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Resumen

Carbofurdn, Metomilo y Propoxur son insecticidas carbimicos muy utilizados en Ia
agricultura, en la industria y en el control de insectos vectores.

Los meristemos de la raiz de Allium cepa 'y de Vicia faba fieron €Xpuestos por
periodos de 4 h a cada uno de los tres insecticidas en sus presentaciones comerciales de
Furadan 350L, Lannate LV y Unden 50, disueltos en agua en concentraciones de 50, 100,
300, 500 y 700 mg/l Se analizd los efectos citogenéticos de aberraciones cromosomicas,
micronficleos e indice mitético, a las 18 y 44 horas despuss del tratamiento.

Los resultados mostraron que los tres insecticidas produjeron aberraciones de tipo
cromatidico y alteraciones al huso mitatico en todas las concentraciones. Con el Propoxur se
obiuvo una respuesta dependiente de la concentracion.

El Carbofuran produjo micronticleos estadisticamente significativos (p<0.05) a partir
de 100 mg/l en Allium, y en Vicia sélo en 50 y 500 mg/l, con el Metomilo los microniicleos
fueron significativos a partir de 100 mg/l, las frecuencias aumentaron en relacion con la
concentracion en Allium, en Vicia no se observd este comportarmiento.

El Propoxur provocd en la cebolla y el haba microniicleos en todas las
concentraciones sin relacion directa con la dosis.

La citoxicidad del Carbofurin en Alfium se presento a partir de 300 mg/l v en haba
solo hubo efecto con 700 mg/l, el Metomilo mostré efecto. toxico, dependiente de
concentracion después de. 100 mg/l en los meristemos del haba, en cebolla después de 50 mg/l
en 18 h de recuperacitn y en 44 h el efecto mostré una clara relacion con la concentracion.

El Propoxarr disminuyé los indices mit6ticos en ceballa con todas las concentraciones
en 18 h de recuperacion y en 44 b, la disminucion solo fue significativa en 700 mg/l, en haba la
citotoxicidad se manifestd. a partir de 300 mg/l en 18 h de recuperacion, en 44 h solo
disminuyo. el indice mitdtico con la concentracion mayor.

En Alfium cepa se observaron células binucleadas con el Carbofurin y el Propoxur a
partir de la concentracion de 300 mg/l y solo el Propoxur produjo. C-mitosis en las
concentraciones de 500 y 700 mg/i.

Los tres insecticidas indujeron tnicamente aberraciones de tipo cromatidico que
aparecieron a partir de las 18 horas de recuperacién por lo que su comportamiento fire de
accibn retardada, hecho. que permitié clasificarlos como. agentes de efecto S-dependiente.



ABSTRACT

Carbofuran, Methomyl and Propoxur are carbamate insecticides abundantly used in
agriculture, in industry and to control of vector insects.

The root meristems of the Allium cepa and Vicia faba were exposed during 4 hours to
each insecticide in their comercial form Furadan 350L., Lannate LV and Unden 50 in
water at 50, 100, 300, 500 and 700 mg/l concentrations.

The cytogenetic effects analysis chromatid aberrations, micronuclei and mitotic index at

18 and 44 hrs recovery after treatment.

The results showed that all three insecticides induced chromatid aberrations and alteration
of the mitotic spindle with all the concentrations proved; but only Propoxur produced a
dose response effect.

Carbofuran induced micronuclei statistically significant (p < 0.05) from 100 mg/l in
Allium and; for Vicia, only 50 and 500 mg/l were significant. Methomyl induced
micronuclei a dose response from 100 mg/l in Allium but not in Vicia faba . Propoxur
also induced micronuclei in all concentrations without dose response relations in both
Allium and Vicia.

The cytoxict effect of Carbofuran appeared after 300 mg/l in Allium; in the case of
Vicia only after 700 mg/l. Methomyl also showed toxic effects depending on the
concentration from 100 mg/l in the meristematic root-tip cells of Vicia, with Allium the
effect was from 50 mg/l at 18 hrs of recovery and at 44 hrs effect showed a cleary
dependent on the concentration.

Propoxur inhibited the mitotic index in onion all concentrations in 18 and 44 hrs recovery
it was only with a clear statistically significant at 700 mg/l, while citoxicity effect in Vicia
appeared from 300 mg/l at 18 hrs of recovery, at 44 hrs the mitotic index decriesed at
higher dose.

In Alfium cepa binucleate cells were observed with Carbofuran and Propoxur after 300
mg/l concentrations. Only Propoxur produced C-mitosis at 500 and 700 mg/l.

In conclusion all three insecticides caused only chromatid type aberrations that appeared
at 18 hours recovery. Showed to have a delayed reaction effect, which allowed to
classifiy them as S-dependent agents.



Introduccion

La modernizacién de la agricultura junto con el control de los vectores que transmiten
enfermedades al hombre y a los animales (paludismo, dengiie, fiebre amarilla, etc.), han
generado la incorporacién del uso de productos quimicos como plaguicidas, no obstante su
empleo ha contribuido al aumento de la contaminacién de los ecosistemas, debido
principalmente a la persistencia de sus residuos en el ambiente, pudiendo representar un
riesgo tanto para los animales como para el hombre mismo (Moutschen-Dahmen et al.
1984),

El origen del combate de insectos y plagas se remonta en la antigliedad al afio 70
A.C., en que se utilizaba arsénico. En China en el siglo XVI se describe el manegjo de
sulfuro de arsénico y en el XIX de varias sales de metales. La aplicacion de productos
naturales extraidos de plantas también tuvo impacto en los siglos pasados, durante las
ltimas decadas del XIX sc introducen cianuro de hidrégeno y dinitrofenol como
insecticidas y al inicio del XX, bromuro de metilo, naftaleno y paradicloro-benceno. Justo
antes de la segunda guerra mundial la escasa produccién de los llamados insecticidas
naturales principalmente piretrina y nicotina forzaron a varios paises a sintetizar sustancias
que los sustituyeran, naciendo de esta manera la industria de Jos plaguicidas sintéticos ysu
utilizacion masiva (Moutschen-Dahmen et al. 1984).

Los pesticidas representan riesgo ocupacional especialmente para dos grupos de
trabajadores, aquellos que los elaboran y los expuestos en las 4reas agricolas. Existe
ademés la posibilidad de que ocurran accidentes que causan intoxicaciones agudas. Para la
poblacién general constituyen un riesgo menor a través de las cadenas tréficas
(Moutschen-Dahmen ef al. 1984).

Se consideran como plaguicidas a todas aquellas sustancias o sus mezclas que se
destinan a destruir, controlar, prevenir o repeler la accién de cualquier forma perjudicial de
vida vegetal, hongo y animal, que afecte la productividad agricola y se les puede ubicar en
tres categorfas principales: insecticidas, herbicidas y fungicidas (CICOPLAFEST 1992); el
primero es €l grupo més importante y representa el mayor riesgo para la especie humana,
mientras que los herbicidas y los fungicidas generalmente inducen baja toxicidad
(WHO/FAO 1984).

Desde el punto de vista quimico fos insecticidas se dividen en clorados, fosforados,
carbamicos y pirefroides, estos ultimos son los menos empleados y los que tienen menor
permanencia en el ambiente,



Carbamicos

Existe mucha similitud entre el modo de accién de los compuestos organofosforados y los
carbamicos en todas las clases de animales. Su toxicidad es debida a Ia inhibicién de la
acetilcolinesterasa en el sistema nervioso central, que causa paralisis. De igual manera que
los insecticidas organofosforados, los carbamicos no requieren de la transformacion
metabolica para manifestar sus efectos téxicos. Ademas la inhibicién puede ser reversible y
la actividad enzimatica regenerada (Moutschen-Dahmen ef al. 1984).

Los plaguicidas carbamicos han sido muy utilizados debido a su baja toxicidad en
mamiferos y a su relativamente rapida degradacion en el suelo (Dulout ez al. 1982).

Con respecto a su accion carcinogénica se han descrito resultados positivos cuando
se usan los derivados nitrosos de estos compuestos, mientras que en su forma original son
negativos (Eisenbrand et al. 1975, 1976, Lijinsky y Elespuru 1976, Lijinsky y Taylor 1977,
Lijinsky y Schmail 1978, Moutschen-Dahmen er al. 1984).

En cuanto a la accidon mutagénica de algunos insecticidas carbamicos se han
descrito tanto efectos positivos como negativos en Salmonella typhimurium (Seiler 1977
Shirasu et al. 1982; Moriya et al. 1983), Saccharomyces cerevisiae (Siebert y Eisenbrand
1974) y Drosophila melanogaster (Hoque 1972, Hemavathy y Krishnamurthy 1987).

En plantas varios plaguicidas carbamicos entre ellos el Metomilo y el Propoxur
inducen alteraciones cromosémicas (Njagi y Gopalan 1981, Valencia-Quintana ef al. 1993,
Gomez-Arroyo et al. 1995).

La nocién de que los agentes quimicos ambientales pueden traer cambios al
material hereditario, ha sido aceptada (Ames 1979, 1990); la acumulacién de evidencias
cpidemioldgicas ha fundamentado la hipdtesis de la génesis quimica del cancer, sugiriendo
que la mayoria de éstos son de etiologia ambiental (Miller 1977). Los plaguicidas son
sustancias a las que una gran parte de la poblacién estd expuesta por razones de trabajo
(exposicién ocupacional), pero ademas se presume que la mayorfa, si no es que toda la
poblacién humana, estd en contacto con algln tipo de estos productos quimicos o sus
derivados, a través de los residuos que se ingieren en los alimentos (Albert 1990, Ames
1990).

En México la contaminacién de alimentos por plaguicidas tiene caracteristicas
especiales en cada region, en zonas dedicadas a la agricultura de exportacién suelen estar
contaminados por plaguicidas poco persistentes, pero de alta toxicidad aguda, mientras que
los que proceden de zonas del pais que estan o estuvieron dedicadas al cultivo de algodén,
sobre todo los alimentos de origen animal como carne, leche, huevo y productos lacteos,
son frecuentes las concentraciones elevadas de plaguicidas persistentes (Albert 1990).

En los estudios de frutas y verduras que se consumen sin cocinar, entre ellos,
tomate, fresas, aguacate, lechuga, chile, cebolla, limén, pifia y naranja se han encontrado
residuos de plaguicidas organofosforados vy carbdmicos en exceso de las tolerancias
establecidas por la Comision del Codex (OPS 1993).



A pesar del riesgo que significan los plaguicidas como contaminantes ambientales
y por sus efectos genotdxicos, su uso no ha sido controlado. Se calcula que se usan més de
1, 500 sustancias sintéticas con accién plaguicida (Henao y Corey 1991); en México hay
mas de 10 ingredientes activos de los carbdmicos y cientos de formulaciones en empleo
comercial (CICOPLAFEST 1992).



Generalidades de carbamatos

Con la sintesis de los ésteres alifaticos del 4cido carbamico a principios de los afios 30, se
inici6 el desarrollo de los carbamatos, los que se introdujeron al mercado en 1953 (WHO
1986). El interés por este grupo, que inicialmente tenia poca utilidad como insecticida en
comparacion con los organofosforados y los organoclorados, resurgié a mediados de la
deécada de los 50, durante la bisqueda de nuevas sustancias con actividad anticolinérgica.
Como resultado se empezaron a sintetizar diversos &steres arilicos del acido
metilcarbdmico que resultaron plaguicidas muy potentes. Debido a las crecientes
restricciones en el uso de los organoclorados y al reconocimiento de la elevada toxicidad
aguda de los organofosforados, los carbamatos se convirtieron en los plaguicidas de la
década de los 60.

La base de los carbamatos es el acido carbamico (Fig. 1), que es la monoamina del
acido carbdnico; esta molécula es muy inestable y se descompone con facilidad para dar
bioxido de carbono y amoniaco.

El 4cido carbimico se estabiliza por fa formacién de sales o por la sintesis de sus
esteres alquilicos (I) o arilicos; éstos pueden ser fendlicos (I}, naftélicos(Ill) o
benzofuranilicos (IV). La sustitucion de uno de los hidrégenos del nitrégeno por un grupo
metilo conduce al establecimiento del 4cido N-mono-metil-carbamico, el cual, por
esterificacion con grupos ariloxi, da lugar a compuestos con propiedades insecticidas (Fig.
1) (Baron 1991).

Insecticidas carbdmicos

La capacidad insecticida de los carbamatos esta basada en su semejanza estructural con la
acetilcoling, lo cual se logra con la naturaleza y la posicién de los sustituyentes (Fig. 2),
que compiten intensamente con la acetilcolina por los sitios reactivos de la
aceticolinesterasa.

Asi, la actividad anticolinérgica de estos compuestos aumenta con la presencia de
una cadena lateral pesada cercana al grupo carbonilo; por otro lado, se ha observado que el
reemplazo del segundo dtomo de hidrégeno del grupo N-carbamoil por un radical alquilo
reduce marcadamente la actividad insecticida del producto (Metcalf 1975).

El grupo més reciente de insecticidas carbamicos es el de los derivados de las
oximas alifaticas, cuya estructura esté relacionada con la de aldehidos y cetonas, ejemplos
de ellos son el Metomilo y el Aldicarb (Fig. 3). La naturaleza de los sustituyentes no sélo
altera las propiedades de selectividad de los carbamatos, sino que también influye sobre
sus propiedades fisico-quimicas (Baron 1991).

La mayoria de los insecticidas carbamicos, son N-mono-metil carbamatos ¥ por €so
frecuentemente se les llama N-metil-carbamatos. La introduccién de sustituyentes
adecuados en algunas posiciones de los grupos arilo o de fos anillos heterociclicos de estos
compuestos da lugar a gran variedad de estructuras con un amplio espectro de actividad
insecticida y de selectividad. La conformacién de los sustituyentes Y su posicion en los



anillos arilo proporcionan la clave de la nomenclatura.

Los ésteres carbamicos suelen usarse como insecticidas y nematicidas; en medio
acido se descomponen lentamente, mientras que en alcalino la hidrolisis es mas rapida.
Con excepcién del Metomilo y del Aldicarb, son estables, tienen baja presién de vapor y
poca solubilidad en agua, moderada en benceno y alta en tolueno, metanol y acetona
(Tabla 1). A pesar de la estabilidad relativa de estos compuestos, su degradacién puede
acelerarse al aumentar la temperatura del medio. También sufren fotodegradacién en
presencia de la luz ultravioleta y oxidacién durante la exposicion al aire (WHO 1986,
Baron 1991). Las caracteristicas quimicas de la mayoria de los carbamatos, los hacen poco
persistentes una vez que han cumplido su funcién, no se consideran contaminantes de los
mantos freaticos o de los suelos, ni se dispersan a sitios remotos de aquel donde se
emplean, sin embargo, debido a la gran variedad de constituciones en los compuestos de
cste tipo que se usan en la actualidad, esto no puede generalizarse, va que se han dado
casos de persistencia del Aldicarb en los mantos freaticos, contaminandolos; lo que ha
obligado a la clausura de varios pozos en los Estados Unidos de América (Baron 1991).

Modo de accion

Los carbamatos deben sus propiedades insecticidas a su capacidad para inhibir a la
acetilcolinesterasa (AChE), que es la enzima que cataliza la hidrélisis del neurotransmisor
acetilcolina (ACh) a colina y 4cido acético (Fig. 4a). La AChE, tiene principalmente dos
sitios activos de gran importancia, el aniénico con carga negativa y el estearico o catalitico
(Fig. 4b). EIl primero atrae el nitrégeno cuaternario de la acetilcolina que esté cargado
positivamente. La parte estedrica cataliza el proceso hidrolitico del sustrato y puede ser
acctilado (Reiner y Aldridge 1967, Aldridge y Reiner 1972, Fukuto 1990).

La acetilcolina es el transmisor quimico del impulso nervioso en las terminales de
fibras pre y postganglionares parasimpéticas, unién neuromuscular del misculo
esquelético, fibras preganglionares simpéticas y en ciertas sinapsis del sistema nervioso
central (SNC) en los mamiferos. La Ach origina un cambio de potencial en la
membrana de estas terminales (Fig. 5) su vida media es de cerca de 1/500 seg. Al ser
inhibida la AChE, por el carbamato hay acumulacién del neurotransmisor en las
terminales nerviosas y musculares, continuando el proceso de estimulacién,
manifestindose con una gran variedad de sintomas que pueden llegar hasta el paro
respiratorio y la muerte, tanto en los insectos como en los mamiferos incluyendo al hombre
(Corey y Henao 1991).

Mecanismos de inhibicién de los carbamatos

Los insecticidas carbamicos deben su capacidad de inhibicién, como se menciona
anteriormente, a su semejanza estructural con la acetilcolina, que es el sustrato natural de la
enzima AChE. El compuesto carbamico compite fuertemente por los puntos activos de la
acetilcolinesterasa. El sitio para la carbamoilacién de la AChE es el hidroxilo de 1a serina;
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la enzima carbamoilada sc hidroliza lentamente en forma reversible, para regenerar la
acetilcolinesterasa activa (Fig. 6); la recuperacién de la enzima es mas rapida cuando es
suprimida por estos insecticidas, que cuando lo es por organofosforados, lo que explica la
menor toxicidad de los carbamatos en mamiferos. La actividad anticolinesterasica de los
carbamatos aumenta con la presencia de una cadena lateral pesada cercana al grupo
carbonilo (Reiner y Aldridge 1967, Aldridge y Reiner 1972).

Los carbamatos pueden inhibir también las esterasas de la serina en su centro
catalitico (serina esterasas o beta esterasas). La toxicidad aguda debida a esta inhibicién es
menos significativa, que la de la AChE; sin embargo, después de exposiciones largas,
puede inducir efectos de potenciacién en presencia de otros compuestos (Sakai y
Matsumura 1968,1971, Aldridge v Magos 1978).

Mecanismos de biotransformacion

Los carbamatos son metabélicamente transformados en moléculas mas polares que
incrementan su solubilidad en agua, por tres reacciones quimicas principales {(oxidacidn,
hidrélisis y conjugacion).

Oxidacion

Es la principal ruta metabélica de los insecticidas carbamicos, asociada generalmente con
enzimas oxidasas de funcién multiple, presentes en varios tejidos animales y vegetales,
Dependiendo de los grupos funcionales del insecticida, pueden ocurrir gran variedad de
reacciones por estas enzimas: (A) O-desalquilacién, (B) N-desaiquilacién, (C) la tioéter
oxidacién a sulféxidos, (D) N-metithidroxilacién, (E) hidroxilacién del anillo aromatico y
(F) hidroxilacién del alquilo en el anillo (Fig. 7) (Aldridge y Magos 1978, WHO 1986).

Hidrolisis
Los carbamatos son hidrolizados espontaneamente o por el grupo de enzimas A-esterasas o
arilesterasas, tanto in vivo como in vitro, dando como productos finales, una amina,
dioxido de carbono y un alcohol o fenol (Aldridge v Reiner 1972), mediante la reaccién:
R'HN-C(O)OR + H,0---- RNH + CQ, + R-OH

La velocidad de hidrélisis, depende de la estructura del carbamato y de la enzima
especifica, que al parecer son mas activas en mamiferos que en plantas e insectos (Fukuto
1972).
Conjugacion

Los carbamatos hidrolizados son convertidos por el sistema enzimético que metaboliza
drogas a compuestos conjugados tales como O- y N-glucurdnidos, sulfatos y acido
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mercapturico, solubles en agua y de facil eliminacién por la orina y por las heces (Dawson
et al. 1964, WHO 1986).

Entre este grupo de insecticidas se incluyen por su importancia comercial y por su
gran empleo en México el Carbofuran, el Metomilo y el Propoxur.

i2



Carbofuran

Absorcion, distribucién, metabolismo y excresidn

En estudios de exposicién dérmica en ratones con Carbofurdn disuelto en acetona y que
tenia una marca con *C en su anillo, se describe que a los 15 minutos se habia absorbido
en un 72%, 8 horas después el 73% de la dosis administrada se localizé como productos de
excresion y distribuido en diversas partes del cuerpo, 3% en intestino, 3% en estdmago,
1.0% en higado y 0.8% en sangre (Shah et al. 1981). Ahdaya et al. (1981), encontraron que
el 63% de la dosis aplicada se absorbié a los 60 minutos en ratones evidenciando las mas
altas concentraciones de la marca de "*C en sangre durante un lapso de 35 a 40 minutos y
de ahi los niveles altos se detectaron en todos los tejidos, lo que indica su rapida
distribucion.

La administracion oral en ratas de Carbofurin marcado radiactivamente, se localizé
por menos de 7 minutos en plasma y luego tuvo una distribucién uniforme en los tejidos
{(Ferguson ef al. 1984). Las ratas expuestas a inhalacién de Carbofurin en su presentacion
de aereosoles, mostraron una absorcién més répida y mayor, comparada con la oral
(Ferguson ef al. 1982).

El metabolismo del Carbofurdn fue muy similar en rata, ratén y vaca, fue
completamente metabolizado via oxidacién del carbono 3 del anillo (3-hidroxi
Carbofuran y 3-ceto Carbofuran), el enlace éster fue hidrolizado, produciendo los
metabolitos  7-hidroxi (3-hidroxi-7-fenol, 3-ceto-7-fenol y 7-fenol). La mayoria de los
metabolitos fueron excretados como conjugados glicurénidos o sulfatos (Metealf e a!.
1966, Marshall y Dorough 1977, Ferguson et a/, 1982) (Fig. 8). :

En estudios con Carbofuran marcado con "C, en el carbonilo, la marca se localizé
en el CO, espirado y este también fue incorporado al cuerpo como constituyente normal.
En vacas lactantes los productos de hidrélisis del Carbofuran, solo fueron determinados en
0.001% en la leche como conjugados 3-ceto-7-fenol Carbofuran e hidroxicarbofiran
(Dorough y Casida 1964, Metcalf et a/,. 1966, Marshall y Dorough 1977).

El 72% del Carbofurin suministrado a ratas, se excret6 por la orina v el 2% en
heces 24 h después. En dosis orales bajas (0.05 mg/kg), del 41 al 47% aparecié en el Co,
espirado, después de 8 horas sélo el 15% se encontrd en la orina. En las exposiciones a
aercosoles de 31 al 38% se evidencid en el CO, exhalado, del 9 al 12 % en la orina ydel2
al 5% en las heces (Ferguson er al. 1982). Krieger et al,. (1984) concluyeron que tanto en
la ruta de ingreso oral como infravenosa, el destino de! Carbofuran es el mismo.

En ratones, 60 minutos después de aplicado este insecticida, el CO, de la
respiracion contuvo 6% de la dosis y un 24% es eliminado en la orina (Ahdaya et al.
1981). En vacas en una sola dosis oral, 94% de metabolitos se presentaron en la orina,
0.2% en la leche y 0.7% en las heces (Ivie y Dorought 1968).
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Metomilo

En ratas que fiueron mantenidas con dietas durante 90 dias, conteniendo Metomilo en
cantidades de 0, 10, 50, 250, hasta 500 mg/kg de peso, s6lo en los grupos que consumieron
las concentraciones de 250 y 500 mg/kg, se not6 una ligera disminucién del peso corporal
y no hubo cambios significativos de las acetilcolinesterasas del plasma y de los eritrocitos
(Kaplan y Sherman 1977).

Los mismos autores administraron dietas que contenian 0, 50, 100 y 400 mg/kg de
peso a perros por periodos de 90 dias y 2 afios y no encontraron cambios clinicos a nivel
hematoldgico, urinario, bioquimice o alguna modificacion patolégica en el periodo corto.
En animales que se trataron hasta por dos afios se evidenciaron cambios histopatolégicos
en ¢l nifion y en el bazo, sélo en los grupos que ingirieron la dieta de 400 mg/kg. Otro
conjunto de animales al que le fueron administrados 1,000 mg/kg también por dos afios,
ademdas de los cambios histologicos mencionados, tuvieron alteraciones en higado vy
médula osea (Harvey et al. 1973). Asimismo se han descrito dafios histopatologicos en
tiroides y testiculos (Ivanova-Chemishanska y Antov 1980). .

La exposicion dérmica del Metomilo en monos, con temperatura y humedad altas
provoco, efectos colinérgicos mas severos y se presentaron mas rapidamente que cuando
las condiciones ambientales fueron normales (du Pont 1986). El Metomiio también inhibio
otros sistemas enziméticos como las ATP,,, glucosa-6 fosfato, LDH y GTP,, (Ivanova-
Chemishankska y Antov 1976).
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Propoxur

Después de suministrar Propoxur a ratas en dosis de 50 mg/kg por dia durante cuatro
semanas, se detectd el metabolito 2-isopropoxifenol (M2), en rifiones, higado, sangre y
cerebro, en los dias 1, 7, 14, 28 y 42 (Krechniak y Foss 1983), la concentracién mas alta
del insecticida siempre se ubicé en los rifiones (1.6 a 7.0 mg/kg). En estudios de
distribucion y excresi6n en ratas Wistar, el M2 se manifesté en concentraciones elevadas
en sangre y rifiones, la orina contenfa mas de 50%, después de cinco dias de la ltima dosis
(FAG/WHO 1989). Otros anlisis identificaron el metabolito 5-hidroxipropoxur, que tiene
actividad anticolinesterasa y que contribuye a la severa toxicidad del insecticida (Oonithan
v Casida 1968, Fukuto 1972).

Dawson et al,. (1964), investigaron el metabolismo en tres hombres voluntarios, en
los que se aplico una dosis de 50 mg/kg de peso, encontrando en orina después de 8 a 10
horas, el metabolito 2-isopropoxifenol. Al parecer la hidrélisis fue la reaccidén mas
importanie del metabolismo del insecticida y aparentemente la sustancia excretada fue el
fenol tanto en humanos como en otros mamiferos.

La distribucion del Propoxur marcado con "“C después de 72 h de administrado en
ratas se localizd en altas concentraciones en los rifiones, en el contenido del tracto
gastrointestal y en la vejiga, en el fluido linfatico y en los epitelios nasales y faringeos;
niveles mas bajos estuvieron en sangre, pulmén, glandulas salivales y tejido conectivo, se
eliminaron rdpidamente por la orina y en menor grado por las heces (Kimmerle e Iyatomi
1976, FAO/WHO 1989).

El Propoxur es despropilado al ser incubado con enzimas microsémicas y NAPH2
de diferentes insectos (Tsukamoto y Casida 1967). En estudios recientes en ratones, ratas,
cricetos, monos y humanos, se detecté que las biotransformaciones principales del
Propoxur son: despropoxilacién, hidrdlisis del enlace éster, hidroxilacién y desmetilacién
del N-metilo, hidroxilacién del anillo en las posiciones 3,4 y 5, en los roedores y sélo en la
posicién 4 y 5 en los primates (Hahnemann y Rithl-Fehlert 1988). En personas que han
intentado el suicidio con la formulacién EC-Propoxur, se han encontrado varios
metabolitos libres o conjugados con glucurénidos o sulfatos y al parecer se sigue el mismo
camino metabdlico que en monos Rhesus. Bn la figura 9, se muestra el metabolismo de
este insecticida en ratas (Eben ez al. 1984, 1985, citado en FAO/ WHO 1989) y en la figura
10 su degradacion en insectos y con microsomas del mosquito Culex pipiens fatigans.

En ratas machos y hembras (Long-Evans) que recibieron una sola aplicacién de
Propoxur marcado con *C, después de 14 y 48 horas fueron detectados en la orina 34% de
Propoxur sin cambio, los metabolitos M2 y M3 (Fig. 9) en 8% y 5% respectivamente y el
52% ,no se identifico; en las heces el insecticida permanecié sin transformacién en 37%, el
metabolito M2 estuvo presente en 40% y el M3 en 9%, el 14% no fue identificado (Abd-
Elraof e al. 1981, citado en FAQ/ WHO 1989).

Administrado en la dicta de ratas Wistar a concentraciones de 50, 250 6 5000
mg/kg v una sola aplicacién de 1 mg/kg de peso de Propoxur marcado con carbono 14 y
mantenidas con distinto tipo de nutrientes (caseina sintética y altromin) durante cuatro
semanas, se observé que el 90% de la marca con "“C se recuperd en la orina en todos los
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grupos. Los metabolitos conjugados son comparables para las diferentes concentraciones y
las diversas dietas. En la concentracién mas alta (5000 mg/kg) los metabolitos M5 y M6
estuvieron en cantidades elevadas mientras que M2 y M7 en las mas bajas (Tabla 2).

En estudios in vivo usando la fraccién post-mitocéndrica del higado de ratas,
ratones, cricetos y monos, se observé que el principal metabolito es M5 y en menor
proporcién se presentaron M3 y M6. En monos Rhesus, M3 y M6 fueron formados més
que el M5, el metabolismo de éste en criceto ocurrié de manera limitada. En higados
humanos donados se noté que al igual que en monos el M5, fue transformado en otros
cuatro compuestos (Schmidt 1987, citado en FAO/WHO 1989).
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Metabolismo de los N-Metil Carbamicos en vegetales

Los plaguicidas son metabolizados en plantas mas lentamente que en ammales. Tanto los
conjugados solubles en agua como los residuos insolubles permanecen por largo tiempo y
practicamente las oxidaciones a CO, y H,0 no son significativas (Frear 1976). La
naturaleza quimica de los metabolitos asi como su cantidad, lo mismo que el compuesto
insoluble, dependen del sitio de absorcién del plaguicida, de la distribucién y del tiempo de
persistencia en la planta (Baldwin 1977, Shimabukuro et al. 1982, citado en Matsumura y
Murti 1982), marcando una diferencia importante entre el metabolismo del insecticida en
animales y plantas.

Absorcion

La punta de la raiz y la superficie de las hojas son los sitios principales de absorcidn,
después de atravesar las barreras primarias, la endodermis en la raiz y la cuticula en las
hojas.

En aplicaciones de largo-término en suelo y en hojas aumenta la probabilidad de
absorcion de mezclas de los productos de degradacién formados por la actividad
microbiana y/o fotoquimica (Crosby 1973).

Distribucion

Una vez que el plaguicida es absorbido se distribuye por los sistemas vasculares del xilema
(transporte pasivo) desde la raiz a las hojas y el floema (transporte activo) y de las hojas a
los centros de alta actividad metabélica, que son los puntos de crecimiento de Ia raiz y del
tallo, haciendo que la distribucién no sea uniforme en la planta (Matsumura y Murti 1982).

Los carbamatos en las plantas son hidroxilados en el anillo aromatico o en el grupo
N-metil, son conjugados con moléculas como amino 4cidos (cisteina), glicdsidos solubles
en agua o pueden ser oxidados a sulféxidos o ligeramente transformados a sulfonas (Kuhr
y Casida 1967, Fukuto 1972), los cuales son almacenados como metabolitos terminales
(Still y Rusness 1977, Aldridge y Magos 1978). Al igual que en mamiferos la
hidroxilacién del Propoxur, del Carbofiran y del Metomilo parece ser la principal via
metabolica (WHO 1986).

El Carbofuran en plantas es oxidado a 3-hidroxicarbofuran y de ahi a 3-oxo, los
residuos de los metil carbamatos son ripidamente hidrolizados, para producir los
correspondientes compuestos 7-hidroxi (Figs. 8 y 11). La movilidad de estos residuos
dentro de la planta es facilitada por su conversién a glicésidos (unién de azicar a los
residuos de 3-hidroxi y/o grupos 7-hidroxi), los compuestos conjugados son muy solubles
en agua (Tannock y Wessels 1981).

De plantas de haba tratadas con Carbofurin, es extraido el metabolito 3-
hidroxicarbofuran en 45% y en forma de conjugados 55%, después de 28 dias de haber
terminado el tratamiento. El 3-hidroxicarbofuran es altamente téxico para mamiferos
(LD, en rata 7 mg/kg) (Kuhr y Casida 1967).

El Propoxur en maiz origina dos metabolitos: O-hidroxi-fenil y el N-
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hidroximetilcarbamato. El Metomilo es degradado rapidamente (3-6 dias) a bidxido de
carbono y acetonitrilo, el cual se volatiliza del tejido de las plantas (Fukuto 1972, Harvey y
Reiser 1973, WHO 1986).

Los conjugados son toxicos también, tomando en cuenta las condiciones acidas del
estbmago de los mamiferos, en donde éstos pueden ser hidrolizados (FAO/WHQO 1977,
[981). La mayorfa de los derivados nitrosos han mostrado ser potentes mutdgenos v/o
carcinbgenos en diferentes sistemas de prueba (Eisenbrand e «i. ,1976, Tannenbaum et /.
1974, Regan et al. 1976, Uchiyama e al. 1975, Blevins et al. 1977a,b, Gonzalez-Cid et al.
1990).

El Propoxur reacciona con nitrito en condiciones acidas, formando nitrosopropoxur
(NO-PPX), que es muy mutagénico en Arabidopsis thaliana, asimismo, en presencia de los
acidos humicos, el para-aminobenzoico y el ascérbico inhiben la induccién del NO-PPX y
de esta manera reduce su actividad mutagénica en dicha planta (Gichner er al. 1990).

Toxicidad

Tanto el Carbofuran como el Metomilo, han sido clasificados como muy peligrosos por su
toxicidad, mientras que el Propoxur se considera moderadamente peligroso (Tabla 3).

En pruebas de corta duracién, la administracién por via oral de Carbofuran a ratas y
perros (20 mg/kg), se produjo inhibicién de la acetilcolinesterasa de plasma, eritrocitos y
cerebro (Carpenter ef al. 1961, Ivanova-Chemishanska y Antov 1976, citado en WHO
1986, Krechniak y Foss 1982). El suministro por un afio en la dieta diaria del insecticida a
perros (5 a 10 mg/kg), provocd pérdida de peso corporal y reduccién en el tamafio de
corazén y de cerebro, degeneracién testicular, inflamacién en pulmones, cambios
electroliticos y disminucién de la actividad anticolinesterasa (Baron 1991).

La aplicacién de 100 mg/kg de Carbofuran en la dieta durante dos afios a ratas,
causé pérdida del peso corporal, ligero descenso de la actividad de la acetilcolinesterasa de
eritrocitos y cerebro; cuando se hicieron estudios de este tipo en ratones pero con dosis de
500 mg/kg (En la dieta durante un afio), hubo una répida caida del peso corporal y la
actividad de la enzima en los eritrocitos y el cerebro. Dietas con 20 mg/kg con Carbofuran
no indujeron dafio en ratas ni en ratones (Baron 1991), tampoco causaron efectos en la
administracion de 1.0 mg/kg/dia en ratas y 2.5 mg/kg/dia en ratones (FAO/WHO 1981).

En experimentos in vitro de enlace-proteinas en humanos el 98% del Carbofuran se
unié a la albimina, el 1.4% a las proteinas de baja densidad y el 1.8% a las de alta
densidad (Maliwal y Guthrie 1981), cuando se aplicé en forma oral o dérmica el
metabolito que se detectd en orina es el 7-fenol (FMC 1986, citado en Baron, 1991).

Al ser administrado el Propoxur a ratas Wistar en concentraciones orales de0,1,5
y 25 mg/kg, la actividad de la colinesterasa del plasma de eritrocitos y del cerebro, medida
cada media hora durante 14 dias después de la exposicién, mostré que la actividad de Ia
enzima disminuye a los 30 minutos en el plasma vy a los 60 en los eritrocitos, 1 v 5 mg/kg
no tuvieron efecto. En cerebro la actividad de la colinesterasa bajd de las 3 a las 5 horas en
el mismo grupo (Heimann 1982, citado en FAQ/WHO 1989).

En ratas macho en aplicacién oral unica de 2.1, 7.0, 20.9, 50 y 70 mg/kg de
Propoxur, la actividad de la colinesterasa de sangre total empezé a decrecer a partir de los
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10 minutos en todas las concentraciones, después de 24 horas ya no hay disminucion de la
actividad enzimatica (Krechniak y Foss 1982). Estos mismos investigadores midiendo la
actividad de la enzima en sangre y en cerebro de ratas macho que recibieron
concentraciones orales de 30 mg/kg (por dia) durante 14 dias, seguida de dosis de 50
mg/kg por la misma ruta, durante 28 dias mds, observaron un descenso de la actividad de la
enzima tanto en sangre como en cerebro, durante los 14 primeros dias recuperandose en los
28 dias siguientes al tratamiento, 1o que indica un proceso adaptativo.,

Ratones machos a los que se les dio de tomar una solucién de Propoxur (98.8% de
pureza), en una dosis inicial de 50 mg/kg, que se fue incrementado a 2,000 mg/kg, durante
las seis semanas del experimento, mostraron una CL,, significativamente més alta que la
del grupo de testigo, de lo que se infiere que los animales tratados habian desarroliado
tolerancia a la intoxicacién aguda por el insecticida, sin un incremento significativo de la
actividad de las carboxiesterasas del higado (Costa ef al. 1981).

También se ha notado en pruebas de corta duracién (5 dias), en ratas y de larga
duracién (52 semanas) en perros, un retardo del crecimiento e inhibicion de la actividad de
la colinesterasa en sangre y cerebro. En estudios de larga duracion en ratas Wistar, se
describié retraso en el crecimiento, alteraciones de la vejiga ¢ inhibicién de la
acetilcolinesterasa, cambios neoplasicos e hiperplasia, ésta Gltima se redujo con la
administracién de cloruro de amonio, probablemente por un cambio del pH urinario. Estas
modificaciones no fieron observadas en ratones, cricetos, perros o monos Rhesus
(Hahnemann y Riihl-Fehlert 1988 citado en FAQ/ WHO 1989).

Al ser expuestas ratas hembras y machos por seis horas diarias, en un periodo de 12
scmanas, a Propoxur con una pureza de 98.9% en aercosol (5.7 2 31.7 mg/m’), sélo se
evidencié la disminucién de la actividad acetilcolinesterasa de plasma y eritrocitos, en
cerebro Unicamente se notd efecto en la concentracién mas alta (Kimmerle e Iyatomi
1976).

En ratas de los dos sexos expuestas a aereosoles con Propoxur (99.6%) por seis
horas diarias, en concentraciones de 15.3, 45.3 y 139.6 mg/m’, por periodos de 4 y 8
semanas, se presentaron sintomas colinérgicos en cerebro a partir de la semana 4 en las dos
mas altas, y a las 8 semanas en todas las concentraciones disminuy¢ la actividad de la
enzima y no se manifesté dafio de érganos ni alteraciones en el epitelio urinario (Pauluhn y
Ruhl 1985, citado en FAO/WHO 1989).

El Metomilo tiene alta toxicidad aguda en diferentes especies (Kennedy ef al.
1986), pero es baja en exposiciones crénicas. Bn dietas administradas a ratas por 90 dias,
conteniendo Metomilo en concentraciones de 10, 50, 125 y 250 mg/kg, el peso corporal
disminuy6 ligeramente (Kaplan y Sherman 1977). Los mismos autores, en estudios con
perros, durante dos afios, describieron dafio histolégico en rifion y bazo sblo en los
animales que ingirieron diariamente 400 a 1000 mg/kg.

En aplicaciones diarias (200 mg) a la piel intacta en conejos, se presentaron
sefiales de intoxicacién como, estomudos, jadeo y diarrea, todos los animales
sobrevivieron a 15 de estas aplicaciones; sin embargo, cuando los tratamientos se hicieron
en piel lesionada, los estornudos fueron mas severos, hubo salivacion, temblores, poca
coordinacién e hipertonia abdominal y algunos animales murieron (Kaplan y Sherman
1977). El insecticida también indujo un ligero grado de hepatomegalia y dafio reversible en
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los tibulos del rifién (El-Sewedy et al. 1982). Los datos de toxicidad concuerdan con los
estudios de metabolismo, que indican que el Metomilo es rapidamente metabolizado y
eliminado (Harvey ef al. 1973).

En humanos, el Carbofuran, el Metomilo y €l Propoxur, provocan sintomas de
toxicidad tales como nausea, diarrea, vomito, debilidad, dolores de cabeza y sudoracién.
En voluntarios a los que se habia administrado el menos téxico de los tres, el Propoxur, en
concentraciones orales de 0.75 y 1.0 mg/kg, a intervalos de media hora, por un periodo de
2.5 horas, se observé reduccidén de 60% de la acetilcolinesterasa de eritrocitos, regresando
a niveles normales, después de tres horas de terminado el tratamiento. En aplicacién tinica
de 1.5 mg/kg la actividad de la enzima decrecié en 27%, con manifestaciones de vémito,
sudoraciones y pérdida de la vision, que desaparecieron después de una hora, al
recuperarse los niveles normales de la acetilcolinesterasa (FAO/WHO 1977),

En algunos paises el uso del Carbofuran y del Metomilo esta restringido (WHO
1986), con el primero se han descrito casos de intoxicacién, con nauseas y
desvanecimiento en 74 de los 150 trabajadores, que cosechaban un campo al dia siguiente
de la fumigacién. Se aplicé tratamiento hospitalario con sulfato de atropina a 29 de ellos y
s6lo uno permanecié internado (Baron 1991). Una mujer sobrevivié a una intoxicacién
aguda con 60 mg de Carbofurén, en donde la actividad de la acetilcolinesterasa se inhibio
hasta un 80%, recobrandose la actividad normal de la enzima a las 72 h (Izmirova et al.
1981, citado en Baron 1991).

En personas con intoxicacién severa con Metomilo internados en el hospital para
su tratamiento, con sulfato de atropina (0.05 mg/kg, cada 10 minutos hasta la desaparicién
de sintomas muscarinicos), su recuperacion empez0 a las 4 6 5 horas y fue completa a las
24 horas.

Aplicaciones

El Carbofurdn que se desarrollé en los afios 60, fue introducido al mercado como
insecticida-nematicida sistémico y de contacto de amplio espectro, ligeramente persistente,
se usa en una gran variedad de cultivos, generalmente es aplicado al suelo cerca de la raiz.

El Metomilo es un insecticida de empleo agricola y pecuario ( WHO 1986,
CICOPLAFEST 1992). Tanto el Carbofurén como el Metomilo son utilizados en las
presentaciones de granulados, polvo y soluciones acuosas, para el control de plagas como
nematodos, afidos, pulgones, chinches, 4caros, etc., que atacan diferentes cultivos de
interés econdmico, como son: alfalfa, algodon, café, cafia de aziicar, arroz, cebada, betabel,
apio, papa, frijol, soya, trigo, maiz, frutales y hortalizas.

El Propoxur es un insecticida de aplicacién pecuaria, doméstica, urbana e
industrial, asi como agricola, generalmente durante la precosecha. Se encuentra disponible
en una variedad de formulaciones: concentrados emulsificados, talcos, polvos, granulos,
aceites, aerosoles, humos, cebo envenenado, etc., para el control de 4fidos, pulgones,
cucarachas, mosquitos, de! hogar, hospitales, fabricas y horticultura (WHO 1986,
CICOPLAFEST 1992). La tabla 4 resume los cultivos en los que se usan principalmente
los tres insecticidas.

20



Mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis
Mutagénesis

La mayoria de los metil y dimetilcarbamatos no son mutagenicos (WHO 1986), sin
embargo se han descrito tanto resultados positivos como negativos de algunos insecticidas
carbamicos en Salmonella typhimurium (Seiler 1977, Jaszczuk y Syrowatka 1980, Shirasu
et al. 1982), en Saccharomyces cerevisiae (Siebert y Eisenbrant 1974) y en Drosophila
melanogaster (Hoque 1972).

En plantas se han inducido alteraciones cromosémicas (Njagi y Gopalan 1981,
Salomén 1987, Valencia-Quintana et al, 1993).

El Carbofuran en Hordeum vulgare provoca efectos genotoxicos (Posztai 1983).
En Vicia faba, se observan fragmentos y puentes Cromosomicos, Cromosomas con
centrémero inactivado, isocromosomas y micronticleos (Reyes-Pérez 1994). En el sistema
de Ames con Salmonella typhimurium (con y st 89 de higado de rata) la respuesta es
negativa (Anderson et al. 1972, Waters et al. 1980)

Con el Metomilo la mayoria de los ensayos son negativos con procariontes,
particularmente en los que detectan mutacién génica (Tabla 5) y datos no decisivos en
Drosophila melanogaster (Hemavathy y Krishnamurthy 1987). En Vicia faba, Valencia-
Quintana et al. (1993), encuentran aberraciones de tipo cromatidico, isocromosomas y
cromosomas con el centrémero inactivado con una correlacién concentracién-efecto. Fn
cultivo de linfocitos humanos, el Metomilo y la formulacién de Lannate 25, muestran
actividad clastogénica y aneugénica (Bonatti ef al. 1994), en estudios in vivo en ratdn, se
sefiala que no hay formacién de aductos con Metomilo puro, pero si con la formulacién de
Lannate 25 con una respuesta de concentracién-efecto (Bolognesi et al. 1994), la tabla 6
resume la informacién correspondiente a la accién de este insecticida en eucariotes.

En los ensayos in vitro € in vivo con Propoxur (95 a 99.6% de pureza) en los
sistemas procariontes y eucariotes en donde se han probado concentraciones diversas, los
resultados son negativos (Tablas 7 v 8). En Vicia Jaba, se observan fragmentos y puentes
cromosomicos, anafases multipolares y microntcleos (Salomén 1987). Con la prueba de
mtercambio de cromdtidas hermanas (ICH) in vitro, en linfocitos humanos, hay datos
positivos (Gonzalez-Cid ef al. 1990) y negativos (Gonzalez-Quirasco 1991, Gémez-Arroyo
ef al. 1995).

Carcinogénesis

No hay evidencias de que los insecticidas metil y dimetilcarbamatos sean carcinogénicos,
algunos de sus derivados nitrosos que se han sintetizado muestran un potente efecto
mutagénico y carcinogénico. Los nitrosocarbamatos ocasionan transformacién celular en
crieetos (Quarles y Tennant 1975), causan sarcomas en ratas (Eisenbrand et al. 1975),
tumores en piel de ratones con aplicaciones agudas o crénicas (Liyinsky y Winter 1981,
Deutsch-Wenzel er al. 1985) y tumores en estdmago con exposiciones crénicas en ratas
(Lijinsky y Schmahl 1978). Los carbamatos pueden convertirse en compuestos nitrosos en
las condiciones acidas del estémago (Elespuru y Lijinsky 1973, Eisenbrand et al. 1976,
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Oliver 1981, IARC 1983).

En estudios de ingestion crémica con Metomilo en ratas y perros no hay certeza de
su actividad carcinogénica (Kaplan y Sherman 1977, Baron 1991).

En ratones (CFI/W74) machos y hembras alimentados con dietas que contenian
Propoxur (99.6%), ent concentraciones de 700, 2000 y 6000 mg/kg, después de 24 meses
no se manifest6 aumento en la incidencia de tumores, sélo hubo retardo del crecimiento en
las ratas machos en todas las concentraciones, asi como un incremento relativo de tamafio
de los testiculos y disminucién del bazo (Bomhard y Loser 1981, citado en FAQ/WHO
1989).

Teratogénesis

Sc tienen datos de que algunos carbamatos provocan efectos teratogénico (IARC 1976,
1983). En estudios de reproduccién en ratas por tres generaciones, en donde los machos y
las hembras antes de la fecundacién ingirieron dietas diarias de 0, 1, 10 y 100 mg/kg de
Carbofurén, s6lo en la concentracién mayor se observé disminucién en el peso corporal de
los padres y una marcada reduccion de la sobrevivencia de las crias, las concentraciones de
1 y 10 mg/kg no tienen actividad, sin embargo se observaron algunos efectos en la
reproduccién con dietas de 20 mg/kg pero no se mantuvieron en las generaciones
siguientes (McCarthy et al. 1971, FAQ/WHO 1981).

Por otra parte, se ha mencionado que el Carbofirdn se ha administrado en ratas
prefiadas (del dia 6 al 15) y conejas albinas (del dia 6 al 18 de gestacidon), en ambos
organismos las concentraciones de 1.0 y 2.0 mg/kg, provocaron efectos de toxicidad en las
madres sin afectar el desarrollo embrionario, la viabilidad, ni se afectd el peso fetal, toda la
progenie fue considerada como normal, registrindose el insecticida como no teratogenico
(McCarthy ez al. 1971, FAO/WHO, 1981).

Los estudios de desarrollo embrionario-etapa de renacuajo en sapos (Microhyla
ornata) con Carbofuran indican que los renacuajos son mas sensibles que los embriones.
Se presentan ampollas, disminucién de la circulacién de la sangre y de la pigmentacién,
retardo de crecimiento corporal, pérdida de balance y comportamiento anormal (Pawar et
al. 1984).

El Metomilo administrado en concentraciones de 50 y 100 mg/kg, durante los dias
8 a 16 de la gestacion en conejas, no originé alteracién esquelética ni visceral en los fetos
(Kaplan y Sherman 1977). Tampoco se observaron efectos teratogénicos o fetotdxicos,
cuando se aplicé en dosis de méaxima tolerancia en la dieta de ratas y conejas prefiadas
(Baron 1991).

Roszkowski (1982) analizo la accién del Propoxur sobre el desarrollo intrauterino y
el estado de osificacion en fetos de ratas, encontrando dafios embriogénicos en
concentraciones de 20% de la CL,,, administrado en los dias 7 a 19 del periodo de
gestacion, presentndose 11.9% de anormalidades, tales como reduccién cn el peso
corporal y alteraciones en los procesos de osificacién, asf como disminucién en los niveles
de calcio y magnesio en ¢l suero de madres cuyos fetos mostraron anomalias en los huesos.

En 1977, Tyrkiel describié que dosis de Propoxur de 50 mg/kg de peso corporal,
aumentan la muerte temprana en embriones de ratas durante las dos primeras semanas
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después del tratamiento y 8.5, 25 y 50 mg/kg, en los dias 6, 8 y 11 del periodo de
gestacion, no se observé accién mutagénica o teratogénica, alterando el peso corporal de
los fetos.

Ensayo de mutagénesis en plantas

Los cromosomas de las plantas superiores, se han utilizado desde hace tiempo (Levan
1938, 1949), para entender la naturaleza y ¢l proceso que afecta la estructura de los
cromosomas, ya que ofrecen muchas ventajas para tamizar y vigilar el efecto de agentes
quimicos ambientales y determinar si éstos causan cambios en el arreglo de los genes,
constituyendo un riesgo mutagénico (Ma y Harris 1985).

Las especies ideales para el estudio de mutagénesis, son aquellas genéticamente
bien conocidas y que tienen pocos cromosomas, de estructura bien defimda, de gran
tamafio y de facil identificacién sus homélogos. Los trabajos realizados tanto en células
somaticas como meidticas, proporcionan informacién del dafio cromosémico inducido por
mutdgenos, que no es ficil obtener estos datos con especies animales (Ma 1979).

En la revisién de la literatura que hizo Shelby (1980), se observa que son los
meristemos de la raiz, el material mas empleado para ensayos de mutagénesis, los
meristemos de hoja y primordios de tallo también son utilizados. Los analisis de metafases
y anafases son cominmente usados para conocer las aberraciones cromosémicas y las
alteraciones del huso que provocan los compuestos (Grant et al. 1981).

El Comité Gene-tox (IPCS/WHO 1985), ha considerado los bioensayos en plantas,
para vigilar agentes quimicos ambientales por las siguientes ventajas:

* Las plantas superiores son eucariotes, sus cromosomas tienen una estructura similar a
la del hombre. Las alteraciones pueden analizarse en células mitoticas y meidticas en
un Mismo organismo.

* Los agentes quimicos a ensayar se pueden emplear, solos o en mezclas, bajo diferentes
condiciones ambientales (pH, temperatura, concentracidn, etc).

* Las plantas también se usan en ensayos in sifu.

* Los estudios de genotoxicidad con resultados positivos, tienen una correlacién positiva
con los estudios citogenéticos hechos en mamiferos.

Poseen la capacidad de activar promutégenos a mutagenos.

* Muestran una elevada sensibilidad (pocos falsos negativos) en predecir el riesgo la
carcinogénesis.

* Son sistemas muy econdmicos, de ficil manejo ¥y s¢ obtienen resultados reproducibles.
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Vicia faba
Ventajas del ensayo de Vicia

Vicia faba, es una de las plantas més empleada para estudios acerca del efecto citogenético
de los contaminanies ambientales, ya que ocupa cerca de un tercio del total de los trabajos
sobre el andlisis de aberraciones cromosdmicas en plantas (Shelby 1980), por el hecho de
poseer pocos cromosomas (2n = 12} y muy grandes, siendo un excelente material para este
tipo de estudios.

Esta especie ha sido propuesta como una prueba citogenética para la evaluacion de
mutagenos ambientales por el Gene-tox Program (Ma 1982).

Las caracteristicas de Vicia faba como sujeto experimental estd basada en su
sensibilidad a tratamientos cortos (Grant et a/.1992) y el hecho de que los métodos estén
estandarizados, permite hacer comparaciones de los resultados entre los diferentes
laboratorios del mundo (Sandhu et al. 1994).

El sistema es de bajo costo, es de facil manejo y no requiere equipo complicado
(Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1995). Los meristemos de las raices contienen alta
proporcion de células en las distintas etapas de la mitosis. Su complemento cromoséniico
esté constituido por un par de cromosomas metacéntricos (M) con un gran satélite separado
del resto del cromosoma por la constriccion secundaria y cinco pares de subacrocéntricos
(S) que son similares en tamafio (Evans y Bigger 1961). La longitud del cromosoma M con
respecto a la de los cromosomas S, es de 2.3:1 (Fig. 12a) su ciclo celular es corto (Fig.
12b) ya que dura 19.3 h a 19°C, en donde el periodo presintético (G,) es de 4.9 h, el
sintético (S) 7.5, el posintético (G,) 4.9 y la mitosis 2 h (Evans y Scott 1964).

Los meristernos se obtienen en corto tiempo de 4 a 5 dias (20° C), germinando
semillas en condiciones que estan bien estandarizadas y son de facil manejo (Kihlman
1966, Kihiman y Andersson 1984). Estos meristemos contienen una alta proporcién de
c€lulas en mitosis, con una baja frecuencia de aberraciones espontaneas (Kihlman 1966,
Kihlman y Andersson 1984).

Es importante mencionar que Vicia faba posee la fraccién metabolica S-10 que es
capaz de transformar promutagenos a mutigenos (Takehisa e al. 1982, Veleminsky y
Gichner 1988, Calderén-Segura 1993, Gomez-Arroyo et al 1995), este aspecto es
importante ya que muchos agentes quimicos no son mutagénicos por si mismos si no que
requieren del metabolismo animal o vegetal para activarse y provocar dafio al ADN.

Otra ventaja de Vicia faba es su uso como biensayo en estudios realizados tanto en
el laboratorio como in situ para evaluacién de aguas contaminadas (Grant et al. 1992) Por
lo antes mencionado, Vicia aporta una prueba que permite obtener buenos resultados
especialmente con relacidn a las aberraciones cromosémicas y a los intercambios de
cromatidas hermanas (Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini 1995). Asi como para probar
agentes quimicos que producen aneuplodlas (Grant 1978).

Diversos agentes quimicos como los disolventes organicos y las oxlpurinas
metiladas han sido probados en Vicia faba, para conocer el dafio citogenético como
aberraciones cromosémicas e infercambio de cromatidas hermanas (Gémez-Arroyo et al.
1988, Vogel y Friebe 1989, Adam er al. 1990, Kihlman y Andersson 1992).
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Para conocer el dafio genético en ¢l sistema de Vicia Jaba, también se han ensayado
varios insecticidas como los organoclorados, los carbamatos y los reguladores del
crecimiento y los fertilizantes (Amer y Farah 1974, Njagi y Gopalan 1981, de
Kergommeaux et al. 1983, Gémez-Arroyo ef al. 1985, , Abdel y Ragab 1989, Abraham y
Nair 1989, Valencia-Quintana et al. 1993). La prueba de intercambio de cromatidas
hermanas en Vicia faba, se ha ensayado para conocer el efecto que producen los
insecticidas organofosforados (Gémez-Arroyo e al. 1988).

Desventajas del ensayo de Vicia

La pared celular de los vegetales, puede resultar un obstaculo para estudios bioquimicos y
citolégicos, interfiriendo con las sustancias quimicas evitando que penetren a la célula o
bien dificultando la dispersion del tejido en monocapa.

Para eliminar la 1dmina media de la pared y separar las células, se emplean acidos o la
enzima pectinasa, sin embargo el tratamiento con pectinasa debe hacerse con cuidado v
asegurarse que ¢sta no contenga impurezas que puedan afectar la composicién quimica de
los cromosomas, en sus proteinas y 4cido nucleico (ADN), dificultando el anlisis
citologico, como ocurre en las tinciones diferenciales como la de intercambio de
croméatidas hermanas. Se ha observado que la pared celular y la organizacién multicapa de
los meristemos, dificultan la penetracién de agentes fisicos como la luz ultravioleta (Uv)
que ticne baja penetracion (Kihlman y Andersson 1992).

La asincronia de las células meristematicas de la raiz, hacen que estas se encuentren
en diversas etapas del ciclo celular, las que tienen diferente sensibilidad a] tratamiento con
los agentes quimicos (Kihlman y Andersson 1992).
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Allium cepa

Ventajas del ensayo de Allium

La cebolla comin Allium cepa, es otro de los materiales clisicos en el estudio de
cromosomas, que fue introducido por Levan (1938, 1949), para conocer los efectos de
agentes quimicos en los cromosomas y en la divisidn celular. Es otra de las plantas
superiores incluida en ¢l programa Gene-tox (Grant 1982).

El cartotipo de 4. cepa, fue descrito por Mensinkai en 1939 (citado en Grant 1982),
consiste de ocho pares de cromosomas (2n = 16); cinco de los cuales con centrémero
medio, o ligeramente submedio (relacién de los brazos cercano a 1), dos pares con el
centromero submediano (relacién de los brazos 1.6 y 1.8) ¥y un par de cromosomas
acroceéntricos 3.4 relacion de brazos, con satélite situado en el extremo del brazo corto (Fig
13a). El tamafio de los cromosomas es relativamente grande, con un promedio de 10 pm de
longitud (Ved Brat 1965, citado por Grant 1982), las aberraciones e intercambios son
facilmente observados y se ha reportado que Allium cepa, puede ser mas sensible a los
efectos de las oxipurinas metiladas que Vicia Jaba (Kihlman 1966).

La duracién del ciclo celular lo han determinado varios autores, a 19°C es de 20.5 h
(Nuti Ronchi y Arcara 1967, citado por Grant 1982) de 18.8 horas a 20°C (Lépez-Saez ef
al,. 1966) y a 21°C, de 23 horas (Matagne 1968, citado por Grant 1982), de las cuales 4
corresponden a la mitosis, 3.3, 12 y 3.7 h para los periodos G1, S y G2 respectivamente
(Fig. 13b).

Allium cepa se ha utilizado para estudiar diversos aspectos citologicos después del
tratamiento con agentes quimicos y fisicos, en Ios que se han identificado rompimientos,
puentes subcromatidicos, cromatidicos y Cromosomicos, intércambios y rearreglos (Evans
1962, Kihlman 1966, Auerbach 1976). A. cepa, también se emplea para conocer los
mecanismos de regulacion del ciclo celular (Lopez-Sacz et al. 1975, Giménez-Martin ef al.
1977, Giménez-Abian et al. 1988).

Los primeros estudios sobre agentes quimicos con comportamiento de C-mitosis,
fueron detectados en Allium cepa por Levan (1938). Asimismo ha sido observada la accién
clastogénica de diversos agentes quimicos en las células de la cebolla (Levan y Tjio 1948
citado en Kihlman 1966, Lépez-Saez et al. 1966, Grant 1982).

Diversos efectos genéticos y citologicos provocados por agroquimicos como
insecticidas, herbicidas y fertilizantes han sido observados en Allium cepa (Grover y
Malhi 1988, Rao et al. 1988, El-Khodary et al. 1989, 1990, Kumar y Sinha 1989, Chauhan
y Sundararaman 1990, Pandey et al. 1994); se ha mostrado también en éste sistema la
actividad mitética y la antimitética de productos naturales como la holoturina extraida de
Holothuria vagabunda, extractos de Nicotiana tababacum (Santhakumari y Stephen 1988,
Saggoo y Kumari 1991, Banerjee 1992), asi como la accién antimutagénica y
anticlastogénica de vitaminas (Hoda y Sinha 1992, Hoda yAfzal 1992).

La prueba de Allium, por su alta sensiblidad y especificidad se aplica para evaluar
la genotoxicidad de las aguas residuales industriales y de mezclas complejas (Rank y
Nielsen 1994).
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Las condiciones de cultivo de los bulbos de 1a cebolla son faciles y se pueden
obtener alrededor de 15 meristemos por cada uno, en un periodo de 3 a 5 dias a 25°C, la
prueba es de manejo sencillo y muy econdmica.

Desventajas del ensayo de Allium

Los bulbos de cebolla comerciales son tratados con inhibidores del crecimiento, como la
hidracina malica para que estos no germinen durante su venta, lo cual constituye un
obst4culo para la obtencién de los meristemos.

Algunos autores como Nilan (1978), han argumentado que los sistemas vegetales
son fisiolégica y filogenéticamente muy diferentes a los de mamiferos; sin embargo, se han
correlacionado observaciones simultineas en sistemas de plantas y de mamiferos sobre la
induccién de aberraciones cromosémicas y de C-mitosis que ocasionan diversos
plaguicidas (Grant 1978, 1982).
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Aberraciones cromosémicas

Para analizar aberraciones cromosémicas, es importante establecer las etapas del ciclo
celular que son més sensibles a los efectos del agente quimico, segin Kihlman (1966) con
base en experimentos que realiza en Vicia faba, cuando las células de los meristemos se
exponen a perfodos de 1 a 4 horas con agentes quimicos y las aberraciones son observadas
entre O y 8 h después de terminado el tratamiento, se considera que tienen un efecto no
retardado, ejemplo de ellos son la cafeina, 8-metoxi-cafeina, 8-etoxi-cafeina, el 4cido
1,3,7,9-tetrametilirico, pero si las aberraciones aparecen entre las 8 y las 48 después de
terminado el tratamiento, se le atribuye efecto retardado, como los agentes alquilantes, la
hidrazina malica, elc.

Los agentes fisicos y quimicos producen dos clases de efectos en los cromosomas,
en un caso depende del periodo en el cual el ciclo celular es afectado, siendo aberraciones
subcromatidicas las inducidas en células expuestas durante la profase, las cromatidicas en
G, 6 Sy las cromosémicas en G, y aparecen en la primera mitosis después del tratamiento,
en el otro caso sélo son producidas aberraciones cromatidicas independientemente del
periodo en que se encuentre la célula. En el primer caso no se requiere de la duplicacién
del ADN para que la aberracion sea expresada, a estos agentes se les considera como S-
independientes (Kiklman et al.1978), las radiaciones ionizantes, antibiéticos como la
bleomicina, pleomicina, estreptonigrina y algunas oxipurinas metiladas, pertenecen a este
grupo (Kihlman 1977). En el segundo caso para que la aberracidn sea expresada, se
requiere de 1a sintesis de ADN y éstos son considerados como S-dependientes, los agentes
alquilantes ( Kihlman et al. 1978) y la luz ultravioleta (Bender et al. 1973), son algunos
ejemplos.

Tambien se ha establecido que los agentes quimicos y fisicos producen lesiones en
el ADN y las aberraciones ocasionadas en los cromosomas son resultado de errores en la
reparacion ("miss repair") o en la duplicacion ("miss replication”) del ADN dafiado (Evans
1977, Khilman 1977, Khilman et a/. 1978, Natarajan y Obe 1980).

Tanto en Vicia faba como en Allium cepa, el anilisis de las aberraciones
cromosémicas se puede realizar en metafase y/o anafase. En anafase son rapidamente
analizadas, proporcionando ademas informacién del dafio al centrémero y alteraciones del
huso mitdtico (Nicoloff y Gecheff 1976). El estudio de metafases aporta datos mas
precisos acerca del tipo de aberracién que produce el agente quimico (Khilman 1966,
Khilman y Andersson 1984),

Asimismo, la prueba de micromiicleos en células en interfase, es un método rapido
para la deteccion de dafio cromosdmico (Gomez-Arroyo et al. 1986).

Se ha descrito que las alteraciones cromosdmicas, pueden ser causa de muerte
celular (Schwartz 1989), por lo que el indice mit6tico es un buen indicador de tal efecto.

Por otro lado se ha estudiado la posibilidad de usar el lapso entre el inicio del
tratamiento y la aparicién de las aberraciones como indicador de la sensibilidad de las
etapas de la interfase, ya que el retardo probablemente se debe a un alargamiento en la
duracién del ciclo celular producido por los agentes quimicos (Evans y Scott 1964,
Goémez-Arroyo et al. 1985).

Los agentes quimicos que afectan el centrémero al que aparentemente inactivan
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dan lugar a cromosomas con €l centrémero inactivado (Gbémez-Amroyo et al. 1985) o
provocan la ruptura transversal del mismo produciendo isocromosomas (Ramanna y Nata-
rajan 1966, Nicoloff y Gecheff 1976); en cualquiera de los dos casos estos cromosomas
quedan fuera de la cinética normal de anafase y en la interfase forman micronticleos
(Gémez-Arroyo et al. 1985).

25



Objetivos

Evaluar los efectos genotéxicos y citotdxicos de los insecticidas Carbofuran, Metomilo y
Propoxur en los sistemas radiculares de Vicia faba y Allium cepa.

Objetivos particulares

1. Determinar la genotoxicidad de los insecticidas (Carbofiran, Metomilo y Propoxur)
mediante el analisis de aberraciones cromosémicas en células en anafase y metafase y
de microntcleos en células en interfase.

2. Comprobar el efecto citotéxico mediante el calculo del indice mitético (IM).

3. En vista de que los vegetales poseen diversos procesos metabdlicos para transformar
los compuestos a través de su metabolismo y dado que no todas las plantas modifican
al mismo promutdgeno, ya que varia la presencia de paquetes enzimaticos en los
tejidos de las diferentes especies, en este trabajo se intenta comparar la sensibilidad de
Vicia faba con la de Alfium cepa.
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Materiales y métodos

Propiedades fisico-quimicas de los insecticidas

El ingrediente activo (IA) del Carbofuran (Agrofuran, Carbofuradan, Furadén, Convoy,
Curater, Interfuran, Velfuran) tiene un peso molecular de 221.26, el material puro es de
color blanco, sin olor, sélido cristalino con un punto de fusién de 153 a 154 °C. El material
técnico (la maxima concentracidn de IA, obtenida como resultado final de su fabricacién y
de la cual se parte para preparar los formulados) es también s6lido con un punto de fusién
de 150 a 152 °C. Es soluble en agua en 0.07% y en disolventes organicos (benceno, dimetil
sulféxido y acetona). Con una presi6n de vapor de 2.7 mPa a 33 °C es inestable en medios
alcalinos y se degrada a los 150 °C (Worthing y Hance 1991).

El Metomilo (Metomil, Lannate, Methomex, Metox, Nasamil, Nudrin ), tiene un
peso molecular de 162.2, es soluble en agua en 5.8% y en disolventes organicos. Con una
presion de vapor de 6.65 mPa a 25 °C. Es un insecticida de contacto.

El Propoxur es el ingrediente activo de diferentes insecticidas (Unden, Baygon,
Blattanex, Cazador, Johnson Raid, Proxurvel, Sendran, Suncide, Tendex, Silomat), tiene
un peso molecular de 209.27, es soluble en agua en 0.2% y en disolventes organicos. Tiene
una presién de vapor de 1.3 mPa a 120 °C. Es insecticida de contacto y de ingestidn.

Preparacion de soluciones de los insecticidas

Carbofurdn: se utilizé Ia presentacidn liquida de nombre Furadan 350L, marca
FMC, que tiene 33.21% de ingrediente activo (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil N-
meti] carbamato).

Metomilo: se empled la presentacién liquida de nombre Lannate LV, marca Du
Pont, con 29 % de ingrediente activo (S-meti1-N—(met1'Icarbamoil)oxi-tioacetimidato).

Propoxur: se us6 la presentacién en polvo de nombre Unden 50, marca Bayer, con
50% del ingrediente activo (N-metil carbamato de 2-1sopropoxifenilo).

Se prepararon soluciones en agua desionizada de cada uno de los tres insecticidas,
en concentraciones de 50, 100, 300, 500 y 700 mg/1.

Obtencién de meristemos

Las semillas de Vicia faba de la variedad minor, se lavaron en frascos de vidrio durante 2
horas al chorro de agua. Después se colocaron en un cristalizador, poniéndose a remojar
por 24 horas en agua destilada (a partir de este paso todo el experimento se realizé en la
obscuridad, para evitar la influencia del ritmo circadiano en la divisidn celular).
Posteriormente se pusieron a germinar las semillas entre dos capas de algodén humedecido
con agua destilada a temperatura del Iaboratorio (21 +/- 1°C). Se dejaron crecer hasta que la
raiz primaria alcanzé una longitud de 4 cm.
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Los bulbos de Allium cepa de tamafio uniforme (20 a2 30 g), alos que se les quito la
capa exterior de la epidermis, fueron colocados en un recipiente con agua destilada (con un
filtro de acuario, para aireacion) y al igual que en Vicia Jaba, todo el experimento se realizé
en la obscuridad y a temperatura del laboratorio. Se dejaron crecer las raices, hasta una
longitud de 4 2 5 cm.

Tratamiento

Para Vicia, se hicieron lotes de cinco semillas para cada tratamiento, poniendo en contacto
los meristemos apicales de las raices por 4 horas con las soluciones recién preparadas de
Carbofurdn (Furadan 350L), Metomilo (Larmate LV) y Propoxur (Unden 50). A
continuacién fueron transferidos a un bafio de recuperacion por 18 y 44 horas, el cual tuvo
agua corriente v aireacién constante.

En los experimentos preliminares para los tres insecticidas y para cada una de las
concentraciones se hicieron tratamientos de 4 h sin recuperacion, pero debido a que no se
observaron aberraciones, lo cual sugirié que posiblemente se provocd efecto retardado, se
elimind este tiempo.

Para Allium fueron utilizados dos bulbos por tratamiento (8 a 12 meristemos por
cebolla), con los mismos insecticidas y en igualdad de condiciones que para Vicia. En la
cebola no se hicieron los tratamientos sin recuperacion, por la razén antes mencionada.

Para el anélisis de células en metafase, los meristemos se colocaron en una solucién
de colchicina al 0.05%, durante 3 horas.

Los grupos testigos estuvieron bajo las mismas condiciones experimentales pero se
sumergieron en agua destilada durante los mismos tiempos que durd la exposicién al
plaguicida. -

Fijacion y tincidén

Después del tratamiento y de Ia recuperacion los meristemos se fijaron en solucién Farmer
(Alcohol y 4cido acético glacial en proporcién de 1:3) por 24 horas, para luego hidrolizar el
tejido en 1 6 2 ml de 4cido clorhidrico (HCD) 1 N de 8 a 10 minutos y a 32 °C en bafio
Maria.

Los meristemos que fueron tratados con colchicina, pasadas las tres horas, son
fijados en solucién Farmer e hidrolizados de la misma forma que los meristemos antes
mencionados.

Se quits el exceso de HCI a los meristemos y se tifieron con colorante Feulgen
durante 12 horas a temperatura ambiente y en la obscuridad. Después se transfirieron los
cortes de raiz a un portaobjetos limpio agregando una gota de 4cido acético al 45 % y
haciendo un aplastamiento para obtener una monocapa de células.

Las preparaciones se mantuvieron a temperatura de 4 °C por espacio de 2 dias, para
posteriormente hacerlas permanentes.
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Preparacién permanentes y andlisis microscopico

Las laminillas se colocaron en un congelador, el cnal utiliza nitrégeno liquido (Meneses ez
al,. 1991), removiendo con un bistur{ el cubreobjetos al estar congelada Ia preparacion e
introduciendo inmediatamente el portaobjetos en butanol. Una vez deshidratado el tejido se
le agregd una gota de balsamo de Canads y se colocé el cubreobjetos definitivo. Con el fin
de evitar prejuicios en la observacion, se retiqueta con una clave para su lectura al
microscopio.

Se examinaron al microscopio las preparaciones permanentes del material tratado y
del testigo correspondiente. La identificacién de aberraciones cromosémicas se hizo en
células en anafase (puentes y fragmentos), alteraciones en ¢l centrémero (cromosomas con
centrémero inactivado e isocromosomas) y dafio al huso mitético (anafases multipolares).
En metafase se registraron aberraciones isocromatidicas, cromatidicas y cromosémicas.

Indice mitético

Se analizaron 1000 células al azar, observando 200 por cada preparacion, el indice
mitotico (IM), se calculé con la siguiente formula:

cantidad de células en mitosis
M= X 100
cantidad total de células

Micronticieos

Se observaron 2000 células en interfase, 400 por cada preparacion. Los criterios
citolgicos que se siguieron para los micronticleos fueron: textura y tincidn igual a la del
ntcleo. El porcentaje de micronticleos se calculé con la siguiente formula;

cantidad de micromicleos observados
% de micronticleos = X 100
Total de células observadas (2000)
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Analisis estadistico

Una vez establecido el indice mitético de cada concentracién se contrastd con su testigo
correspondiente, empleando para ello la prueba de ji cuadrada (X?).

El porcentaje de micromicleos de cada concentracién fue comparado con su testigo
correspondiente empleando para ello la prueba de X°.

Todos los experimentos se hicieron por duplicado y cuando se analizaron las
alteraciones en las células en metafase y en anafase se les restaron las frecuencias del
testigo, ya que sus valores fueron muy bajos y de esta manera se pudo establecer la
produccion real de aberraciones causadas por estos insecticidas.

Con la finalidad de comparar el comportamiento de las aberraciones totales
observadas en metafase con las alteraciones totales analizadas en anafase, se calcularon las
rectas de regresion.

34



Resultados

Aberraciones cromosémicas

En todas las concentraciones (50, 100, 300, 500 y 700 mg/l) los insecticidas Carbofiiran
(Furadan 350L), Propoxur (Unden 50) y Metomilo (Lannate LV), aplicados en solucién
acuosa a las células de las puntas de las raices de Vicia Jaba y Allium cepa, originaron
aberraciones cromatidicas, alteraciones centroméricas y del huso mitético, asimismo
tuvieron influencia en el indice mitético.

Los resultados obtenidos con Carbofurdn en Vicia faba en células en metafase se
presentan en la tabla 9A, en donde se nota que en 18 como en 44 h de recuperacion hubo
un incremento de aberraciones totales al aumentar la concentracién.

Las células de los meristernos con 18 h de recuperacién mostraron que la mayor
frecuencia de aberraciones son los rompimientos cromatidicos presentes en todas las
concentraciones sin incremento con ésta. La frecuencia de anillos auments con la
concentracion, aunque no aparecieron en 50 mg/l, los intercambios cromatidicos solo
aparecieron en 500 mg/l. Los meristemos tratados con de 700 mg/l de Carbofurin,
presentaron multiples rompimientos cromosémicos y escasas mitosis, dificultando el
registro de aberraciones.

En los meristemos de 44 h de recuperacién tratados con Carbofuran las
aberraciones totales mostraron mayor incremento, que en los de 18 h y los rompimientos
cromatjdicos fueron la aberracion mas frecuente dependientes de la concentracién. Los
intercambios cromatidicos solo se presentaron en las concentraciones de 500 y 700 mg/l,
los anillos fueron la aberracion menos frecuente y solo se registraron en 100 y 300 mg/L
En las observaciones en anafase de 18 h (Tabla 9B) la cantidad de céhulas se mantuvo
constante disminuyendo en la concentracién de 700 mg/l. Las alteraciones totales
aumentaron con la concentracién, a partir de 300 mg/l sus frecuencias fueron muy
parecidas.

Los puentes sencillos fueron la alteracién mas frecuente aparcciendo en todas las
concentraciones, se incrementaron con la concentracién y a partir de 300 mg/l sus valores
son muy parecidos. Los fragmentos también se registraron en todas las concentraciones y
se observé que aumentan en la concentracién de 500 y 700 mg/l.

Los cromosomas con el centrémero inactivado que produce el Carbofurdn
aparccieron en todas las concentraciomes con baja frecuencia, sin relacién con la
concentracion, los isocromosomas fueron poco frecuentes y se registran a partir de la
concentracién de 300 mg/1.

El nimero de células en anafase fue mayor en 44 h de recuperacion, las
alteraciones totales fueron menos que en los meristemos de 18 h, con un comportamiento
parecidos a éstos.

Las alteraciones mas frecuentes fueron los puentes sencillos y su frecuencia y
presencia en todas las concentraciones tuvieron un comportarmiento parecido al los
meristemos de 18 h, los fragmentos se registraron en todas las concentraciones y al igual
que en 18 h, aumentaron a partir de 500 mg/l, pero su frecuencia fue mas baja.
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Las alteraciones en el centrémero tanto su inactivacién, como en su rompimiento
transversal presentaron una frecuencia muy parecida que en los meristemos de 18 h de
recuperacion.

Las aberraciones totales que produjo ! Carbofurdn en Allium (Tabla 10A), no se
incrementaron de manera significativa con la concentracién en los dos tiempos de
recuperacion como ocurrio en Vicia con el mismo insecticida (Tabla 9A).

En los meristemos de 18 h los rompimientos cromatidicos fueron la aberracién mds
frecuente, aparecieron en todas las concentraciones pero sus frecuencias no tuvieron
relacion directa con la dosis, incluso disminuyeron ligeramente en 700 mg/l.

Los intercambios cromatidicos se registraron en todas las concentraciones con
excepcién de 50 mg/l, con comportamiento parecido al de los rompimientos cromatidicos,
los anillos aparecieron solo en 500 y 700 mg/1.

En las células de meristemos del mismo tiempo de recuperacién (18 h), pero en
anafase (Tabla 10B) las alteraciones totales aumentaron con la concentracién, los puentes
sencillos fueron la alteracién mas frecuente presente en todas las concentraciones con
relacidn concentracidn-efecto.

Los fragmentos aparecieron en todas las concentraciones pero sin relacién directa
con ésta, igual como ocurrié con los isocromosomas y cromosomas con el centrémero
inactivado.

En los meristemos con 44 h de recuperacién las aberraciones totales no mostraron
una relacion concentracién-frecuencia, esto mismo se observé con los rompimientos
cromatidicos (Tabla 10A). Los intercambios cromatidicos Io mismo que los anillos
aparecieron.a partir de 300 mg/1.

El Metomilo en las células en metafase de Vicig Jaba (Tabla 11A) de 18 h de
recuperacion produjo aberraciones totales con un comportamiento concentracién-efecto,
siendo los rompimientos cromatidicos la aberracién mis frecuente, sus frecuencias
estuvieron en relacién con la concentracion del insecticida, en tanto que los intercambios
cromatidicos y los anillos, no guardaron ninguna relacién con ella.

En las observaciones en anafase (Tabla 11B) la cantidad de células se mantuvo

constante, con una ligera disminucién en 700 mg/l; al igual que en metafase la
concentracion tuvo relacién con el incremento de las alteraciones.
Los puentes sencillos y fragmentos aparecieron en todas las concentraciones y mostraron
poca relacién con la concentracién, el insecticida produjo cromosomas con centrémetro
inactivado en todas las concentraciones, en relacién con ¢sta, disminuyendo ligeramente en
700 mg/l. Los isocromosomas aparecieron a partir de 300 mg/! sin relacién con la
concentracion del msecticida.

El Metomilo en los meristemos de 44 h, produjo alteraciones totales con relacién a
la concentracién y sus frecuencias fusron menores que en los meristemos de 18 h. Los
puentes sencillos aumentaron con la concentracién, al igual que los fragmentos presentes
en todas las concentraciones.

Los cromosomas con centrémetro inactivado se produjeron en todas las concentraciones y
aumentaron con €sta, los isocromosomas aparecieron a partir de 300 mg/l, fueron menos
frecuentes que en los meristemos de 18 h de recuperacion,

El Metomilo en Allium cepa tuvo un efecto parecido al que causé en Ficia, las
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aberraciones totales en metafase aumentaron con la concentracién pero con una desviacidn
estindar menor (Tabla 12A), los rompimicntos cromatidicos estuvieron en todas las
concentraciones y aumentaron sin relacidn con ésta.

La frecuencia y aparicién de los intercambios cromatidicos fue muy parecida a la
que se registrd en Ficia, con el mismo insecticida, los anillos solo aparecieron con la .
concentracion de 300 mg/1.

En anafase (Tabla 12B), las alteraciones totales aumentaron con la concentracidn
en los meristemos de 18 h de recuperacién, sin embargo las concentraciones de 500 y 700
mg/l mostraron frecuencias muy parecidas. Los puentes sencillos presentes en todas las
concentraciones mostraron relacidn con la concentracion.

Los fragmentos tuvieron frecuencias parecidas en las concentraciones de 50,100 y
300 mg/l, aumentaron en 500 mg/l y disminuyeron ligeramente en 700 mg/l. Los
cromosomas con ¢l centrémetro inactivado y los isocromosomas aparecieron también en
todas las concentraciones, su incremento tiene poca relacién con ésta.

En los meristemos de 44 h, las alteraciones totales tuvieron relacion con la
concentracion, pero la frecuencia fue ligeramente menor que en 18 h de recuperacién. Las
frecuencias de los puentes sencillos, de los fragmentos y de los cromosomas con
centrémero mactivado mostraron un comportamiento parecido que en 18 h de recuperacién
tanto en Allium como en Vicia. Los isocromosomas no se registraron en las
concentraciones de 50 y 500 mg/l.

Las aberraciones totales que produjo el Propoxur (Unden) en células en metafase
de Vicia faba (Tabla 13A), guardaron también una relacién de concentracion-efecto, pero
menos acentuada que los dos insecticidas antes descritos, hubo una disminucién en la
concentracién de 700 mg/l.

Los rompimientos cromatidicos fueron las aberraciones mas frecuentes,
aparecicron en todas las concentraciones pero sin relacién con ésta, los intercambios
cromatidicos aparecieron a partir de 300 mg/l, en tanto que los anillos solo se observaron
en 100 y 500 mg/l.

En los meristemos de 44 h de recuperacién las aberraciones totales mostraron
relacion con la concentracién hasta la de 300 mg/l, disminuyendo li geramente en 500 mg/l,
para nucvamente aumentar en la concentracion de 700 mg/1.

Los rompimientos cromatidicos fue la aberracién mas frecuente pero no guardd
relacién con la concentracion, los intercambios cromatidicos aparecieron a partir de la
concentracién de 100 mg/litro, los anillos solo se registraron en 300 y 500 mg/1.

En los registros en anafase (Tabla 13B), la cantidad de células se mantuvo
constante, notandose una ligera disminucién en 700 mg/], tanto en 18 como en 44 h de
recuperacion, el total de alteraciones tuvo un claro incremento con la concentracion, siendo
mas acentuado en 18 h de recuperacién, las mayores frecuencias de aberraciones en ambos
tiempos fueron los puentes sencillos con tendencia de concentracién-efecto.

Los fragmentos en 18 y 44 h de recuperacion aparecieron en todas las
concentraciones, pero sin relacién directa con la concentracién, las frecuencias en 500 y
700 mg/l fueron iguales en ambos tiempos de recuperacién. En los meristernos de 18 h de
recuperacion los cromosomas con centromero inactivado y los isocromosomas mostraron
un comportamiento parecido, no aparecieron en las concentraciones de 50 y 100 mg/l, y las
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de 300, 500 y 700 mg/1 su frecuencia fue muy parecida.

En los meristemos de 44 h de recuperacién los cromosomas con centrémero
inactivado al igual que los isocromosomas, solo se observaron en la concentracién de 500
y 700 mg/l,

Las aberraciones totales que el insecticida Propoxur produjo en las células de
Allium cepa en metafase en los meristemos de 18 h (Tabla 14A), fueron més irregulares,
aumento ligeramente la frecuencia en 100 y disminuyé en 300 mg/l; se volvié a
incrementar en 500, para disminuir ligeramente en 700 mg/l.

Los rompimientos cromatidicos disminuyeron en la concentracién de 300 mg/l a
valores mas bajos que los que se registraron en 50 mg/l, aumentaron en 500 mg/l y
disminuyeron ligeramente en 700 mg/l, en tanto que ios anillos y los intercambios
cromatidicos solo se presentaron en las concentraciones de 500 y 700 mg/l con una
frecuencia baja, algo parecido ocurrié con 44 h de recuperacion, pero aqui los intercambios
cromatidicos aparecicron a partir de 300 mg/], en tanto que los anillos solo se observaron
con 300 y 500 mg/I.

La cantidad de células en anafase se mantuvo mis o menos constante,
observandose una ligera disminucién en 100 y 700 mg/l en 18 h, las alteraciones totales
tuvieron un claro comportamiento de concentracidn-efecto.

Aqui también siguicron siendo los puentes sencillos las aberraciones mas
frecuentes, seguidas de los fragmentos y los cromosomas con €l centrémero inactivado, en
tanto que los isocromosomas se presentaron a partir de 300 mg/1 (Tabla 14B).

Las alteraciones totales en los meristemos con 44 h de recuperacion tuvieron un
comportamiento muy parecido a las que se observé en los meristemos de 18 h, las células
en anafase disminuyeron en 100 y 700 mg/l, los cromosomas con el centromero inactivado
y los isocromosomas fueron ligeramente mas frecuentes (Tabla 14B).

En gencral se puede considerar que las alteraciones inducidas en metafase por los
tres insecticidas fueron: rompimientos cromatidicos, anillos cromatidicos, intercambios
cromatidicos y las alteraciones en anafase: puentes sencillos y fragmentos, con un
comportamiento de concentracién-efecto tanto en Ficia Jaba como en Allium cepa.

El calculo de las rectas de regresion permite establecer las potencias citotdxicas,
notandose que el mas genotéxico es el Carbofuran, seguido por el Metomilo y el Propoxur
(Tabla 15), (Figs.14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25).

Los tres insecticidas presentaron efecto en los componentes quimicos del huso mitético o
en sus centros de organizacion, tanto en las células del haba como en las de la cebolla,
originando anafases multipolares, principalmente tripolares (Fig. 26).

Otra de las anomalias que originaron los insecticidas Yy que se observaron en
anafase fueron los rompimientos transversales del centrémero originando los
isocromosomas y los cromosomas con el centrémero inactivado (Gémez-Armoyo y
Villalobos-Pietrini 1983).

Con el Carbofurdn y el Propoxur a partir de la concentracién de 300 mg/l en la
cebolla se registraron células binucleadas, en el haba sélo se evidenciaron en dos de las
concentraciones mayores y en ninguno de los sistemas de prueba se observaron bimitosis.

S6lo con el insecticida Propoxur se indujeron C-mitosis en Allium en las
concentraciones de 500 y 700 mg/l después de 44 h de recuperacion.
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Microntcleos

El insecticida Carbofurdan en Vicia también produjo microniicleos en cantidades
estadisticamente significativas (p<0.05) en todas las concentraciones, con excepelion de
700 mg/l en los meristemos con 18 h de recuperacion y en los de 44 h las frecuencias de
microntcleos fuieron muy irregulares, siendo solo estadisticamente significativas en las
concentraciones de 50 y de 500 mg/1.

En las células de Alfium 1a aparicién de los micronticleos fie significativa, a partir
de la concentracién 100 mg/l en 18 h y en los meristemos con 44 h de recuperacién lo
fueron en todas las concentraciones pero sin relacién directa con la concentracion, ya que
por ejemplo la frecuencia de micronticleos fite mas alta en Ia concentracién de 50 que en la
de 700 mg/l, como se muestra en las tablas 16 y 17 (Figs. 27 y 28).

La frecuencia de micronticleos que el Metomilo produjo fue estadisticamente
significativa (p<0.05) a partir de 100 mg/l, con un ligero incremento con la concentracién
en los meristemos de Vicia, de 18 h de recuperacion y en los de 44 h, las frecuencias
fueron significativas en todas las concentraciones pero sin una relacién directa con ella.

En Allium la frecuencia de micronicleos tuvo aumento significativo con la
concentracion a partir de la concentracién de 100 mg/l. En los meristemos con 44 h de
recuperacion las frecuencias de micronvicleos, fueron estadisticamente significativas
(p<0.05) en todas las concentraciones. En 500 y 700 mg/1 los valores criticos fueron muy
altos, como ocurrié en 700 mg/l en las células con 18 h de recuperacion (Tablas 18 y 19,
Figs. 29 y 30).

El Propoxur provocé tanto en la cebolla como en el haba micronticleos y sus
frecuencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05) en todas las concentraciones,
pero sin una relacién concentracién-efecto, ya que los porcentajes de éstos en 50, 100 y
300 mg/l fueron muy parecidos, en las concentraciones de 500 vy 700 mg/l las frecuencias
de micronticleos mostraron un patrén parecido entre sf (Tablas 20 y 21, Figs. 31 y 32).

En Ia figura 33a y 33b, se muestra los micronticleos observados en las células en
interfase de Vicia fuba y de Allium cepa, respectivamente.

Indice mitdtico

La citotoxicidad evaluada a través del indice mitético, mostré que el insecticida
Carbofuran solo disminuyé significativamente (p<0.05) éste con la concentracién de 500
mg/l, en las células meristeméticas de Vicia faba, de 18 h recuperacion en tanto que a 44 h
la de 700 mg/l mostré ser citotéxica (Tabla 22 y Fig. 34),

En las células de Allium cepa, el indice mitético decrecid significativamente
(p<0.05) a partir de 300 mg/l, en 18 h de recuperacién con el Carbofurdn, mientras que en
44 h sélo tuvieron efecto las concentraciones de 500 y 700 mg/l (Tabla 23 y Fig. 35).

Con Metomilo en Vicia faba se nota que tanto en 18 como en 44 horas de
recuperacién el indice mitético se redujo significativamente (p<0.05) a partir de la
concentracion de 300 mg/l (Tabla 24 y Fig. 36), en tanto que en las celulas de Allium cepa
el insecticida, mostré efecto téxico a partir de 100 mg/l en 18 h de recuperacién, en tanto
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que en 44 h el efecto se notdé en todas las concentraciones con ma clara relacion
concentracidn-efecto (Tabla 25 y Fig. 37).

Los resultados obtenidos con Propoxur en Vicia Jaba (Tabla 26 y Fig. 38) indicaron
que el insecticida afect a partir de 300 mg/l en 18 h de recuperacién. En los meristemos
con 44 h de recuperacién el insecticida solo fue citotéxico en la concentracién de 700 mg/lL;
el mismo insecticida fue mas citotéxico en los meristemos con 18 h de recuperacion de
Allium cepa en donde alterd 1a proliferacién celular en todas las concentraciones, pero con
poca relacion con ésta, va que el indice mitético de 500 mg/] fue ligeramente menor que el
de 300 mg/l.

En los meristemos de 44 h de recuperacién el insecticida dnicamente fue citotéxico
en la concentracién de 700 mg/l, de manera parecida a lo que ocurri6 en el mismo tiempo
de recuperacion en Vicia (Tabla 27 y Fig. 39).
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Discusion

En las sociedades contemporaneas existen problemas importantes de salud publica, en
especial los asociados a la exposicién de agentes ambientales de naturaleza quimica y
fisica nocivos a la salud. Los agentes quimicos son en su mayor parte producto del
desarrollo industrial y tecnolégico y cada dia se incrementan en los paises en desarrolio
(Corey y Henao 1991).

En los paises de América gran parte de su actividad socioecondémica se relaciona
con los plaguicidas, tanto en su uso agricola como sanitario (OPS-OMS 1993).

América Latina posee una superficie potencialmente cultivable de 74 millones de
hectareas y se calcula que para el afio 2000 el 55%, estara siendo cultivada (FAQ 1981). El
uso de plaguicidas se ha generalizado a tal punto que su empleo en el mundo se incrementé
de 1.5 millones de toneladas en 1970 a 3 millones, en 1985 y se calcula en la década de los
afios 90 el gasto se duplicara.

Considerando el gasto en plaguicidas de los paises de la regién, vemos como éste
se ha incrementado, México casi lo triplicd pasando de 199 a 565 mllones de ddlares
durante el periodo de 1980 a 1990 (OPS 1993), ésto nos permite prever que st la politica
agricola del Pais continta, los plaguicidas aumentaran en el ambiente,

Aunado a lo antes mencionado, América Latina no ha resuelto los problemas de
salud publica de enfermedades transmitidas por vectores y huéspedes intermediarios, como
el paludismo, Chagas, oncocercosis, dengiie, filariasis, tripanosomiasis, etc., v la estrategia
para combatirlos ha sido a través de programas sanitarios utilizando plaguicidas. Se estima
que tan solo del Propoxur se utilizaron 86 913 kg. en los programas de Malaria en Centro
América, Costa Rica ademas empleo mezcla de Propoxur al 95% con malation al 55%
(2000 litros de cada uno) (OPS 1993).

La mayoria de los plaguicidas son de origen quimico sintético y para su venta
comercial, combinan un ingrediente activo, que esta elaborado para combatir determinados
tipos de plagas, con uno o varios ingredientes, que diluyen el producto téxico o constituyen
su excipiente. La Agencia de Proteccién Ambiental en los Estados Unidos (EPA), tiene un
registro de 1500 ingredientes activos de plaguicidas la mayoria de los cuales son
compuestos organicos, los formuladores mezclan los ingredientes activos con uno o varios
de los aproximadamente 900 excipientes para elaborar los 50000 plaguicidas comerciales
registrados para su empleo en los Estados Unidos (OPS 1993).

Meéxico cuenta con 104 plantas formuladoras con una capacidad total de
produccion de 220 000 toneladas de plaguicidas al afio y se hace también la sintesis de
medio centenar de ingredientes activos (Restrepo 1988, OPS 1993), ademas se ha
verificado a través de varios estudios en paises como Costa Rica, Brasil y México, que la
concentracion del ingrediente activo indicado en la etiqueta del producto formulado no
corresponde a la realidad en un porcentaje relativamente alto de los casos, presentindose
situaciones en que hay tanto exceso como defecto (OPS 1993). La tendencia general hacia
Ia disminucion del uso de plaguicidas muy persistentes como los organoclorado y a la
utilizacion de otros menos persistentes, sitilan a los carbamatos como muy importantes.
Los insecticidas carbamicos se utilizan de manera considerable en América Latina y el
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Caribe, mas de 35 000 toneladas por afio son empleadas tanto en la agricultura como en €l
control de vectores.

Meéxico es el pais en la regién de América Latina que mas los utiliza (IPCS/ WHO
1986), de aqui el interés particular por conocer su posible riesgo como agentes téxicos
ambientales o su influencia como carcindgenos y/o teratdgenos.

En este trabajo se presentan los datos de las actividades citotéxica y genotdxica de
tres insecticidas carbamicos utilizados en México: el Carbofuran (Furadan 350L) y el
Metomilo (Lannate L'V) empleados como plaguicidas agricolas y ¢l Propoxur con uso en
el hogar, en la jardineria, urbano y en la industria. Los tres insecticidas se ensayaron tanto
en Vicia faba como en Allium cepa, sistemas que se han incluido en el Programa de
Genotoxicidad de Estados Unidos de América (Ma 1982, Grant 1982), para la evaluacién
de mutidgenos ambientales.

El anilisis citogenético de los tres insecticidas carbamicos mostré en ambos
sistemas de prueba solo aberraciones de tipo cromatidico, que aparecieron entre las 18 y las
44 horas de recuperacion, lo cual significa que de acuerdo con el criterio de Kihlman et
al.(1978) los tres insecticidas tienen efecto retardado en cuanto a su aparicion.

Por ¢l hecho de que las aberraciones fueron de tipo cromatidico, no importa la
etapa del ciclo en que fue alterado el ADN, estas tuvieron un comportamiento S-
dependiente. Lo que sugiere que el Carbofuran, Metomilo y Propoxur actuaron a nivel de
hebra sencilla del ADN y para que la aberracion se expresara fue necesario que se llevara a
cabo la sintesis del mismo, asi las aberraciones que se observaron a las 18 horas de
recuperacion fueron inducidas en G, y al pasar por sintesis se hicieron evidentes en la
primera mitosis después del tratamiento, mientras que las que se apreciaron en 44 horas de
recuperacidn el dafio al ADN se provocd en G, y la aberracién se mostré en la segunda
mitosis después del tratamiento, una vez que hubo pasado por sintesis.

En experimentos in vivo con el insecticida Metomilo (IA) y su formulado
comercial Lannate 25, la formacidon de aductos de guanina (OH® d guanina) sélo fueron
formados con el Lannate (Bolognesi ef al. 1994), los mismos autores encontraron que los
dos compuestos producen aberraciones cromosdmicas y micronticleos, con una mayor
actividad clastogénica del Lannate 25.

En ensayos in vitro ( Bonatti et al. 1994) con los mismos compuestos, tanto el
Metomilo como el Lannate 25 indujeron aberraciones cromosémicas y micronticleos
dependientes de dosis, s6lo el Lannate 25 indujo dafio oxidativo al ADN. Los intercambios
de cromatidas hermanas no fueron positivos con ninguno de los dos compuestos.

Se ha sugendo que el dafio oxidante al DNA puede ser la causa probable que origina los
rompimientos de una hebra en la molécula y un factor importante en la potenciacién de los
dafios genotdxicos y carcindgenos (Fraga et al. 1990).

Por lo mencionado antes, asi como por los resuitados encontrados en este trabajo
fue posible inferir que probablemente también los formulados del Carbofuran, Metomilo y
Propoxur fueron los que actuaron indirectamente a través de la formacién de radicales
hidroxilo (Fraga et al 1990, Bonaiti et al. 1994) y que posiblemente estos fueron
responsables de la actividad genotdxica de los tres insecticidas, pero también de su efecto
en ofras moléculas especialmente enzimas como dismutasa superoxidasa, catalasa y
glutation transferasa (Rannug y Rannug 1984), a las que inhibieron o potenciaron a través
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de procesos oxidantes, explicando asf las actividades citotdxica y fisiolégica que tuvieron
los tres insecticidas en las células de las raices de Vicia faba Y Allium cepa.

Los resultados obtenidos con Metomilo en su formulacién Lannate LV en este
trabajo coincidieron con los encontrados previamente por Valencia-Quintana ef al. (1993),
con Lannate 90 en Vicia faba donde se observé también un efecto S-dependiente.

En el presente estudio se noté que el Metomilo indujo las mayores frecuencias de
aberraciones, sin embargo el Propoxur causé dafio mas elevado a niveles del centrémero y
del huso mitdtico. Venkat ef al. (1995) al evaluar la genotoxicidad de diversos insecticidas
(entre los que se incluyeron los tres de este trabajo) con el cromoensayo a través de la
actividad de la B-galactosidasa en Escherichia coli encontrd que es el Metomilo el que
provoc6 mayor actividad genotdxica de los tres, solubilizados en dimetil-suféxido
(DMSO), pero tuvo la mas baja cuando se utilizé al taurocolato como disolvente. Por lo
anterior a los tres insecticidas se les considera como mutigenos débiles, comparados con la
elevada actividad que causaron otros insecticidas como ¢l Aldicarb sulfona (4 135
unidades/ mol-actividad de la enzima, disuelto en DMSQ) y el Malatién (3 765 unidades de
actividad disuelto en taurocolato).

El Carbofurén indujo efecto mutagénico directo en la prueba de Ames (Moriya et
al. 1983) pero s6lo en las lineas bacterianas que detectan corrimiento de bases (frameshift)
y su actividad no aumentd con la adicién de la fraccidn microsdmica S9. En este mismo
sistema tanto el Propoxur como el Metomilo no fueron mutagénicos.

Por otro lado, el efecto genotéxico del Carbofuran grado técnico y comercial
resulté negativo en Salmonella typhimurium y en Saccharomyces cerevisiae sin y con
activacion metabolica de enzimas microsémicas de higado de rata y la fraceion IS de Zea
mays (Gentile ef al,. 1982), lo cual difiere de los resultados positivos encontrados por
Moriya et al,. (1983) y Venkat et al. (1995). Este mismo insecticida ha sido también
positivo en cebada en la induccién de aberraciones cromosémicas (Posztait.1983) y en este
trabajo tanto en Vicia como en Allium, en donde produjo aberraciones cromatidicas en
todas las concentraciones ensayadas y microniicleos.

En el andlisis de las aberraciones cromatidicas inducidas por el Carbofuran en
Hordeum vulgare (Posztai 1983), no se sefiala la presencia de isocromosomas ni de
cromosomas con centromero inactivado que se han observado en la presente investigacion
(Tablas 9 y 10).

Para el caso del Propoxur se ha descrito que no es mutagénico en Escherichia coli
y en Bacillus subtilis con activacién metabdlica de higado de mamifero (Shirasu et
al.1976, Brusick et al. 1980) y en Salmonella typhimurium con y sin la fraccién S9 de
mamiferos (Blevins et al. 1977a,b, De Lorenzo et al. 1978, Shirasu ez al. 1982), ni en el
ensayo de conversién mitética en Saccharomyces cerevisiae (Siebert y Eisenbrand 1974).

El Propoxur tampoco indujo micromicleos ni mutaciones letales dominantes en
ratones (Seiler 1977, Tyrkiel 1977), no provocd intercambio de cromatidas hermanas
(ICH) en cultivo de linfocitos (Gonzélez-Quirasco 1991, Calderén-Segura 1993, Gémez-
Arroyo et al. 1995), pero en este mismo sistema Gonzdlez-Cid e al. (1990) obtuvieron
resultados positivos en la induccién de cromatidas hermanas.

- De acuerdo con VenKat ef al. (1995) y los resultados obtenidos en este estudio
(Tablas 13 y 14), es posible considerar que el Propoxur no tiene efecto mutagénico directo
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¥ que son los metabolitos formados por las plantas los que provocan tanto aberraciones
cromosémicas como ICH (Salomén 1987, Calderén-Segura 1993, Gémez-Arroyo ef al.
1995).

Para ¢l caso del Metomilo posiblemente también son sus metabolitos los que tienen
accion genotdxica, esto se apoya en los datos de Valencia-Quintana ef al. (1993) y
coinciden con los encontrados en el presente estudio con Vicia Jaba y Allium cepa (Tablas
6, 11 y 12). Los resultados de Bonatti ef al. (1994) que obtienen con Metomilo en su
formulacion Lannate 25 en cultivo de linfocitos de 48 h y en donde a través de un testigo
con estireno son comprobados existencia del metabolismo en el sistema. Las aberraciones
observadas fueron de tipo cromatidico y se incrementaron cuando aumenté la
conceniracion, que coincide con los datos obtenidos en el presente trabajo (Tablas 6, 11 y
12). Sm embargo, las aberraciones de tipo cromosémico que Bonatti ef al, (1994) describe
con el Lannate 25, no fueron observadas en haba ni en cebolla, con el Lannate LV de este
estudio.

Como se evidencia en la tabla 6 de otras investigaciones con Metomilo en su forma
pura o su presentacién comercial de Lannate mostraron resultados positivos en los sistemas
que metabolizan el insecticida.

En vista de que tanto las alteraciones totales observadas en anafase como en
metafase se presentd una relacién de concentracién-efecto para ambos sistemas con los tres
plaguicidas, se calcularon las rectas de regresién con la finalidad de obtener las potencias
genotoxicas, indicando al Carbofuran como mas genotéxico (Tabla 15), (Figs. 14 a 17),
seguido por el Metomilo (Figs. 18 a 21) y el Propoxur (Figs. 22 a 25) en metafase.

El Propoxur presentd los valores mas altos en anafase (Tabla 15) sin embargo
debido a que las pendientes de las rectas fueron muy ligeras, encontrandose en el orden de
decimales por mg/l, fue posible considerar débil la potencia genotéxica, de estos
insecticidad tanto en Vicia como en Alfium (Figs. 18-21), lo que confirmé la conclusién de
Venkat et al. (1995).

Por otra parte, se ha descrito que varios plaguicidas carbamicos actian como
veneno para los microtibulos de manera reversible provocando aneuplodias y/o disturbios
de la mitosis (Coss et al. 1975, Oliver et al. 1978, Roth ef al. 1982, Wiedenmann ef al.
1990, De Ia Torre 1994). Es sabido que el Carbofuran inhibe la polimerizacién in vitro de
la tubulina para la formacién de los microtibulos (Stehrer-Schmid y Wolf 1995), en el
mismo trabajo se describié que concentraciones menores del insecticida originaron los
mismos efectos con el transcurso del tiempo, en comparacién con los observados de
inmediato en las concentraciones mayores (500 y 5000 pmol/).

Los efectos de C-mitosis referidos para algunos carbamatos (Kappas et al. 1974,
Banduhn y Obe 1985, Rao et al. 1988) y para Metomilo (Bonatti ef al. 1994), sélo fueron
registrados con Propoxur en las células de Allium cepa.

La prueba de micronticleos tanto ir vivo como ir vitro es una forma indirecta pero
rapida de medir la actividad genotdxica de agentes quimicos y otros factores ambientales
que inducen aberraciones cromosémicas tanto estructurales como numeéricas, se realizé la
tincién de bandas C, para identificar la heterocromatina del centrémero. Banduhn y Obe
(1985) al utilizar esta tincién encontraron que los micromicleos provocados por el
carbamato Benomil dio positivos en 50% para la tincion.

44



Otros carbamatos han sido también inductores de pérdida de cromosomas en
diferentes organismos (Quinlan er al. 1980, Wood 1982). Los microniicleos que el
Metomilo y su presentacién comercial Lannate 25 indujeron en linfocitos (Bonatti 1994),
fueron CREST-positivos y CREST-negativos (Tincién fluorescente con anticuerpos anti-
cinetocoro), sin embargo el Lannate produjo mayor cantidad de micronticleos CREST-
negativos, indicando que tiene una mayor actividad clastogénica que el Metomilo y éste
tiene una mayor actividad sobre el centrémero (Cinetocoro).

Podemos decir que tanto el insecticida Metomilo y su presentacién comercial de
Lannate 25, indujeron microntcleos, por su actividad clastogénica y por su accién sobre el
centrémero, siendo mas clastogénico el Lannate 25.

De lo antes mencionado y de la observacién de micronticleos de tamafios muy
diferentes, que se observaron en las células en interfase del haba y de la cebolla (Fig. 26 ),
es posible que éstos proceda de eventos diferentes: de la actividad clastogénica v de la
accion que tuvieron sobre el centrémero los tres insecticidas.

Aunque en el presente trabajo no fue el objeto de realizar una evaluacién del
origen de los micronticleos por su tamafio, algunos autores han establecido, que cuando el
micronicleo es pequefio, éste es resultado de la actividad clastogénica del agente quimico
y cuando éste actlia en el centrémero o las proteinas del cinetocoro, se afecta la interaccién
con las fibras del huso, y entonces el microniicleo es més grande (Heddle y Carrano 1977,
Yamamoto y Yasumoto 1980).

Con base en lo anterior, es probable que los micronticleos grandes que originan los
insecticidas usados en este trabajo fueran cromosomas con el centrémero inactivado y los
pequefios estuvieran formados por fragmentos acéntricos, lo cual explicarfa la falta de
correlacion concentracion-efecto que se observé en el presente trabajo.

Otros insecticidas carbamicos como el Benfuracarb, Carbosulfan y Furatiocarb han
dado resultados positivos en la prueba de micronucleos en eritrocitos policromaticos de
ratdn, sin correlacién de dosis-efecto (Stehrer-Schmid y Wolf 1995). Estos tres insecticidas
y el Carbofuran también inhibieron la formacién de microtibulos in vitro en la tubulina de
cerebro porcino, afectando tanto el grado de polimerizacién como su velocidad (Stehrer -
Schmid y Wolf 1995).

El Carbofurdn y el Propoxur originaron células binucleadas tanto en haba como en
cebolla, lo que indicéd que estos insecticidas provocaron efecto sobre los componentes de la
placa celular, esta acci6n ha sido previamente descrita para varios carbamatos (Banduhn y
Obe 1985, Rao et al. 1988, Hummelen et al. 1995).

Los meristemos de la raiz de Vicia faba y de Allium cepa mostraron una dindmica
de proliferaciéon constante en su duracién cuando las condiciones ambientales
permanecieron constantes (Giménez-Martin ef al. 1977, Sans ef al. 1980, Gémez-Arroyo ef
al.1995 ), de tal manera que los cambios en la relacién de células en interfase y las que
estaban en mitosis, permitieron inferir si hubo efectos de las sustancias probadas en el
presente estudio. )

El Metomilo y el Propoxur causaron disminucién de los indices mitéticos del haba
y de la cebolla (Tablas 24, 25, 26 y 27), siendo en ésta tiltima la mas afectada.

En tanto que el Carbofurdn (Tabla 22) sélo tuvo efecto en las concentraciones de
500 y 700 mg/1 (18 y 44 h respectivamente) en las células de Vicia, Allium también resulté
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ser mas sensible, registrandose efectos en la proliferacion a partir de 300 mg/1 (Tabla 23).

Los carbamatos han sido descritos como inhibidores de diferentes enzimas y
supresores de la sintesis de ADN (Clemons y Sisler 1971, Davidse 1973, Hammerschlang
y Sisler 1973, Kappas et al. 1974, Rannug y Rannug 1984, Pandita 1988). Con el
Carbofuran se ha demostrado en estudios con proteinas humanas i vitro que se enlazd en
1.4 % a lipoprotefnas de baja densidad y en 1.8 % a las de alta densidad, el resto del
insecticida se uni6 a la albumina (Baron 1991).

Por todo lo referido hasta aqui se puede considerar que los tres insecticidas
Carbofuran, Metomilo y Propoxur constituyen un riesgo genotoxico para la salud, por su
amplio uso y por la gran diversidad de las formulaciones que existen de cada uno de ellos,
especialmente del Propoxur y del Carbofuréan.

La aplicacion de los insecticidas para cualquiera de sus usos es el formulado, que
es la mezcla del plaguicida grado técnico (Méxima concentracién del ingrediente activo
obtenida como resultado final de su fabricacién) con uno o mas sustancias, como son las
arcillas minerales, agentes de superficie, tintes, etc. para hacer itil y eficaz el ingrediente
activo. De los trabajos de Bolognesi er al. (1994), se desprende que el insecticida
Metomilo (IA) no causa los aductos al DNA, pero si el Lannate 25, y son probablemente
los ingredientes del plaguicida formulado los que potencian la actividad genotoxica y dafio
directo al ADN.

Bolognesi ez al. (1994) y Bonatti et al. (1994) encontraron que tanto el Metomilo
como el Lannate fueron positivos en el rompimiento de hebra al ADN y en la induccién de
aberraciones cromosdmicas y microntcleos, el Carbofurin como ingrediente activo,
inhibio la polimerizacion de la tubulina (Stehrer-Schmid y Wolf 1995), por lo que no se
pudo descartar que también los ingredientes activos fueran responsables de la actividad
genotoxica y que en algunos insecticidas, los ingredientes de los formulados potenciaran
esta actividad. .

No se puede ignorar que los insecticidas son en su mayor parte utilizados como
formulados y los efectos adversos a la salud pueden deberse también a impurezas, como
ocurre con las dioxinas en ciertos herbicidas de tipo clorofenoxi, la etilentiourea en los
fungicidas a base de bisditiocarbamatos (OPS 1993).

Es importante resaltar que el Propoxur constituye un mayor ricsgo genotéxico para
la salud, ya que es considerado el menos téxico de los tres y por lo mismo se le utiliza
ampliamente en el hogar, en lugares piiblicos, etc.

El Propoxur forma de los insecticidas utilizados en los Programas de Malaria en
Centro América (OPS 1993). En estudios de exposicién doméstica a plaguicidas en
Estados Unidos de América, el Propoxur se incluyé entre los siete insecticidas mas
utilizados, indicando que este se encuentra en el aire, contribuyendo de manera
significativa a la exposicién por inhalacién e ingestién, en especial en el caso de nifios
pequefios (Baker 1990, citado en OPS 1993).

Tanto Vicia faba como Allium cepa resultaron ser excelentes sistemas para la
deteccioén de aberraciones en los cromosomas y de alteraciones fisiolégicas que produjeron
los insecticidas estudiados, sin embargo es posible considerar que las observaciones en
metafase, fueron mejores en Vicia, ya que hay adecuada separacién de los cromosomas que
facilité su registro, con la cebolla los cromosomas en metafase estuvieron menos dispersos,
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a pesar que el meristemo es mas blando y se siguié la misma técnica para hacer las
preparaciones que con el haba. Las diferencias de tamafio de los micronticleos fueron
también mejor observado en el haba,

El protocolo de Vicia faba recién ha sido evaluado dentro del Programa
Internacional de Seguridad Quimica (IPCS), los seis laboratorios que participaron en la
evaluacion de aberraciones cromosémicas de cuatro sustancias quimicas, ensayadas en las
puntas de la raiz del haba dieron resultados iguales para las cuatro sustancias (Sandhu ef al.
1994).

La cebolla resultd ser mas sensible para la evaluacién de citotoxicidad a través del
indice mitotico, asi como de la manifestacién de alteraciones en anafase. También se
observé mas homogeneidad de los datos de un meristemo a otro, con un mismo bulbo de
cebolla. Sin embargo los tiempos fueron mas largos para la obtencién de meristemos que
con ¢l haba y con muchos bulbos éstos no se obtuvieron.
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Conclusiones

Con los resultados obtenidos en la investigacién se puede concluir lo siguiente:

L

oo

10.

Los insecticidas Carbofuran (Furadan 350L), Metomilo (Lannate LV) y Propoxur
(Unden 50) tienen actividad genotéxica y producen aberraciones cromatidicas
estadisticamente significativas (p<0.05) en las células meristematicas de la raiz de
Allium cepa y de Vicia faba.

Los tres insecticidas ademas de ser clastogénicos, poseen actividad sobre el cinetocoro
0 sus proteinas, ya que se observaron cromosomas con centrdmero inactivado.
Evidencian actividad en los centros organizadores de los microtibulos y
probablemente interaccionan con la tubulina.

Los tres insecticidas son S-dependientes en cuanto a la induccién de aberraciones y
pueden ser considerados como promutigenos activados por el metabolismo vegetal.
Elmas genotdxico de los tres es el Carbofuran

El mas citotoxico mostro ser el Propoxur, a pesar de ser considerado el menos téxico
de los tres.

Vicia faba durante este estudio se presenté como un mejor sistema para observacién
de aberraciones en los cromosomas metafésicos que Allium cepa.

Allium cepa resultd ser mas sensible que Vicia, para evaluar la citotoxicidad.

Los meristemos de las raices de Allium y de Vicia mostraron capacidad enziméatica
para metabolizar los insecticidas.

Tanto Vicia como Allium fueron eficientes para evaluar los efectos genotéxicos de los
tres insecticidas.
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ANEXOS

Tablas y figuras



ACIDO CARBAMICO

N-METIL

N, N-DIMETIL

Sustituyentes

R,R'= CHy-, CH3CHy"

1 Alquilo.

I1I. Fendlicos

TI1. Naftolicos.

I1V. Benzofuranilicos

Fig. 1 Estructura del 4cido carbamico y de los principales sustituyentes en las posiciones
amino y carbamoilo en los insecticidas carbdmicos (Baron 1991).
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Fig. 2 Estructura quimica de la acetilcolina y de algunos insecticidas carbamicos (Baron 1991).
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Fig. 3 Insecticidas carbamicos derivados de las oximas alifiticas (Baron 1991).
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a) Acetilcolina (Ach)

.;— - ' O +
chE _
T ‘ _ H oA‘r—————* He—C) + HO—CHy—CH, N —(CRyl 4 1
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Grupo de enlace

b) Acetilcolinesterasa (AchE)
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CH,

Fig. 4 a) Hidrolisis del neurotransmisor acetilcoling por la enzima, b) enzima acetilcolinesterasa (AchE)
(Aldridge y Reine 1972).
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Fig. 5 La acetilcolina neurotransmisor en terminal
3 ( I : es de fibras pre y post ganglionares parasimpati
unién con muscule esquel€tico v algunas sinapsis del sistema nervioso central (Core? 199 1)-pat1<:85,
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Fig. 6 Mecanismo de inhibicién de AchE, por ésteres de carbamato (Reiner y Aldridge 1967, Aldridge y
Reiner 1972).
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Fig. 7 Principales reacciones catalizadas por enzimas microsomales. A. O-desalquilacién (1), B.

Oxidacién dependiente de citocromo P-450 (2), C. Hidroxilacién del anillo (3) y D. Hidroxilacién
de 1a cadena (4).

1) Kapoor ef al. 1970

2) Hodgson y Casida 1961, Strother 1972

3) Dorough y Casida 1964, Dorough 1970, Hutson 1981
4) Dorough y Casida 1964, Hutson k981
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Fig. § Metabolismo del Carbofuran. Es muy similar en rata, raton y vaca (M) y en vegetales como alfatfa,

haba y tabaco (P). La principal reaccion €s una hidroxilacion que ocuire

en el carbono 3 de la

estructura dimdrobenzofurdn dando el derivado (I) 2,2 dimetil-3 hidroxi 7 benzofuranil metil
carbamato, que se oxida a (I 2 dimetil, 3 oxo, 7 benzofuranil metil carbamato. También hay

hidrolisis del enlace ester a (110 2,2 dimetil benzofuran 7 lo que por reacciones de oxidacién y

adicion forma (IV) del metabolito 2,2 dimetil 7 benzofuranil metanol carbamato. El (V) 2,2 dimetil

3 hidro 7 benzofuranil metanol carbamato se forma por hidroxilaci
desmetilacién de (I). También s€ forman por reduccion (VI) 2,2 dimetil benzofuran

én de (IV) e hidroxilacién y
3, 7 diol ¥

(VD) 7 hidroxi-2,2 dimeti] benzofurdn-3. Todos los metabolitos sufren reacciones de conjugacién

(Metcalf ef al. 1966).
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Fig. 9 Metabolismo del Propoxur en ratas, las principales reacciones de degradacion son Ia despropilacién
para formar M3 (2 hidrodifenil metil carbamato), que por desmetilacion e hidrélisis da M1 {O-
hidroxifenol). Hidrolisis del enlace ester M2 (O-Isopropil eter fenol), hidroxilacién del anillo en las
posiciones 5, M6 (2 Isopropil eter-5 hidroxifenil carbamato), 4 M4A (2, Isopropil eter metoxi
carbamato) y 3, M7A (2 Isopropil eter-3 hidroxifenil metil carbamato. También se forman por
hidroxilacién el M5 ((2 Isopropil eter fenil metoxicarbamato), MS3 (2 Isopropil eter-5 hidroxifenil
metoxi carbamate), MS4 (2,5-dihidroxi fenilmetil carbamato), M6CII (2 Isopropil eter-5
hidroxifenil carbamato), M7 (2 Isopropil eter 4 hidroxi fenol) v 2 Isopropil eter 3-hidroxd fenol
(Eben ef al. 1984 citado pro FAQ/WHO 1989).
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Fig. 10 Metabolismo del Propoxur (2 Isopropal eter benzofuramil metil carbamato) en insectos (1) v el
sistema microsdmico-NADP de Culex pipiens fatigans (m), es oxidado a Ia forma hemiacetal, A,
(2 Isopropil hemiacetal benzofuramil metil carbamato), por hidrolisis del enlace éster se produce
B (2-Isopropoxi fenol metil carbamato), 1a posicion 5 del anillo es selectivamente metabolizado
en insectos. Por hidroxilacién se forma C (2 isopropil eter 5 hidroxi benzofuranil metil
carbamato), D (2 Isopropil eter benzofuranil metanol carbamato) y por deshidroxilacién E (2
Isopropil eter benzofuranil carbamato (Baron 1991),
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Fig. 11 Productos de oxidacion hidrolisis del Carbofurdn. En las reacciones de oxidacién participan las
enzimas oxidasas de funcién mixta v en las de hidroxilacion las esterasa: El Carbofuran (I) es
hidroxilade a 2, 3 dihidro-3-hidroxi 2, 2-dumetil-7 benzofuranil-metilcarbamate (1) que por
oxidacién forma 2, 3-dihidro-2, 2-dimetil-3-0x0-7 benzofuranil metilcarbamato (III). Por hidrélisis
se forman el 2,2-dimetilbenzofuran 7-ol (IV), 2,2-dimetilbenzofuran-3-7-diol (V) y 7-hidroxi-2,2,
dimetilbenzofuran-3 (VI) (Tannock y Wessels 1981).
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Fig. 12 a) Complemento cromosémice de Vieia Jaba (2n = 12), conteniendo un par de cromosomas
metacéntricos con una constriccion primaria en Ia regién del organizador nucleolar indicado por

las flechas y cinco pares de cromosomas submetacentricos, b) ciclo celular de Vicia Jaba a 19°C
(Evans y Scott 1964).
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M = Mitosis

Gy= Periodo presintético
S = Periodo sintético
G;= Periodo postsintético

Fig. 13 a) Complemento cromosémico de Allium cepa (2n = 16), conteniendo cinco pares de
Cromosomas metacéntricos, dos pares submetacéntricos y un par acrocéntrico con
Satélites situados en ¢l extremo del brazo corto indicado por la flecha. b) ciclo
Celular de Allium cepa a 21°C (Matagne 1968 en Khilman 1984).
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Figura 14. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas
de raices de Vicia faba tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Carbofuran
y con 18 h de recuperacion.
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Figura 15. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas
de raices de Vicia faba tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Carbofuran
y con 44 h de recuperacién.
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Figura 16. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristeméticas de raices de Allium
cepa tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Carbofuran y con 18 h de recuperacion
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Figura 17. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristeméticas de raices de Allium
cepa tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Carbofuran y con 44 h de recuperacion
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Figura 18. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de raices de Vicia faba
tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Metomilo y con 18 h de recuperacion
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Figura 19. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de raices de Vicia faba
tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Metomilo y con 44 h de recuperacion

82



10 4

Y=3.05 + 0.23X

*Metafases
+Anafases

T e Y=2.01 +0.23X .

Alteraciones Totales (%)
\® \
_\_L

0 _ i _ u _ I I k I _ _ _ _
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550 600 650 700

Metomilo (mg/l)

Figura 20. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de rafces de Aflium
cepa tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Metomilo y con 18 h de recuperacion
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Figura 21. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de raices de Aflium
cepa tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Metomilo y con 44 h de recuperacion
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Figura 22. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de raices de Vicia faba
tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Propoxur y con 18 h de recuperacién
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Figura 23. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de raices de Vicia faba
tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Propoxur y con 44 h de recuperacion
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Figura 24. Alteraciones en anafase y aberraciones en metafase en células meristematicas de raices de Alfium
cepa tratadas 4 h con diferentes concentraciones de Propoxur y con 18 h de recuperacién
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de algunos insecticidas Carbamicos. Ingredientes
activos y sus nombres comerciales.

Nombre del
producto ?

Formula
molecular

Peso
molecular

Presion de
vapor
(25°C)

Solubilidad en
agua

Carbofuradan
Furadan
Yaltox
Curater
1563-66-2

CI2H]5NO3

221.28

2.7mPa
a33°C

0.07 %

Metomilo
Lannate
Methomy'!
Metox
Nasamil
Nudrin
Metavin
16752-77-5°

CsHmNgOg S

165.2

6.65 mPa
a25°C

5.8%

Propoxur
Unden
Baygén
Blattanex
Johnson Raid
Proxurvel
Roach Finish
Sendran
Tendex
Aprocarb
114-26-1°

CHHISNOB

209.27

1.3 Paa 120°C

0.2%

# -A-S8-No = No. de registro

%0




Tabla 2. Metabolitos de Propoxur marcados con '*C, colectados en la orina de ratas.

Metabolitos % de "“C
M1 7.0 - 15.5
M2 17.2 - 25.2
M3 22.2 - 30.2
M4 0.6 - 2.5
M5 14.0 - 16.3
M6 4.5 - 7.9
MS3 0.3 - 1.2
M7 14.0 - 16.3
M7A 5.9 - 8.3
M8 1.7 - 4.1

(Karl 1986, Karl y Schneider 1987)
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Tabla 3. Toxicidad oral y dérmica en ratas de algunos insecticidas carbamicos.

Carbamato LDs, (mg/kg peso) Tipo de plag. Categ.toxYWHO
oral dérmica {CICOPLAFEST)
Carbofuran 6-14 3400 Insecticida-nematicida de | IB (altamente toxico)
(rata) (conejos) |contacto, ingestién y
15-19 sistémico
(perros)
Metomiio 17-24 >5000 Insecticida de contacto 1B
(rata) {conejos)
Uso: Agricola y pecuario
Propoxur 80-91 1000-2400 |Insecticida de contacto e | If {(moderadamente
(rata) (rata) ingestion toxico)
100-109 Uso: Pecuario, doméstico,
(ratdn) urbano e industrial
40 (cuyo)

Fuente: Organizacién Mundial de la Salud, WHO (1986).

Comisién Intersecretarial para el Contrel del Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas,
CICOPLAFEST (1992).
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Tabla 4. Uso agricola de los plaguicidas Carbofurdn y Metomilo.

Hortalizas Basicos Forrajes |Industriales | Frutales
Plaguicidas 11213(4(5(6[12|3{4(5i6] 1 211123 1
Carbofuran |[x|x|x x| |x|x[x X X | x| x X
Metomilo X|x|xix{x|[xIx|xix|x|[x|xi x X X
Hortalizas Basicos Forrajes Industriales Frutales

1. Calabacita 1. Arroz 1. Alfalfa 1. Cafia de aziicar 1. Mango

2. Chile 2. Frijol 2. Pastos 2. Café

3. Melon 3. Maiz 3. Cacao

4. Papa 4. Sorgo

5. Pepino 5. Soya

6. Sandia 6. Trigo

Fuente Direccion General de Sanidad Vegetal.
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TABLA 5. Genotoxicidad de Metomilo (Lannate) en Procariotes

Organismo Efecto Pureza del Activacion Ref.
genético compuesto metabélica
con sin
S. typhimurium Mutacién 99 - - 1
TA 100,1535 reversa
1537,1538
S. typhimurium Mutacién 95 - 2
TA 98,100,1585 reversa
,157,1538
S. typhimurium Moutacion no especificado - - 3
TA98,100,1535 reversa
1537, 1538
E. coli WP2 Mutacion 99 - - 1
reversa
E. coli WP2 Mutacién no especificado - - 3
reversa
E. coli WP2 Toxicidad 99 - - 1
diferencial
B. subtilis Toxicidad 99 - - 1
diferencial

1) Simmon ef al.,1976,1977
2) Blevins et af, 1977
3) Moriya et al., 1983
- = Resuliados negativos.
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Tabla 6. Genotoxicidad de Metomilo en Eucariotes

Organismo Efecto genético | Pureza del compuesto | Activacion | Ref.
metabdlica
Con Sin
S. cerevisiae mutacion reversa metomilo (no + - 1
especificado)
S. cerevisiae Entrecruzamiento metomilo 99% - - 2
mitdtico
CHO V79 Resistencia- metemilo (no - - 3
ouabaina especificada)
D. melanogaster Letales recesivos lannate 20 - 4
In vivo Ligados al sexo {metomilo)
D. melanogaster Recesivos letales lannate 20 - 5
(larva) in vivo ligados al sexo
D. melanogaster recesivos letales lannate 20 - 6
In vivo ligados al sexo
Linfocito Intercambio de metomilo no especificado + 7
humanos cromaticas
in vitro hermanas (ICH)
Linfocitos ICH metomilo 99% - 8
humanos aberraciones +
in Vitro Cromosomicas
micronicleos +
linfocitos ICH [annate 25 - 8
humanos Aberraciones + .
in vitro cromosdmicas
microniicleos -
células Aberraciones lannate 20 + 5
germinales de cromosomicas
ratdn in vivo
médula osea de Micronticleos metomilo 99% + 9
raton in vivo lannate 20 +
Vicia faba Aberraciones lannate 20 + 10
cromosdmicas
Vicia faba Aberraciones lannate 90 + 11
cromosoémicas

1}  Guerzonieral, 1976

2}  Sunmon et al, 1976, 1977
3)  Waojciechowski ¢ al., 1982

Valencia 1981, Sandhu er af , 19835
Hemavathy y Krishamurthy 1987

Debuyst y Van Larebeke 1983

4)

3)

6}  Gopalan y Njag1 1981
7

8) Bonattietal, 1994
9) bolognesieral, 1994

10y Njagi y Gopalan 1981

1{} Valencia-Quntana et gl 1993
+ = resultados positivos

- = resultados negativos
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Tabla 7. Genotoxicidad de Propoxur (Baygon) en Procariotes.

Organismo Efectos Pureza del Activacion Ref.
genéticos compuesto metabolica
% con sin
S. typhimurium’ mutacion reversa 95 - - 1
S. typhimurium’ mutaci6n reversa 98 - - 2
S. typhimurium’ mutacién reversa 96 - - 3
S. typhimurium' mutacién reversa 97 - - 4
S. typhimurium’ mutacion reversa 99 - - 5
Escherichia coli mutacién reversa no - - 6
especificado
Escherichia coli’ mutacion reversa 98 - - 7
5. typhimurium* 7
Escherichia coli’ mutacidn reversa 98 - - 8
S. typhimurium ’ - - 8
Escherichia coli’ pol - Al 98 - - 9
Bacillus subtilis™ ensayo Rec + 98 - - 16
ensayg Rec - 08 - -

1) Blevins et al, 1977
2) Inukai e Iyatomi 1978
3) De Lorenzo et al., 1978
4) Jaszezuk ef al., 1979
5) Herbold 1982

6) Shirasu et o, 1976

7) Shirasu et af , 1979
§) Ohta y Moriya 1983
9) Herbold 1983

10) Ohta y Moriya 1983
+ = resultados positivos
- = resultados negativos

El testigo positive dio + en ¢l sistema
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Tabla 8. Genotoxicidad de Propoxur (Baygon) en Eucariotes,

Organismo Efecto genético Pureza Activacion
indicador % metabolica
con sin
Saccharomyces conversidn génica 99.8 -
cerevisiae
Fibroblastos humanos | rompimiento de tira 95 -
simple
Ratones machos y Microntcleos ? -
hembras’
Ratones machos’ letales dominantes ? +
Ratones machos letales dominantes 99.2 -
Ratones machos” y Micronicleos 99.2 -
hembras
S. cereviciae’ ensayo de reversidn 99.8 - -
Linfocitos humanos” ICH 99.6 - -
Células CHO' ICH 99.6 - -
Espermatogonias citogenético 99.6 - -
de criceto chino
Criceto chino médula citogenético 99.6 - -
osea™
Hamster chino’ citogenético 99.6 - -
médula osea
tCélulas CHO' aberraciones 97.8 - -
Cromosomicas
Células CHO' HGPRT 99.6 - -
Linfocitos humanos ICH y micronficieos ? +
Linfocitos humanos ICH 98 -
Linfocitos humanos ICH 98 + -
Vicia faba ICH 98

CHO = Células de ovario de Criceto chino.
ICH = Intercambio de cromaticas hermanas
HGPRT = Hipoxantina fosforil transferasa

+ =resultado positivo
- =resultado negativo

* = Ef control positivo dio resultados + en ef sistema
9) Herbold 1985¢

10) Herbold 1986

11) Herbold 1988

12) Putman y Morris 1988

13) Lehn 1988

14) Gonzélez - Cid er al, 1990
13) Gonzalez - Quirasco 1991
16) Gomez — Arroyo, et al., 1993

1) Siebert y Eiserbrand 1974

2) Blevins 1977
3) Seiler 1977

4) Tyrkiel 1977
5) Herbold 1980a
6) Herbold 1980b
7Y Herbold 1985e¢
8} Herbold 1983d
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Tabla 9. Alteraciones en los cromosomas de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4 h con Carbofuran en su
presentacion comercial Furadan 350L a diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion. Anilisis en
metafase (a) y en anafase (b)
A B
Tiempode  Conc. Aberr.* Romp. Anillos% Interc. Cel.Total Alterac. Puent. Fragm.% Centr. Isocrom
Recup. mg/l. Totales% O..o*_“mza. Oqoﬁ\m:n_. ._.oﬁw.\_mm Senc.% Inact.% Yo
18 h. 50 2.85 M.\mm 0 o= 448 \_.Mm 0.91 0.5 0.45 0
100 3.48 2.48 1 0 376 3.21 1.43 0.5 0.52 0
300 3.96 2.96 1 0 367 473 1.96 0.7 0.65 0.62
500 5.9 2.9 2 1 376 474 1.98 1.5 0.95 0.75
700 Rompimiento maltiple, pocas mitosis 250 4.87 1.9 3.89 0.86 0.78
Media 4,05 2.80 1 0.25 363.4 3.81 1.64 142 0.69 0.43
Desv.Est. 1.316 0.216 0.816 0.500 71.322 1.468 0.464 1.442 0.215 0.397
44 h. 50 2.7 2.7 0 0 588 0.83 1.43 0.45 0.56 , 0
100 3 2 1 0 780 2.31 1.65 0.47 0.5 0
300 4 3 1 0 445 2.85 1.7 0.5 0.7 0.62
500 54 34 0 2 321 3.8 1.48 1 1.1 0.78
700 7 5 0 2 390 3.29 1.5 1 0.93 0.5
Media 4.42 3.22 0.4 0.8 504.8 2.58 1.53 0.68 0.76 0.38
Desv.Est. 1.787 1.119 0.548 1.095 182.479 1133 0.103 0.289 0.253 0.361

* En 200 metafases 20/meristemo.

En todos los casos fueron restadas las frecuencias de los testigos.
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Tabla 10. Alteraciones en los cromosomas de las células meristematicas de Allium cepa tratadas 4 h con Carbofurdn en su
presentacion comercial Furadan 350L a diferentes concentraciones con 18y 44 h de recuperacion. Andlisis en metafase (a)
y en anafase (b)

Tiempo de Cone. >cm_._..*> Romp. Anillos% Interc. Cel.Total Aiterac. Puent, 2 Fragm, Centr. lIsocrom,
Recup. mgl/l. Totales% o_.ozu.mzn_. Oﬂoﬁ\mmn. Totales%  Senc.% % Inact.% %
18 h. 50 3.85 m\mm 0 on. 650 325 0.7 155 05 0.5
100 4.486 3.96 0 0.5 573 3.35 0.85 1.5 0.5 0.5
300 4.9 39 0 1 609 3.9 1.3 1.7 0.9 0
500 4.5 3.5 0.5 0.5 750 4.63 1.84 1.8 1.1 1.1
700 5 300 0.5 1.5 578 565 1.95 1.8 0.9 1
Media 4.482 3.582 0.5 0.7 632 4.156 1.328 1.67 0.78 0.62
Desv.Est. 0.573 0.384 0.274 0.570 72.756 0.999 0.564 0.140 0.268 0.444
44 h. 50 3.5 3.5 0 0 620 26 0.5 1.4 0.7 0
100 3.8 3.8 0 0 600 3.26 0.76 1.8 07 0
300 4.3 3.3 0.5 05 578 5.26 0.96 15 0.8 2
500 44 34 0 1 528 52 1.1 1.7 0.9 1.5
700 4.5 3 0 1.5 506 5.3 1.3 1.5 1 1.5
Media 41 3.4 0.5 0.6 566.4 4.324 0.924 1.58 0.82 1
Desv.Est. 0.430 0.292 0.224 0.652 48.112 1.294 0.308 0.164 '0.130 0.935

* En 200 metafases 20/meristemo.
En todos los casos fueron restadas las frecuencias de los testigos.

99



Tabla 11. Alteraciones en los cromosomas de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4 h con Metomilo en su presentacion
comercial Lannate LV a diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion. Analisis en metafase (a) y en anafase (b)

A B
Tiempo de  Conc. Aberr.* Romp. Anillos% interc. Cel.Total  Alterac, Puent. Fragm. Centr. Isocrom.
Recup. mg/l. Totales% Cromatid, Cromatid. Totales%  Senc.% % inact.% %
1) 0,
18 h. 50 1.7 Kw 0 % 750 2.6 0.9 1 07 0
100 3.1 2.1 0.5 0.5 800 3.1 0.9 13 09 0
300 3.5 2.5 0 1 706 4.8 1.3 1.7 1 0.8
500 5.4 3.9 0.5 1 740 6.1 1.9 1.9 1.2 1.1
700 55 4 0.5 1 680 5.7 1.9 2 1.1 0.7
Media 3.84 2.84 0.5 0.7 735.2 4.46 1.38 1.58 0.98 0.52
Desv.Est. 1.615 1.053 0.274 0.447 45.664 1.553 0.502 0421 0.192 0.497
44 h. 50 1.5 1.5 0 0 603 2 0.8 0.7 0.5 a
100 2.3 1.8 0 0.5 598 2.35 0.9 0.85 0.6 0
300 2.4 14 0.5 0.5 675 3.3 1.1 0.9 0.8 0.5
500 3.25 2 0.5 0.75 607 4 1.5 1.1 0.9 0.5
700 3 25 0 0.5 550 4.8 2 1.3 1 0.5
Media 2.49 1.84 0.5 0.45 606.6 3.29 1.26 0.97 0.76 0.3
Desv.Est. 0.682 0.439 0.274 0.274 44.635 1.155 0.493 0.233 0.207 0.274

* En 200 metafases 20/meristemo.

En todos los casos fueron restadas las frecuencias de los testigos.
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Tabla 12. Alteraciones en los cromosomas de las células meristematicas de Allium cepa

tratadas 4 h con Metomilo en su
presentacion comercial Lannate LV a diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion. Analisis en metafase (a) y
en anafase (b).

Tiempo de Conc.mg/l  Aberr* A Romp. Anillos% Interc. Cel.Total Alterac. _u.._m:Mw Fragm. Centr. Isocrom.
Recup. Totales% o_,o:“\m:a. o_.ozw\mo:a. Totales%  Senc.% % Inact.% %
18 h. 50 2 m., 0 0 670 3 0.8 0.9 0.8 0.5
100 28 23 0 0.5 700 4 1.1 0.9 1.1 0.9
300 4 3 05 0.5 789 4.8 1.7 1.2 0.9 1
500 4.8 3.8 0 1 750 6.3 1.8 2 1.5 1
700 5 4 0 1 650 6 2 1.5 16 09
Media 3.72 3.02 0.1 0.6 711.8 4.82 1.48 1.3 1.18 0.86
Desv.Est, 1.293 0.884 0.224 0.418 57.282 1.375 0.507 0.464 0.356 0.207
44 h. 50 1.5 15 0 0 700 1.7 07 0.5 0.5 0
100 2.4 1.9 0 0.5 750 2.5 0.7 0.8 0.5 0.5
300 2.8 2.3 0 0.5 800 35 1.6 07 0.5 0.7
500 3.5 3 0.5 0 740 3.5 1.5 1 1 0
700 4 2.5 0.5 1 700 4.5 2 1 1 0.5
Media 2.84 2.24 0.2 0.4 738 3.14 1.3 0.8 0.7 0.34
Desv.Est. 0.971 0.573 0.274 0.418 41.473 1.071 0.579 0.212 . 0.274 0.321

* En 200 metafases 20/meristemo.

En todos los casos fueron restadas las frecuencias de los testigos.
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Tabla 13. Alteraciones en los cromosomas de las células meristemdaticas de Vicia faba tratadas 4 h con Propoxur en su presentacion
comercial Unden 50 a diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion. Andlisis en metafase (a) y en anafase (b).

Tiempode  Conc. Aberr* A Romp. Anillos% Interc. Cel.Total Alterac. Puent. _w_u_.mmn_.o\o Centr.lnact Isocrom.
Recup. mg/l. Totales% O«oﬁwzn. oqoﬁwza. Totales% Senc.% o %
18 h, 50 1.1 A.ﬂ”_ 0 Oo 625 1.3 0.8 0.5 it 0
100 2 15 0.5 0 600 1.7 0.9 08 0] 0
300 2 1.5 0 0.5 700 3.3 1.5 0.8 0.5 0.5
500 3.3 1.8 0.5 1 625 4.5 2 1 1 0.5
700 25 1.5 0 1 540 52 2.5 1 0.8 0.9
Media 218 1.48 0.2 0.5 618 3.2 1.54 0.82 0.46 0.28
Desv.Est. 0.804 0.249 0.274 0.500 57.511 1.700 0.723 0.205 0.456 0.383
44 h. 50 1.9 19 0 0 603 1 0.6 0.4 0 0
100 2.4 1.4 0 1 598 1.3 0.8 05 0 0
300 2.8 0.8 0.5 0.5 675 25 1.5 1 0 0
500 2.5 1 0.5 1 607 2.9 2 1 0.9 0.8
700 3 1.5 0 1.5 550 5.1 2.5 1 1 0.6
Media 2,52 1.32 0.2 0.8 606.6 2.56 1.48 0.78 0.38 0.28
Desv.Est, 0.421 0.432 0.274 0.570 44,635 1.827 0.798 0.303 0.522 0.320

* En 200 metafases 20/meristemo.
En todos los casos fueron restadas las frecuencias de los testigos.
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Tabla 14. Alteraciones en los cromosomas de las células meristeméticas de Allium cepa tratadas 4 h con Propoxur en su presentacion
comercial Unden 50 a diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion. Andlisis en metafase (a) y en anafase (b)

Tiempo de Conc. mg/l. Aberr” A Romp.  Anillos% Interc. Cel.Total Alterac. Puent. wﬂqmm3.$ Centr. Isocrom.
Recup. Totales% oﬁozu\m_nwa. Cromatid.% Totales% Senc.% Inact.% Y
18 h. 50 2.5 N...m 0 0 725 1.7 0.7 0.5 0.5 0
100 2.76 2.76 0 0 650 2.35 1 0.85 0.5 0
300 2 2 0 0 705 3.95 1.7 1 0.75 0.5
500 396 2.78 0.5 0.7 795 4.7 2 1.5 0.7 0.5
700 38 28 05 0.5 640 5 2.3 1.2 0.8 0.7
Media 2.964 2524 0.2 0.24 703 3.54 1.54 1.01 0.65 0.34
Desv.Est. 0.804 0.313 0.274 0.336 62.710 1.453 0.673 0.375 0.141 0.321
44 h. 50 2.3 2.3 0 0 703 2 0.8 0.6 0.6 0
100 25 25 0 0 698 24 0.8 0.8 0.8 0
300 35 2.5 0.5 0.5 775 4.3 1.5 09 09 1
500 4.4 2.9 0.5 1 707 52 1.8 1.2 1.2 1
700 3 25 0 0.5 500 51 1.9 1.1 1.1 1
Media 3.14 2.54 0.2 0.4 676.6 3.8 1.36 0.92 0.92 0.6
Desv.Est. 0.844 0.219 0.274 0.418 103.621 1.508 0.532 0.239 0.239 0.548

* En 200 metafases 20/meristemo.
En todos los casos fueron restadas las frecuencias de los testigos.
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TABLA 15. POTENCIAS CITOGENETICAS Y GENOTOXICAS.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS
SUSTANCIAS HORAS MATERIAL METAFASES ANAFASES
DE
RECUPE
RACION
Carbofuran 18 Vicia faba 0.31 022
44 Vicia faba 0.32 0.11
18 Alfium cepa 0.08 0.18
44 Allium cepa 0.20 0.07
Metomilo 18 Vicia faba 0.26 0.27
44 Vicia faba 0.21 0.10
18 Allium cepa 0.23 0.23
44 Allium cepa 0.17 0.19
Propoxur 18 Vicia faba 0.11 0.30
44 Vicia faba 0.08 0.29
i8 Allium cepa 0.10 0.25
44 Allium cepa 0.23 0.08
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Tabla 16. Frecuencia de microntcleos* en las células meristematicas de Vicia
Jaba tratadas 4 k con Carbofurin en su presentaciéon comercial de
Furadan 350L a diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacién.

Concentracion Micro- Valor Micro- Valor
mg/litro niicleos X? nicleos b &

% %

18 h 44 h
) 1.05 0.90
50 2.50 6.030%* 3.50 15.703%*
100 4.60 23.079%* 0.65 0.4056
300 3.55 13,910+ 1.25 0.576
500 2.55 6.364%* 2.85 10, 333%+
700 1.55 0.974 1.45 1,302

Figura 27. Frecuencia de micronticleos* en las células meristemiticas de Vicia faba
tratadas 4 b con Carbofuran en su presentacion comercial de Furadan

o«

350L a diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacién

i
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a) 18 h de recuperacién b} 44 h de recuperacién

* n =4000 células en interfase

** p<0.05
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Tabla 17. Frecuencia de micronticleos* en las células meristematicas de 4llium cepa
tratadas 4 h con Carbofurin en su presentacién comercial de Furadan
350L a diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacién.

Concentracién Micro- Valor Micro- Valor
mg/litro nizcleos X? niicleos X?
% %
18h 44 h
0 0.94 1.02
50 1.95 3.582 3.21 11.583++
100 3.20 12,598%%* 3.14 11.034*~*
300 2.68 §.518%* 2.87 8.973%*
500 2.02 4,000** 2,41 5.731*=*
700 2.21 5.202%* 2.77 8.236*%*

Figura 28. Frecuencia de micronticleos en las células merismaticas de Allium
cepa tratadas 4 h con Carbofurin en su presentacion comercial de
Furadan 350L a diferentes concentraciones
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*  n=4000 células en interfase
** < (.05

106



Tabla 18. Frecuencia de microndcleos en las células meristematicas de Vicia Jaba
tratadas 4 h con Metomilo en su presentacién comercial Lannate LV a
diferentes concentraciones, con 18 y 44 h de recuperacién.

Concentracion Micro- Valor Micro- Valor
mg/litro nacleos X? nicleos x?

% %

18 h 44 h

0 0.15 0.22
50 0.90 5.385 0.88 3.982+*=*
100 1.06 6.886%* 1.50 9.608%*
300 2.65 22.536%* 2.60 20.446%%
500 2.65 22.536*% 2.01 14.528%*=*
700 2.90 24.,366* 2.87 23.078%*

Figura 29. Frecuencia de micronicleos en las células meristematicas de Vicia Jaba
tratadas 4 h con Metomilo en su presentaciéon comercial Lannate LV a
diferentes concentraciones, con 18 y 44 h de recuperacién
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* n = 4000 células en interfase
** p<(.05
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Tabla 19. Frecuencia de microniicleos en las células meristemiticas de Allium cepa
tratadas 4 h con Metomilo en su presentacién Lannate LV a diferentes
concentraciones, con 18 y 44 de recuperacién.

Concentracion Micro- Valor Micro- Valor

mg/litro niicleos x? nicleos X?

% %
18h 44 h

0 0.30 0.43
50 1.05 1.967 1.09 2 888
106 1.45 4.674%* 2.50 18.647**
300 2.04 9.457** 3.67 28,220%%
500 3.02 18.337%* 4.01 wEE
70 4,12 Hohk 4.32 *E¥

Figura 30. Frecuencia de micronucleos en las células meristematicas de Allium
cepa tratadas 4 h con Lannate a dlferentes concentraciones, con 18 y
44 de recuperacion
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Tabla 20. Frecuencia de microntcleos en las células meristematicas de Vicia faba
tratadas 4 h con Propoxur en su presentacién comercial Unden 50 a
diferentes concentraciones, 18 y 44 de recuperacion.

Conceniracion Micro- Yalor Micro- Valor
- - 2** , 2&*
mg/litro nicleos X nucleos X

% %

18 h 44 h

0 0.60 0.93
50 2.45 11.395 2.17 5.038%*
100 2.72 13.764%* 2.95 10.72d++
300 2.87 15.111++ Z.85 9.,940%%
500 3.50 20.847%* 3.01 11.201%*
700 3.50 21.791%% 3.00 11.121%+%

Figura 31. Frecuencia de microndcleos en las células meristematicas de Vicia
faba tratadas 4 h con Propoxur en su presentacién comercial Unden
50 a diferentes concentraciones, 18 y 44 de recuperacion
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* n = 4000 células en interfase
** p<0.05
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Tabla 21. Frecuencia de micronticlecs en las células meristematicas de Allium
cepa tratadas 4 h con Propoxur en su presentacion comercial Unden 50
a diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacion.

Concentracién | Micro- Valor Micro- Valor
. - * & - * %
mg/litro niicleos X? nitcleos X2
% %
18 h 44 h
0 0.68 0.81
50 2.10 7.356 ** 2.07 5.702 **
100 1.90 5.844 ** 2.03 5.423 %%
300 2.11 7.433 %% 2.10 5.913 =+
500 2.47 10.335 =+ 2.12 6.056 **
700 2.22 5.298 ** 3. 60 15.236 **

Figura 32. Frecuencia de micronicleos en las células meristematicas de Allium
cepa tratadas 4 h con Propoxur en su presentacién comercial Unden
50 a diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacion
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Tabla 22. Indice mitético de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4 h
con Carbofuran en su presentacién comercial Furadan 350L a
diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacion.

Concentracién Indice Valor Indice Valor
mg/litro mitético X mitético X
% %
18 h 44 h
0 13.70 11.00
50 14.70 0.205% 11.20 C.010
100 13.00 0.106 5.40 0.699
300 11. 56 1.095 9.00 1,111
500 8.20 7.756%* 9.50 0.511
700 16.10 3.090 6.60 6.031%*

Figura 34. Indice mitético de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4 h
con Carbofuran en su presentacion comercial Furadan 350 a
diferentes concentraciones, 18 y 44 h de recuperacion
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Tabla 23. Indice mitético de las células meristematicas de Allium cepa tratadas
4 h con Carbofuran en su presentacién comercial Furadan 350L a
diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion.

Concentracion { Indice * Valor Indice * Valor
mg/litro mitético ). G mitético X
% %
18 h 44 h
) 16.00 15.20
50 14.50 G.435 13.30 0.739
100 12.95 1.879 12.10 2.038
300 10.91 5.562 ** 11.50 2.959
500 8.05 14.934 =+ 7.15 16.319 *=
700 9.45 9.658 ** 6.3C 20.675 *+

Figura 35. Indice mitético de las células meristematicas de Allium cepa tratadas
4 h con Carbofuran en su presentacién comercial Furadan 350L a
diferentes concentraciones
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*n =2000 células
**p< 0.05
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Tabla 24. Indice mitético de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4 h
con Metomile en su presentacidon comercial Lannate LV a diferentes
concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion.

Concentracion Indice Valor Indice Yaler
mg/litro mitético ). ol mitético X
Yo %
18 h 44 h
0 12.05 11.83
50 10.03 1.039 10.0¢C 0.861
100 9.43 1.790 9.89 0.972
300 6.40 9.530%% 7.70 4.830%%
500 4.68 17.698%* 7.00 6.838%%
700 2.03 21.791%% 6.70 7.826%%

Figura 36. Indice mitético de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4
h con Metomilo en su presentacion comercial Lannate LV a diferentes
concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion
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Tabla 25. Indice mitético de las células meristematicas de Allium cepa tratadas 4
h con Metomilo en su presentacién comercial Lannate LV a diferentes
concentraciones con 18 y 44 h de recuperacién.

Concentracion Indice Valor Indice Yalor
mg/litro mitético X mitético ). G
% %
18h 44 h
0 15.50 14.89
50 11.40 3.776 11.89 1,540 **
100 9.03 9.994%* 9.89 5,758 **
300 g.01 10.406%* 7.45 13.045 *=
500 6.76 19.733%% 6.01 20.976 *=*
700 5.67 28.22G%* 1,83 o

Figura 37. Indice mitotico de las células meristematicas de Allium cepa tratadas
4 h con Metomilo en su presentacién comercial Lannate LV a
diferentes concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion
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Tabla 26. Indice mitético de las células meristematicas de Vicia faba tratadas 4 h
con Propoxur en su presentacion comercial Unden 50 a diferentes

concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion.

Concentracion Indice Valor Indice Valor
mg/litro mitoético X mitotico X
% %
18 h 44 h
0 11.5 10.85
50 9.54 0.636 10.04 0.172
100 9.80 0.759 5.34 0.622
300 6.46 776G 8.30 1.659
500 563 10.90%* 7.78 2.667
700 5.02 13.851%« 6.25 5.802 **

Figura 38. Indice mitético de las células meristematicas de Vicia faba tratadas
4 h con Propoxur en su presentacién comercial Unden 50 a diferentes
concentraciones, con 18 y 44 h de recuperacion
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Tabla 27. Indice mitético de las células meristematicas de Allium cepa tratadas 4
h con Propoxur en su presentacién comercial Unden 50 a diferentes
concentraciones con 18 y 44 h de recuperacion.

Concentracion Indice Valor Indice Valor
mg/litro mitético x mitotico x=
% %
18 h 44 h
14.37 1468
50 10.27 3.890 ** 12.25 1.267
100 9.78 4.96] *= 11.08 2.4887
300 10.05 4.352 ** 11.96 1.602
500 $.15 6.564 ** 10.98 3.060
700 8.00 10,211 ++ 10.02 5.015 =*

Figura 39. Indice mitético de las células meristematicas de Allium cepa tratadas
4 h con Propoxur en su presentacion comercial Unden 50 a diferentes
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