el testigo



Analisis de datos

RESUMEN Cuents Suma Prormedio Varlanza
Fa [ a8 7.2 0.7
Fia 2 5 N 6.2 1.2
Fiia 3 5 32 6.4 23
Fila 4 5 27 54 23
Fia § 5 23 46 e

Columna 1 5 p:) 58 1.3

Columna 2 ] 2% 5 15

Columna 3 5 27 54 1.

Cokamna 4 5 28 5.6 28

Colurmwa 5 5 41 a2 0.2

Andlisis de Varianza

Origen de las variscionss  Suma da cuadrades Grados de flibertad  Promedio de Jos cusdradas F Valor critice para F
Filas’ 19.76 4 494 9.148140148 4.772573448
Columnas 32,56 4 814 1507407407 4772572448
Error 8.64 18 054
Total 80.96 24

Pruebas a posteriori para filas

Fiia 1 Fila 2 Fila 3 Fia 4 Fta5 | ILjIl F

8 H 32 27 22

-1 -1 -1 -1 4 -3 | 100 21.40740741
1 1 -1 -1 0 8120 5.925025026
1 -1 1 -1 a 10| 20 8,258250259
1 -1 i} 0 0 5110 402962863
] 9 1 -1 0 5|10 4. 62062063
[} 0 -1 -t 2 <13 30 10.43200877
-1 -1 0 0 2 -211 30 21,2220
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Pruebas a posteriori para columnas

Columna 1 |Columa 2 {Columra 3| Columna 4 {Columna 5] ZL [ Za F
28 25 27 28 41
-1 -1 -1 -1 4 56 |100 58.07407407
1 1 -1 -1 1] 2|0 0.37037037
1 -1 1 -1 0 2|0 0.37037037
1 -1 0 0 Q 31110 1.686886887
0 0 1 -1 4] 1110 0.185185185
0 Q 1 -1 2 27|30 45
-1 -1 L] 0 2 201 30 51.51358025

Empleando la F de 4.49 a (1,16) grades de libertad y a @=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamiientos y el lote testige, lo cual se refleja en una disminucion
en el nimero de crias por camada {ver figura 12), el cual resulta estar dado tanto por fas dosis(1/2
y % de la DL) de cada herbicida, como de la acumulacion en cada generacion. Asi, la disminucién
del nimero de crias por camada es dependiente de las dosis administradas del herbicida,

cbservandose el efecto mds marcado en [a dosis de % DL tanto para ordram como para sutan.
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D. Andlisis de los niveles de actividad enzimatica de - amilasa en cada uno de ios lotes bajo
tratamiento para las generaciones F2, F3 y F5 en los ratones macho

Generacidén

CUADRO 25. VALORES MEDIOS PARA A-AMILASA EN LWL PARA LOS RATONES MACHO.
Generacién Ordram 1/2 DL Ordram 34 DL. Sutan 1/2 DL. Sutan 34 DL, Tettigo
F2 194.2 207,25 216.95 2715 152.65
F3 153 208 216.65 2253 152.7
F5 1923 20735 2188 2246 152,35
5
c
-
o
[-]
=
E
«
E B Ordram 1/2 DL
T&. B Ordram 3/4 DL,
; D Suan12DL.
$ Suan3/4 DL,
-] B Testigo
he)
E
°
o

Figura 13: Gréfica que muestra el aumento en los niveles de actividad de ia enzima a- amilasa

Analisis de datos

RESUMEN Cuenty Sums Promedio Varianza
Fia 1 F) 999.56 189.74 B42.83825
Fia 2 § 895,85 189.17 B17.7145
FRa} 3 9934 168.68 815.83075

Columra 1 3 578.5 193.1666867 0.923333333

Columm 2 3 6226 207.5332333 0.165633233

Colsmna 3 3 Bx.8 218.8668687 0.0058323333

Cokamm 4 3 5774 58 22

Columna § 3 457.7 152.5600667 0.03583333
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Anélisis de Varianza

Origen de [as variaciones Suma de cuadrados Grados de (bertsd  Promedio de los cuadrados F Vafor critico pars F
Filas 2.85423333 2 1.327166667 2,53550356 0,64908724
Columnas 990050687 4 2475,137687 4728.808425 7.00606:61
Efror 4.1873333 0.523418887
Tetal 9807.382333 14

Pruebas a postariori para columnas

Columna 1 |Cokimna 2§Colurma 3 Colurma 4 |Columma 5§ IL | Lat F
579.5 §22.6 6.8 677.4 457.7
-1 -1 -1 -1 4 5893 60 15571.4214
1 1 -1 -1 [i] -125.8] 12 252361248
1 -1 1 .—1 g -58.9 ) 12 177.9032
1 -1 0 0 [} 434 3 501.91353
0 o 1 -1 0 268 8 228.702436
0 ] -1 -1 2 -4128| 1B 18068,1779
-1 -1 0 0 2 -2887| 18 B724.39526

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad vy a 2=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y el lote testigo, lo cual se refleja en aumento en los
niveles de actividad de ia a-amilasa (ver figura 13), el cual resulta estar dado tanto por las
dosis(1/2 y % de la OL) de cada herbicida, no cbservandose una influencia por acumulacion en
cada generacion. Asi, el aumento de la actividad es dependiente de las dosis administradas de!
herbicida, observandose et efecto mas marcado en fa dosis de % DL para sutan.




E. Anilisis de los niveles de actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa en cada uno de los
lotes bajo tratamiento para las generaciones F2, F3y F5 en los ratones machos

CUDRO 25, VALORES MEDIOS DE COLINESTERASA WML PARA LOS RATONES MACHOS
Goneracitn | Ordam 420L | Ordram 3/4 DE. |  Stfan 172 DL Sutan 34 OL Testigo
F2 1.64 155 141 1M 168
3 185 1.5 1445 137 1.89
F5 64 158 7415 1.335 168

(@ Ordram 172 DL |
m Ordram 3/4 DL,
gSuan12 0L.
aSuan 34 DL
8 Testigo

en Uiml

Actividad de la enzlma colinestarasa

Generacién

Figura 14: Grafica que muestra ia disminucion en la actividad de la enzima colinesterasa

Andlisis de datos

RESUMEN Cuenta Suma Promedio varianza
Fiai 5 7.82 1.564 0.04402
Fia 2 ] 7.685 1.577 0.041445
Fila3 5 785 157 0045975

Coharra 1 3 493 1.643333333 3.33333E-05

Columna 2 3 4.86 1.553333333 0.000633333

Colunna 3 3 427 1423333333 0.000358333

Columna 4 3 4045 1.346333323 0.000358323

Columna § 3 6.65 1.683333323 3.3333E-05
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Andlisis de Varianza

Crigen de las varizck Suma de cupdrados  Grados de libertad  Promextio de jos cuadrados F Valor critico pare F
Fliaw 10,0004 23333 2 0.000211887 0.702621638 0.64006724
Columnas 0.52344 4 0.13088 434 3500415 7.00608581
Error 0.00241 ] 0.00030125
Total 0526273323 14

Pruebas a posteriori para columnas

Columna 1| Columna 2{Columna 3{Columna 4 [Columna 5| EIL | £ F

492 468 4.27 4.045 5,65

-1 -1 -1 -1 4 4695| 60 1218,53112
1 1 -1 -t 0 1.275)] 12 440.8887667
1 -1 1 -1 Q 485 | 12 67.76008280
1 -1 1} 0 0 027 | o 40.3318521
0 [} 1 B 0 0225] 8 28.00829876
0 1] -1 -1 2 2.985{ 18 1843, 18521
-t -1 0 1] 2 1M 1@ 530.253112

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad ¥ a a=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y ef lote testigo, lo cual se refleja en una disminucion
en la actividad de la enzima colinesterasa (ver figura 14), el cual resulta estar dado por las
dosis{1/2 y % de la DL} de cada herbicida, més no como fenémene de la acumulacion en cada
generacién. Asi, la disminucidn en la actividad es dependiente de las dosis administradas del
herbicida, ohservdndose el efecto mas marcado en ambas dasis (¥ y % DL) para sutan.
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F. Andlisis de los niveles de activided enzimdtica de la glutdmice-pirivico transaminasa en cada

uno de los lotes bajo tratamiento para las generaciones F2, F3 y F5 en los ratones maches

Actividad de la enzima GPT en U/l

CUADRO 27 VALORES MEDICS DE GFT EN U/L PARA RATONES MACHO
Generacitn Ordram 172 DL Ordram W4 DL. Sutan 1/2 DL, Sutan M4 DL Testigo
F2 484 254 1 2519 2821 1.7
F3 248 254.75 258.15 2828 22115
F3 249.2% 2305 250.25 R 2175
2704

B Ordram 92 DL
W COrdram 34 DL,
BSwanizeL
BSuan¥4DL.
W Testigo

Generacién

Figura 15: Grafica que muestra el aumento en los niveles de actividad de fa enzima GPT

Andlisis de datos

RESUMEN Cueriiz Sumz Promedic Varienza
Fita 1 ] 1246.2 249.04 256.568
Fa 2 5 124585 249.17 270.67575
Fia 3 -] 1.7 247.74 T4 8255

Columma 1 3 741.75 249.25 0.0475

Goturnna 2 3 758.8 252.9686887 6.485832333

Coknna 3 3 723 2574332033 1.065833333

Coksmna 4 3 7862 262.0686667 0.563333333

Cokenna 5 3 684.6 2215333333 0110833333
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Angdlisis de Vananza

Crigert de fas variaciones Suma de cusdradas Grados de fibertad  Promedio d8 jos cuadrados F valor critico pare F
Filas 6.253 2 3.1285 2,420B43563 8,64008724
Cohrnnas 3034,383333 4 758.5058333 589.5631910 7.0060681
Error 10.28288687 8 1.288708333
Total 305,83 14

Pruebas a posterion para columnas

Columna 1]Columna 2| Colymna 3| Cokemna 4 [Cobmma 5] IL T _F
747,75 758.9 7723 788.2 664.6
-1 - -1 -1 4 -408.75 80 2143.00784
1 1 -1 -1 ¢ -51.85 12 174.11489
i -1 t -1 0 -2aT. 05 12 473885237
1 -1 0 ¢} 1} -11.15 [} 16.1034203
1} Q 1 -1 0 -13.8 8 25,0263818
0 0 -1 -1 2 -229.3 18 2270.1549
-1 -1 0 [} 2 -177.45 18 1358,56318

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad y a a=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y el lote testigo, o cual se refleja en aumento en los
niveles de actividad de la GPT {ver figura 15), el cual resulta estar dado tanto por tas dosis(1/2 y %
de la DL} de cada herbicida, no observindose una influencia por acumulacién en cada
generacién, Asi, el aumento de la actividad es dependiente de las dosis administradas del

herbicida, observdndose el efecto mas marcado en la dosis de % DL para sutan.
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G. Andlisis de los niveles de actividad enzimatica de la lactatodeshidrogenasa en cada uno de les

lotes bajo tratamiento para las generaciones F2, F2 y FS en los ratones machos

CUADRO 28. VALORES MEDIOS DE LDH EN LWL EN RATONES MACHO
Generacitn Ordram 12 OL Ordram M4 DL, Sutan 172 DL. Sutan V4 DL, Testigo
F2 188.7 24307 153 2371 11514
F3 1875 2412 215,85 2384 114.0
F§ 1878 2421 218.05 2368 115.85
250 -
=
>
€ 2001
x
o
|
g 150
E B8 Ordram 172 DL
S W Ordram 34 DL
s 100 4 T Suan 1/20L.
; mSuan3A4A DL,
Testige
3 ol W Testig
2
k7]
<
04
Generackén
Figura 16: Gréfica que muestra el aumento en la actividad de la enzima LDH
Anidlisis de datos
RESUMEN Cuents Suma Prormedio Variznze
Fia 1 5 057.9 199,58 2726052
Fia 2 5 §95.85 189.13 26054485
Fia 3 5 998.6 189.72 265348075
Columna 1 3 582 1673323003 0.323323332
Colurmna 2 3 727 242.3333333 1.603333333
Columna 3 3 847 215.6866567 0.1408323333
Columna 4 3 703 238.7666687 0.123333333
Columra 5 3 245,85 115.2833333 0.25833333
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Andlisis de Varianza

Qrgen 08 /as VANRCIONeS  SuUME 08 cUACIBTos Grados de libortad  Fromedio da 103 cusdragos F Veior crilico pars F
Fitas 085333133 2 0.475168867 0.856522586 8.84008724
Columnas 375,908 4 8041.909 18362.06255 7.00806:,61
Eror 183 g 0431025
Total 32180.87923 14

El andlisis de varianza para la enzima LDH resultd ser estadisticamente significativo,
experimentalmente se observé un aumento en la actividad de ésta enzima en suero, 1o cual puede
verse on la grifica 7, en donde se aprecia de nueve el comportamiento debide a las dosis

manejadas y casi sin variacion a través de las generaciones,
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H. Andlisis de los niveles de actividad enzimatica de la enzima a-amilasa en cada uno de los lotes

bajo tratamiento para las generaciones F2, F3 y F5 en los ratones hembma

CUADRO 29.VALORES MEDIOS DE a- AMILASA ENU/L PARA LOS RATONES HEMBRA
Generacion Ordram 112 Ordram 34 Sutan 172 Sutan ¥4 Tastigo
F2 193.8 2087 2178 22540 150.05
F3 193.8 207.8 nre 2212 150.05
F4 162.8 2014 267 2254 15

=
=
=
L]
o
[-c]
8
E
L
E ®m Orgram 1/2
E W Ordram 3/4
- @ Sutan 172
s B Suan 3/4
b1 u Testigo
3
ES
]
<
Generaclén
Figura 17; Grafica que muestra el aumento en la actividad de la enzima amilasa
Analisis de datos
RESUMEN Cuents Svma Promadio Varianze
Fia 1 [ 996,15 199.23 €99.877
Féa 2 5 £90.25 199.25 0810.8975
Fia 3 5 9934 198.69 855.377
Columna 1 3 580.1 193.3885887 0.182332323
Colixrra 2 3 6239 207.6656687 0.443332333
Columma 3 3 652.2 2174 0.39
Columna 4 3 878.5 226.1686687 0.863333333
Coumma § 3 4511 15.30600067 0.300832333
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Anélisis de Varianza

Origan do Iss varisciones Suma da cuadrados Grados de Jiberfad  Promedio de jos cusdrados F Valor critico para F
Fitas 1.048333333 2 0.523186887 1277847 B.84906724
Columnas 10661.73087 4 26854326867 6510217932 7.0080681
Error 3.275333333 ] 0409416807
Total 10666.05222 14

Pruebas a posteriori para columnas

Colmna 1] Columna 2] Cotumna 3| Cokwnma 4| Columna 5] &L Th F
S60.1 | 6238 | 6522 | 6785 | 4511

-1 -1 -1 -1 4 10185 80 148520.5474
1 1 A 3 ] a267 | 12 3767 431302
i K] 1 a [ 703 12 1000.205576
1 -1 ] 0 ] 238 ] 7900647667

0 1 E 0 783 8 2815754118

o A 3 2 4285 | 18 2401515705
A -1 ] ] 2 018 | 18 12350 48707

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad y a a=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y el lote testigo, lo cual se refleja en aumento en los
niveles de actividad de la a-amilasa (ver figura 17), el cual resulta estar dado tanto por las
dosis(1/2 y % de la DL) de cada herbicida, no observindose una influencia significativa por
acumulacion en cada generacion, Asi, el aumento de fa actividad es dependiente de las dosis
administradas del herbicida, observindose el efecto mas marcado en la dosis de ¥ DL para
sutan.




62

|. Analisis de los niveles de actividad enzimdtica de |la enzima colinesterasa en cada uno de los

lotes bajo tratamiento para fas generaciones F2, F3 y FS en los ratones hembra

Generaclon

CUADROQ 30.VALORES MEDIOS DE COLINESTERASA EN WML RATONES HEMBRA
Generacidn Ordram % Ordram % Sutan 172 Sutan V4 Testipe

F2 1.66 1.57 1.45 1.37 1.82

F3 1.85 1.8 1.42 135 1.84

F4 1.83 1.57 147 1.35 1.83
g
s
[
£
°
o
£ E 8 Ordram %
ﬁ 3
e > 8 Oxdram %
8% O Suzn 12
3 G Suan 4
b~ - .
3 W Testigo
i
B
<

Figura 18: Grdfica que muestra la disminucion en los niveles de actividad

colinesterasa

Andlisis de datcs

de la enzima

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varisnzs
Fia 1 5 7.87 1574 00323
Fiia 2 5 7.60 1.572 00377
Fila 3 5 7.85 1.57 0.0324

Columma 1 3 4.54 1.648666067 0.000233333

Columna 2 3 4.74 1.58 0.0003

Columna 3 3 43U 1.445666567 0.000533333

Columna 4 3 407 1.350060067 0.000133333

Columna & 3 5.49 1.83 1E-04
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Origen de ias variaciones Suma da cuadrados Giados de liberiad  Promedio de jo3 cusdrades F Valor critico pars F
Filas 4E05 2 2E-05 0.057871014 0.84906724
Cokmnas 0.40284 4 0.10071 291.9130435 7.00608:61
Error 0.00276 -} 0.000345
Total 0.40564 14

Pruebas a posteriori para columnas

Colomna 1|Columna 2|Columna 3| Columna 4 |Colomna 5|  IL AL F
T am Nz} FEY] <07 548
3 1 A 3 Y 387 () 773521738
¥ 1 Kl x| 0 082 12 162.415458
1 3 1 ) T 047 12 53.3574870
1 3 0 0 ) 02 ] 193236715
0 0 1 -1 0 0.27 8 352173913
0 0 K] Kl F] 257 16 1063 59088
] i 0 0 F) 13 16 ZTZAATH

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad y a a=0.05, se tiene que existe una diferencia

significativa entre los diferentes tratamientos y el lote testigo, lo cual se refleja en una disminucién

en la actividad de ta enzima colinesterasa (ver figura 18), el cual resulta estar dado por las

dosis(1/2 y % de la DL) de cada herbicida, mas no como fenémeno de {a acumulacién en cada

generacion, Asi, la disminucién en la actividad es dependiente de las dosis administradas del

herbicida, observandose el efecto mas marcado en ambas dosis (% y % DL) para sutan,
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J. Andlisis de los niveles de actividad enzimética de {a enzima glutdmico-pinlvico transaminasa en

cada uno de los lotes bajo tratamiento para las generaciones F2, F3 y FS en los ratones hembra

Generacién

CUADRO 31.VALORES MEDIOS DE GPT EN UL PARA LOS RATONES HEMBRA
Generacidn Ordram 172 Ordram ¥4 Sutan 172 Sutan ¥4 Testigo

F2 243 2528 1.7 261.2 220.8

F3 2488 2534 257.3 261.8 211

Fi 2404 251.2 258.8 2644 2224
=
=]

[

9
-

a

[¢]

®

_E B Ordram 112
H W Ordram 3/4
_s BSutan1/2
g I Sutand/d
3 M Testigo

ES

Figura 19: Grafica que muestra el aumento en los niveles de actividad de la enzima GPT

Andlisis de datos

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 8 12414 248,20 260.827
fha 2 5 1242.4 240.48 257.297
Fia 3l 5 1236.9 241.38 277 822

Columna 1 3 FETR ] 2458666667 258233330

Colsmnma 2 3 757.5 2525 1.3

Colurmna 3 k] 7738 257.8333333 0.602333333

Colunna 4 3 7874 202.4008067 2.883333333

Columna 5 3 8641 221 ABBBBET 0.853332133
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Onigen do iss variaciones Suma da cuadrados Grados de iiderlad  Promedio de o3 cuadrados F Valor critico para F
Fitas 3.4333230M 2 1.716860887 0.2304133 0.84805724
Columnas ’ 3124690687 4 781.2478867 104 8771808 7.00608,81
Error 56,58333333 L] 1440166687
Total 3188.01733) "

Pruebas a posteriori para columnas

Coumna 1 |Columna 2 jColumna 3|Columia 4|Columna 5| EL Em F
7378 | 7675 | 7738 | 7674 | 641

] K] 3 K] T | @wz | ®0 358.336845

1 F a X o | =8 | 12 404353055 .
| 3 ] 7 a 0 =2 | 12 123306858

1 ] T o g s | 6 850514487

0 5 1 ) 0 s | 8 31362705

D 0 A 3 7 T T 404 534081

X g o T 7 [erz | 1o 208453418

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad y a a=0.05, se tiene que existe una diferencia
significatj;fa entre los diferentes tratamientos y el lote testigo, lo cual se refleja en aumento en los
niveles de actividad de la GPT {ver figura 19), el cual resulta estar dado tanto por las dosis(1/2y ¥4
de la DL) de cada herbicida, no observandose una influencia por acumulacion en cada
goneracidn, Asi, el aumento de la actividad es dependients de las dosis administradas del

herbicida, observandose el efecto mas marcado en la dosis de % DL para sutan,
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K. Andlisis de los niveles de actividad enzimdtica de la enzima lactatedeshidrogenasa en cada

uno de log lotes bajo tratamiento para las generaciones F2, F3 y F5 en los ratones hembra

Generaclén

CUADRO 3A.VALORES MEDIOS PARA LDH EN UL PARA LOS RATONES HEMBRA
Generacion Ordram % Ordram V4 Sutan 172 Sutan W4 Testigo

F2 185.7 2424 2144 2385 114

F3 186.7 241.7 2164 2372 114

F4 186.7 241.5 216.2 236.8 115.2
3

=

o
x

o
]

)
% | Ordram %
H W Ordram 3/4
% Sutan 1/2
et ES5uan3id
E W Testigo
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k1]
<

Figura 20: Gréfica que muestra el aumento en los niveles de actividad de la enzima LDH

Anélisis de datos

RESLMEN Cuenta Suma Promedic Varianza
Fia 1 ] 895 188 2770.115
Fia 2 5 9957 109.14 2737.783
Fita 3 5 5964 168.28 2670.087

Columna 1 3 558.1 1043656687 0,333333333

Columna 2 3 758 2418568867 0223333332

Columna 3 3 648.7 215.5666667 1.023333333

Columna 4 3 728 2375 078

Colmna § 3 32 114.4 0.48
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Analisis de Varianza

Orgen aa (33 variaciones Suma de cusdrados Grados ge iibortad  Promedio de I0s cuadrados F Valor critico para F
Fitas 0.196 2 0.068 0.14244186 B.84006724
Columnas 32732.756 4 8183.189 11894.17006 7.00808:,81
Emer 5.504 ] 0.698
Total 32738.458 14

Pruebas aposteriori para columnas

Colmna 1] Columna 2 {Columna 3{Columna 4 |Columaa 8] EL Ikt F
558.1 7258 848.7 725 343.2
-1 -1 -1 -1 4 42714 60 301230.8023
1 1 -1 -1 0 -145 12 672268653
1 -1 1 -1 0 -232,3 12 8538.25121
1 -1 0 0 0 -188.5 ] 6715.6614
0 0 1 - 0 658 8 1048.8469
¢ 0 -1 -1 2 -672.8 18 8551.8837
-4 -1 0 ] 2 -588.3 18 28805.2721

Empleando la F de 5.32 a (1,8) grados de libertad y a a=0.05, se tiene que existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamientos y ef lote testigo, lo cual se refieja en aumento en los
niveles de actividad de la LDH (ver figura 20), el cual resuita estar dado tanto por las dosis(1/2y %
de la DL) de cada herbicida, no observandose una influencla signlficativa por acumulacion en
cada generacién, Asi, el aumento de la actividad es dependiente de las dosis administradas del

herbicida, observéndose el electo mas marcadoe en la dosis de % DL para sutan.
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DISCUSION

Concluido el tratamiento durante el cual se administraron diferentes dosis téxicas de dos
herbicidas de tipo tiocarbamico, con la finalidad de observar sus efectos a través de varias
generaciones, se encontré una disminucién de peso en los diferentes fotes tratados. Dicha
disminucién al ser analizada estadisticamente, resultd ser mayor en cada nueva generaciéh y
mostré una dependencia con la dosis del herbicida, siendo la dosis de sutan % DL, la que
demestrd tener un mayor efecto en la disminucidn de peso {ver figura 10). Las variaciones de
peso mostradas por el lote testigo, no resultaron ser significativas estadisticamente y se puede
considerar un aumento de peso por generacidn uniforme en los individuos (consultar analisis de
varianza para ia figura10).

Es muy probable que la disminucion de peso se deba a los efectos de los herbicidas
administrades en 1a comida y la interferencia de los mismos con el metabolismo general de los
animales. Ademas dentro de los sintomas de una intoxicacidn crénica por carbamatos o bien por
organofosforados se encuentra la disminucion en la ingesta de alimentos (Cox y Chengelis, 1992;
Cochran, 1997).

En cuanto al tiempo de gestacion, este se vid notablemete aumentado en los lotes bajo
tratamiento, observandose un aumento mayor en cada generacién, asi como una dependencia de
la dosis y el tipo de herbicida. La gestacion promedic de los ratones testigo a través de las
generaciones observadas fue de 34.4 dias, mientras que para el herbicida Sutan %4 s fue de
103.4 dias. Asi mismo e! nimero de crias y viabilidad a término por sexo de las crias, se observa
un decremento en la fertilidad en los lotes tratados en comparacién con el lote control, en donde
nacen aproximadamente por cada generacién 57.5% de hembras contra el 42.5% de machos,
tomando como camada promedio, una camada de 8 individuos. Empleando como base estos
datos experimentales, es posible comparar al resto de los lotes tratados y encontrar que no sélo el
numero de individuos por camada baja, sino también el sexo de los individuos, siendo los machos
los mas afectados en este caso (ver los arboles genealdgicos figuras 4y 5 ).

Estos datos nos hacen pensar que se trata muy probablemente de un efecto letal dominante
influido por el sexc causado por la administracion de los herbicidas, con una expresividad y
penetracion mayor en los ralones machos que en los ratones hembra (Cox y Chengelis, 1992;
Cochran, 1997).

E! efecto causado por los carbamates en cuanto a fertilidad se refiere, se tiene bien descrito para
el ordram, del cual se sabe que su sitio de accién a nivel de génadas se centra en el paso de las
espermatides a espermatocitos (Working, 1989; Witorsh, 1995;Cochran, 1987), principalmente
en {a regién de los tibulos seminiferos. Ademas se descarta que la disminugion en Ja fertilidad se
deba a una alteracion de los niveles hormonales, sino més bien por un efecto necrosante a nivel
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de las células de Sertolli (Ewing y Desjardins, 1991, Witorsh 1995), lo cual se traduce en una
serie de anormalidades morfolégicas y funcionales en los espermatozoides.

Estos datos aunados a los reportados por la compafiia quimica Stauffer, permiten establecer a los
tiocarbamatos como potenciales reprotoxicos para el ser humano (Stauffer Chemicai Co., Cold
Creek, Alabama, 1984, DPR by ICI Viol. 228-001, N° 019848-019851).

Otros de los efectos aqui evaluados fueron la hepatoxicidad y la utilidad de Ja variacion de los
niveles de actividad enzimdtica en suero, no sdlo como consecuencia de las alteraciones de la
actividad metabdlica debido a dafio crénico, sino también como biomonitores de deteccidn
temprana de toxicidad.

Con esta finalidad se emplearon diversas enzimas, las cuales se escogieron debido a que
presentan una implicacién clinica directa con trastornos metabdlicos (amilasa y LDH), otras por
que se afectan al haber dafio hepatico (GPT y LDH), y por dltimo enzimas que se ven afectadas
directamente por el tdxico a probar (acetilcolinesterasa).

El higado contiene muy diversas enzimas, algunas de las cuales estan presentes en el suero en
concentraciones muy pequefias {Stein,1988;Murray, Granner et al, 1996). Los niveles de dichas
enzimas en suero permiten determinar la existencia de alteraciones hepaticas. La elevacién de la
actividad de una enzima hepatica concreta, refleja un aumento en la excresidn de ésta, desde los
hepatocitos hacia 1a sangre. La salida puede deberse desde un aumento en la permeabilidad de
las membranas de los hepatocitos hasta necrosis del tejido, manifestandose el auménto de su

nivel circutante en sangre por su aumento en su actividad detectable en suero (Stein 1988).

Los herbicidas probados en el experimento, resultaron afectar al higado, durante una exposicion
cronica via oral, lo suficiente como para elevar el nivel de actividad de las transaminasas y la
lactatodeshidrogenasa en suero. Las aminostransferasas han sido empleadas como indicadores
sensibles de alteracion celular hepatica, permitiendo el reconocimiento de afecciones o danos de
tipo agudo principalmente, aunque no se ha descartade su empleo clinico en los casos de
afecciones crénicas (Stein,1988). Los niveles de GPT observaron un aumento desde (a segunda
generacion en todos los lotes tratados, y mantuvieron casi constante dicha elevacion hasta la
quinta generacion {ver figuras 15 y 18). Se aprecia ademas una influencia directa debida a la
dosis administrada, siendo la mayor elevacién por el herbicida Sutan en su dosis de %4 DL.

Por su parte 1a medicion de la lactatodeshidrogenasa (LDH) no nos revela dnicamente dafo a
nivel hepatico, si no también un trastomo general de! metabolismo, ya que dicha enzima se
encuentra pr&s‘ente en diferentes drganos y tejidos. Esta enzima al igual que la alfa amilasa,
resultaron elevadas en las tres generacicnes observadas, pero at igual que la GPT sdlo resultaron
estar elevadas dependiendo del tratamientoy no por acumulacién atraves de las generaciones

- ESTA  TESKS WO BEBE
SAUR Bt LA BiBLIBTECA
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(ver figuras 16 y 20}, con lo cual se descarta un efecto potenciado debido al tratamiento a través
de las generaciones, es decir el dafic no aumento en individuos provenientes de padres
previamente danados.

El comportamiento de los niveles de actividad enzimética en suero fue simitar en ratones machos
como en ratones hembra, no existiendo una diferencia significativa estadisticamente a un alfa de
0.01, observandose nuevamente una relacién entre fos diferentes tratamientos, siendo el valor

mas elevado en todos los casos el de la dosis de sutan % Dlsg.

Para el caso de la acetilcolinesterasa, enzima que se ve alterada con especificidad por parte de
los quimicos empleados, y cuya medicién de sus niveles de actividad en suero resuita ser un
excelente indicador de intoxicacién por carbamatos o bien por organofosforades (Rotemberg,
1995), se observé con una marcada disminucion en los niveles de actividad en suero en los lotes
bajo tratamiento, siendo esta disminucion dependiente de la dosis de herbicida (ver figuras 14 y
18), observandose una mayor disminucién para el caso de sutan % DL, tanto para machos como
para hembras. Al igual que el resto de las enzimas analizadas, no se observé un comportamiento
en su disminucion de su actividad debida a acumulacién a través de las generaciones. La
disminucién de la actividad en este caso es debida a una inhibicién por parte de las moléculas de
herbicida scbre el sitio active, con lo cual se bloguea su accion sobre la acetilcoling,
presentandose de esta manera los sintomas colinérgicos de la intoxicacion por carbamatos
(Gilman y Rall,1990;Lifshitz y Rotemberg, 1994).

En cuanto a la necropsia se refiere, la comparacion de los diversos organos blanco a ser
afectados por los herbicidas en los ratones bajo los distintos tratamientos y el lote testigo, no
presentaron diferencias que evidenciaran una anormalidad patologica de acuerdo a los
lineamientos propuestos por Bartosék en 1982 (Anirmals in Toxicology Research), asi como  Cox
y Chengelis en 1$92 {Animal Models in Toxicology). Su evaluacidn se realizé mediante la
observacién del tamafio, irrigacion y presencia o ausencia de fibras protéicas o acumuilacion de
grasa, que en un momento revelaran un proceso degenerativo en higado, tanto para machos
como para hembras; y para el caso de gonadas en los machos y Utero en las hembras.

Con las necropsias se pudo apreciar que el Unico érgano c¢on alteraciones macroscopicas en
forma de un acumulo graso fue el higado en los cuatro lotes tratados, de este fenoémeno sin
embargo no podemos establecer una relacién directa de forma cuantitativa por dependencia
exclusiva a la dosis del herbicida empleado, o bien, al tiempo de tratamiento y la dosis del
quimico.

En base a los resultados obtenidos podemos proponer el andlisis de la actividad enzimatica de
las transaminasas y la acetilcolinesterasa como una forma de deteccidn de intoxicacién cronica
por carbamatos en los seres humanos.
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CONCLUSIONES

El periodo de gestacion de los ratones tratados se afecta, encontrandose que el tiempo entre
el apareamiento y el nacimiento de las camadas, se ve aumentado en un 171% en promedio
en cada generacion.

El numero de fatones por camada va disminuyendo de una generacion a otra, pasando de 8.2

ratones por camada a 3.75 en promedio para la ultima generacién.

El peso de los ratones tratados con los herbicidas disminuye, siendo mayor [a perdida en los

machos que en las hembras, con una pérdida promedio del 32% con respecto al lote testigo.

La actividad de la enzima colinesterasa disminuye en los ratones tratados, debido a la

inhibicion selectiva de los téxicos empleados.

La actividad de las enzimas a-Amilasa, Glutamico Pirlvico Transaminasa y Lactato

Deshidrogenasa, se encuentran aumentadas, debido posiblemente a una alteracién en la

permeabilidad de las membranas de os hepatocitos.

No se observd una lesidn mayor del parénquima hepatico en las necropsias, ni tampoco
cambios morfologicos en el higado completo, por lo cual las enzimas hepaticas pueden ser
empleadas como indicadores tempranos de dafio causados por el herbicida Sutan.

El herbiclda molinato, Sutan por su nombre comercial, resulté ser el quimico que mas afterd ia
salud de los ratones expuestos de manera crénica y generacional, causando un mayor grado
de reprotoxicidad y alteracionas metabdlicas, que el herbicida butilato (Ordram).
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