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RESUMEN 

Metribuzina y ametrina son herbicidas  comunes y ampliamente utilizados en la agricultura 
mexicana. Sin embargo, hay poca información sobre su toxicidad y mutagenicidad en huma 
nos y en animales. Por lo tanto, se evaluaron los efectos citotóxicos de estos herbicidas en 
forma directa e indirecta (activación vegetal in vivo) sobre el cultivo de linfocitos humanos. 
La cinética de proliferación linfocitaria (CPL) y los índices de replicación (IR) y mitótico (IM) 
fueron usados como pruebas para evaluar dicho efecto. A partir de los resultados, se conclu 
ye que estas triazinas fueron capaces de provocar efectos citotóxicos cuando hubo exposi 
ción directa a las células. La metribuzina en exposición directa a bajas concentraciones es más 
citotóxica que la ametrina, notándose la disminución de células de tercera división y del IM al 
aumentar la concentración. En la activación de estos herbicidas por Vicia faba se sugiere la 
participación de la homoglutationa y el compuesto 2hidroxiametrina  sobre la CPL, el IR y el 
IM de los cultivos. Se observó que las diferentes concentraciones de los herbicidas expues 
tos a la activación  in vivo provocaron la disminución de células de primera división y el 
aumento de células de tercera división, además de una descenso del IM en  los linfocitos 
cultivados. 
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ABSTRACT 

Metribuzin and ametrine are herbicides of broad and common use in mexican agriculture. 
However, there is scarse information on their toxicity and mutagenicity in human and animals. 
Therefore, the effects caused by these herbicides were evaluated with and withouth metabolic 
activation (in vivo plant activation) using human peripheral blood lymphocytes culture. 
The lymphocyte proliferation kinetics (LPK), the replication (RI) and mitotic (MI) indexes 
were also endpoints to evaluate the cellular effects of these herbicides with and withouth 
plant activation (Vicia faba). The results suggest that these triazines were able to cause 
cytotoxic effects but in higher level when these herbicides were applied directly to human 
lymphocytes. Low concentrations of metribuzin in direct treatments were more cytotoxic 
than ametrine, because the cells of third division and the MI decreased when concentrations 
increased. The metabolic activation (in vivo plant activation) of these herbicides suggested 
the participation of the homoglutatione and the compound 2 hidroxyametrine on the LPK, 
RI and MI. It was observed that several of the herbicides concentrations with plant activation 
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caused the decrease of cells of first division and the increase of the frequency of cells of third 
division, besides the decrease of the MI in the human peripheral blood lymphocytes culture. 

INTRODUCCIÓN 

Los herbicidas son comercialmente exitosos por po 
seer una actividad biológica potente contra un espectro 
amplio de malezas y al mismo tiempo por no provocar 
toxicidad en los cultivos comerciales, en los mamíferos y 
en los invertebrados; sus residuos en suelo son pocos y 
su transformación es rápida (Brian 1979). Sin embargo, 
el uso de  los herbicidas en  la práctica agrícola ha sido 
contraproducente, porque se han  ido incrementando los 
niveles de los compuestos xenobióticos en suelo, agua y 
aire,  lo  que  representa  problemas  serios  para  la  salud 
humana y el ambiente de las plantas (Higashi 1988, Tu 
1992, Junnila et al. 1993, Davies et al. 1994). 

Varias clases de herbicidas (entre ellos las triazinas) 
son  diseñados  exclusivamente  para  combatir  las male 
zas sin causar daño a los cultivos. Esta selectividad re 
sulta de la desintoxicación metabólica del herbicida por 
la planta cultivada pero no por la maleza. En otros casos, 
la selectividad del herbicida se da por su aislamiento o su 
captura dentro de un compartimiento interno de la planta 
cultivada que las malezas no poseen o es poco funcional. 
Por otro lado, barreras externas como la cutícula vegetal 
pueden evitar la penetración del herbicida (Lanfranconi 
et al. 1993, Smeda et al. 1993). 

El grupo de las triazinas destaca entre los herbicidas 
más empleados por los agricultores de los Estados Uni 
dos de América y México. Estos herbicidas se emplean 
en pre y pos emergencia de cultivos de caña de azúcar, 
maíz, piña, plátano, naranjo, avena, cebada, espárrago, 
lenteja, papa, sorgo, zanahoria, chícharo, tomate y trigo. 
Tanto la ametrina como la metribuzina combaten la ma 
leza anual de hoja ancha y los zacates. Actúan en la re 
acción de Hill inhibiendo  la  fotosíntesis de este  tipo de 
vegetación (Bayer 1994, CIBAGEIGY 1996). 

Actualmente se conoce que algunos compuestos quí 
micos de uso agrícola provocan directamente efectos so 
bre el DNA y que otros, para causar este daño, requie 
ren  ser  activados  metabólicamente  por  sistemas 
enzimáticos que poseen los animales y las plantas. A es 
tos agentes químicos se les conoce como «promutágenos» 
o  «mutágenos  indirectos»  (Plewa  1978, Gentile  et  al. 
1982, 1986, Plewa y Gentile 1982, Plewa et al.  1984, 
GómezArroyo et al. 1995). 

Para  evaluar  las  características  genotóxicas  de  los 
agentes químicos y sus metabolitos se utilizan diferentes 
sistemas  biológicos,  que  se  ponen  en  contacto  directo 
con el plaguicida o son sometidos a extractos vegetales 
conteniendo  el  agente  químico  (in  vivo)  o  también  en 
coincubación  con  un  homogeneizado  vegetal  o  en  un 

cultivo de células del tejido de la planta (in vitro) (Plewa 
y Gentile1982, Takehisa  et  al.  1982,  Plewa  y Wagner 
1993, GómezArroyo et al. 1995). 

En relación con  la genotoxicidad se han establecido 
pruebas citogenéticas  rápidas y  sensibles para detectar 
la  inducción  de  intercambios  de  cromátidas  hermanas 
(ICH) así como alteraciones en la cinética de prolifera 
ción linfocitaria (CPL) y en los índices mitóticos (IM) y 
de replicación (IR) (Latt 1973, 1974, Perry y Evans 1975, 
Kato 1977, GómezArroyo et al. 1995, CalderónSegura 
y EspinosaRamírez 1998). 

El proceso de  la actividad celular, donde  la  expre 
sión o la represión de los genes estimulan su activación 
y progresión, se ha tomado como un criterio importante 
en  la  evaluación  genotóxica  de  los  agentes  químicos 
(Sandermann 1988, Pagano et al.  1992). Los  resulta 
dos sobre el efecto de algunos plaguicidas en estudios 
in vitro  y  en personas  expuestas  han demostrado que 
provocaron el retraso en el ciclo de proliferación celu 
lar y la disminución en el  índice mitótico (Sobti et al. 
1982, Rupa et al. 1991). 

Los trabajos de investigación con cierto tipo de her 
bicidas  del  grupo  de  las  triazinas  (atrazina, 
deisopropilatrazina, metribuzina, simazina, cianazina y 
cyprazina)  se  han enfocado en  registros  de  persisten 
cia de los metabolitos en el suelo, en la forma de afec 
tar la productividad del cultivo y en el nivel de toxicidad 
genética en humanos y otros organismos, así como tam 
bién sobre sus efectos en el ambiente (Murnik y Nash 
1977, Scorgie y Cooke 1979, Kulshrestha et al. 1982, 
Kuroda et al.  1992, Venkatesh et al.  1992, Krugar  et 
al.1993, Meisner et al. 1993, Porter et al. 1993, Smeda 
et al.1993, Dunkelberg et al. 1994, Herelia et al. 1994, 
Peterson et al. 1994, Sathiakumar y Delzell 1997, Taets 
et al. 1998). 

Son pocos los estudios genotóxicos llevados a cabo 
con  algunos herbicidas  pertenecientes  al  grupo de  las 
triazinas, donde se observan los efectos directos y usan 
do su activación metabólica por plantas o animales  in 
vitro (Roloff et al. 1992, Ribas et al. 1998). Con res 
pecto a metribuzina y ametrina en este rubro de la in 
vestigación in vivo no se  encuentra  información en  la 
literatura científica. 

El grupo de las triazinas, especialmente las que inte 
resan en este estudio, son clasificadas por la Organiza 
ción Mundial de la Salud (OMS) como las menos tóxi 
cas y se considera que en condiciones generales de uso 
aparentemente no implican un riesgo para los humanos 
(Ribas et al. 1998). Sin embargo, al acumularse los com 
puestos xenobióticos de este grupo  en los tejidos de los



EFECTOS DE METRIBUZINA Y AMETRINA SOBRE LOS LINFOCITOS HUMANOS  129 

vegetales  representan un riesgo para la salud del hombre 
(Plewa 1978, Higashi 1988, Tu 1992, Junnila et al. 1993, 
Davies  et  al.  1994).  Se  ha  asociado  el  empleo  de  las 
triazinas  con  la  formación de diferentes  tipos de  cáncer 
(Sathiakumar y Delzell 1997). 

Por lo anterior, se justifica la investigación sistemática 
de estos agentes químicos sobre la formación y el almace 
namiento de mutágenos y promutágenos en el metabolis 
mo de las plantas para utilizarlas como monitor y determi 
nar  el  daño  genético  en  los  linfocitos  humanos; de  este 
modo, en un futuro los resultados de estos estudios contri 
buirán  en  sugerir  el  control o  regular  su  empleo  en  las 
prácticas agrícolas. 

Por estas  razones, en  esta  investigación  se  evalúa  la 
capacidad de los herbicidas metribuzina (Sencor) y ametrina 
(Gesapax) con y sin la activación metabólica deVicia faba 
in vivo para provocar alteraciones en la cinética de prolife 
ración celular y en los índices mitótico y de replicación de 
linfocitos humanos de sangre periférica en cultivo. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Preparación  de  las  soluciones  de  las  tr iazinas  para 
los  t r a tamientos  d ir ectos  y  par a  la   act ivación 
metabólica  in  vivo 

Se prepararon concentraciones de 0.3, 0.4, 0.5, 1, 1.5, 
2.5, 4, 5, 50, 750, 1000, 2500, 5000, 6000, 7000, 8000, 15 
000, 20000, y 480000 mg/L de la solución de metribuzina 
(Sencor 48 % proporcionada por Bayer de México) y 1.5, 
2, 2.5, 5, 6.5, 12.5, 20, 30, 50, 750, 2500, 6000, 8000, 30 
000,  50000 y  490000 mg/L de  la  solución  de  ametrina 
(Gesapax 49 % donada por CIBAGEIGY Mexicana), con 
agua desionizada estéril que fueron aplicadas a cada culti 
vo de los tratamientos directos y con activación metabólica 
con Vicia  faba. 

Cultivo  de  linfocitos  humanos  y  tratamientos  direc 
tos 

A los frascos de cultivo se les agregaron 3 ml de medio 
Gibco  (RPMI  1640)  complementado  con  0.12 ml  de 
fitohemaglutinina  al 4 % (Gibco) más 0.5 ml de sangre 
heparinizada de 4 donadores sanos, 24 horas después del 
cultivo  se  adicionaron  las  siguientes  concentraciones  en 
0.3, 0.4, 0.5, 1, 1.5, 2.5, 4, 5, 50, 750 y 1000 mglL de 
metribuzina y 1.5, 2, 2.5, 5, 6.5, 12.5, 20, 30, 50, 750 y 1000 
mg/L  de  ametrina  y  3600  de  etanol  más  100 µL  de 
bromodesoxiuridina (5BrdU, 20 µg/ml, Sigma) y al testi 
go negativo sólo la 5BrdU. A las 70 horas se les aplicaron 
100 µL de colchicina al 0.05 % (Merck) y a las 72 horas 
se colocaron en 0.075 M de KCL (Merck) a 37 o C por 20 
minutos y después se fijaron en metanolácido acético 
3:1. Las laminillas se prepararon por goteo y se tiñeron 
por  el método de fluorescencia más Giemsa al 10 % 
(Perry y Wolff 1974). 

Activación metabólica in vivo 
Aplicación de  los  extractos  de  las  raíces  de Vicia  faba 
tra tadas  con  metr ibuzina  y  ametr ina  al  cultivo  de 
linfocitos  humanos. 

Las semillas de Vicia  faba (var. minor)  se pusieron a 
germinar entre dos capas de algodón humedecido con agua 
de la llave, cuando las raíces alcanzaron  longitudes entre 4 
y 6 cm se sumergieron durante 4 horas (tiempo necesario 
para que  los  agentes químicos  puedan  ser  absorbidos  y 
biotransformados por las raíces de acuerdo con Frear et al. 
1983, Gawronski 1983, Milburnet al. 1991 y Shaw y Hydrick 
1993) a  temperatura ambiente y  en obscuridad en  las si 
guientes concentraciones en mg/L: 750, 1000, 2500, 5000, 
6000, 7000, 8000, 15000, 20000 y 480000 de metribuzina y 
750, 2500, 6000, 8000, 30000, 50000 y 490000 de ametrina. 
Las raíces del testigo positivo se introdujeron en etanol al 98 
% de pureza (Sigma) a 3600 mg/L durante 6 horas a tempe 
ratura ambiente; se ha comprobado que este compuesto es 
promutágeno para  esta planta  e  incrementa  la  frecuencia 
de ICH en linfocitos humanos in vivo (Takehisa et al. 1982, 
1988, CalderónSegura 1993, GómezArroyo et al. 1995, 
CalderónSegura et al. 1999). 

El testigo negativo estuvo bajo las mismas condiciones 
experimentales pero  en agua desionizada estéril  (fracción 
S10) y el otro testigo negativo fue el cultivo de linfocitos sólo 
con 100 µL de 5BrdUr (20 µg/ml) que se aplicó a las 24 
horas de haberlos puesto a 37 o C de incubación. 

Después de los tratamientos, las raíces se lavaron con 
agua desionizada estéril y se cortaron aproximadamente 2 
cm de la raíz principal, se homogeneizaron por separado en 
solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4 y 
a temperatura entre 04 0 C en un homogeneizador de teji 
dos vegetales de 3 a 5 minutos. La relación de volumen de 
la solución amortiguadora (ml) a peso fresco de los cortes 
de  la  raíz  (g)  fue  de  1:1.  El  homogeneizado  fue 
ultracentrifugado por 15 minutos a 11500 rpm a 4 0 C. El 
sobrenadante en el quese encontraron los metabolitos de la 
transformación de los herbicidas aplicados a diversas con 
centraciones, así como del etanol, fue esterilizado con filtros 
miliporo (0.45 µm). A estos extractos  se  les determinó  la 
concentración de proteínas totales por el método de Bradford 
(1976), detectando 14.6 mg/ml constante en todas las con 
centraciones de los herbicidas por lo cual inmediatamente 
se agregaron 100 µL de extracto de  las  raíces  tratadas 
con  las  diferentes  concentraciones  de metribuzina  y 
ametrina más 100 µL de 5Bromodesoxiuridina (20 µg/ 
ml) a los linfocitos cultivados a las 24 horas y se continuó 
con la técnica mencionada para todos los casos. 

Cinética  de  prolifer ación,  índices  de  r eplicación  y 
mitótico  de  los  linfocitos  en  cultivo 

La  incorporación  de  la 5BrdU  en  los  linfocitos  en 
cultivo fue utilizada para analizar la cinética de prolifera 
ción celular y el índice de replicación en presencia de los 
dos herbicidas.



S. FloresMaya 130 

El  índice de  replicación (IR)  se obtuvo de  acuerdo 
con la fórmula propuesta por Krishna et al. (1985), IR 
=  1M 1 +2M 2 +3M 3  /100  donde  se  examinaron  100 
metafases de buena calidad con una apropiada tinción 
diferencial de las cromátidas hermanas, que  se clasifi 
caron en primera, segunda y tercera divisiones. 

El índice mitótico (IM) se determinó por medio del 
análisis  de  1000  células  estimuladas  (células  en 
interfase con grandes núcleos que tiñeron claramente 
ya que en las no estimuladas los núcleos son muy pe 
queños  y    presentan  coloración  azul  muy  intensa  al 
observarlas al microscopio óptico) consecutivas  con 
siderando  la  cantidad  que  se  encontraba  en  mitosis 
(HusgafvelPursiainen  1987,  Ioannidou  et  al.  1989, 
Rupa et al. 1989, Gonsebatt et al. 1995, Vijayalaxmi 
et al. 1996, MadrigalBujaidar et al. 1997, Sujatha y 
Hegde 1998). La  fórmula para obtener  el  porcentaje 
del  IM  utilizada  en  este  estudio  fue  IM  = No.  de 
metafases/1000 y % IM = IM x 100. 

Todos  los  tratamientos se hicieron por duplicado y 
se aplicó  la prueba de t de Student para comparar las 
medias del experimento y su réplica y el nivel de signifi 
cación cuando p < 0.05. Al no encontrarse diferencias 
significativas entre ellos se promediaron los valores y a 
los resultados se les aplicó la prueba de X 2 . La relación 
concentración  efecto  fue  analizada  por  el  coeficiente 
de regresión usando la prueba t (dos colas). El nivel de 
probabilidad de 0.05 fue usado como un criterio de sig 
nificación (Chakrabarti et al. 1997). 

Con el objeto de lograr objetividad en  las observa 
ciones, las laminillas se reetiquetaron de tal manera que 
no se tuvo conocimiento del grupo al cual pertenecieron 
hasta que finalizó el experimento y se descifró la clave. 

RESULTADOS 

En las  tablas I y II se presentan  los promedios de 
los datos obtenidos en los tratamientos y sus réplicas, 
que de acuerdo con la prueba de t de Student los efec 
tos fueron similares. 

El ciclo de proliferación linfocitaria (CPL) de algu 
nos de los cultivos tratados directamente con metribuzina 
mostró diferencias significativas con la cinética del cul 
tivo del testigo negativo (Tabla I). 

A partir de 0.3 a 1 mg/L se registró incremento en la 
frecuencia de células metafásicas de tercera división al 
compararlo  con el  testigo negativo  (Fig.  1).  Por  otro 
lado, no se encontraron células en metafase ni en otra 
fase de la división de los linfocitos sino sólo células no 
estimuladas a partir de 1.5 mg/L, habiendo un bloqueo 
drástico de la mitosis. 

El índice mitótico (IM) de  los cultivos de linfocitos 
tratados con metribuzina presentó diferencias significati 
vas con respecto al testigo negativo, estos valores tienen 

un  comportamiento  asintótico.  Los  datos  del  índice  de 
replicación (IR) de los tratamientos de 0.3, 0.5 y 1 mg/L 
de metribuzina no evidenciaron diferencias significativas 
con relación al testigo negativo. 

En el caso de la ametrina, la cinética de proliferación 
también  fue  afectada  en  algunos  cultivos  y 
estadísticamente  hubo  diferencias  significativas  con  el 
testigo negativo (Tabla I). A partir de  la concentración 
de 1.5 mg/L, el número de metafases de primera división 
disminuy al aumentar la concentración hasta 5 mg/L. Sin 
embargo,  en  el  tratamiento  de  2 mg/L  él  resultado  no 
tuvo diferencias significativas con el testigo negativo (Ta 
bla I y Fig. 2). 

Los datos obtenidos para  las células metafásicas de 
segunda división  tuvieron un comportamiento similar a 
los tratamientos de metribuzina. Los cultivos tratados con 
concentraciones de  1.5 hasta  5 mg/L  de  ametrina  pre 
sentaron aumento en las células de tercera división. 

El IR de los tratamientos con ametrina no tuvo dife 
rencias significativas con el testigo negativo. Los datos 
del IM mostraron diferencias significativas con relación 
al testigo negativo, ya que hubo cierta correspondencia 
de las concentraciones altas con la disminución del valor 
del IM. Desde la concentración de 6.5 mg/L de ametrina 
el proceso celular no tuvo continuidad (Tabla I). 

En el sistema de activación metabólica in vivo (Tabla 
II), la concentración de 750 mg/L para ambos herbicidas 
fue considerada inicial. A partir de ésta se observó un es 
tímulo sobre la frecuencia de intercambios de cromátidas 
hermanas en  los cromosomas de  los  linfocitos (datos no 
publicados) provocado por los extractos de raíces. 

La CPL de algunos de los cultivos de linfocitos huma 
nos tratados con los extractos de las raíces, sometidas a 
las distintas  concentraciones de metribuzina  tuvo  dife 
rencias significativas con respecto a los testigos (5BrdU 
y fracción S10). 

La  activación metabólica de  este herbicida  también 
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presentó irregularidades en la asociación de la concentra 
ción del herbicida con la frecuencia de células metafásicas 
de primera, segunda y tercera divisiones, sin embargo, se 
nota  que  desde  la  concentración  de  750  hasta  480000 
mg/L las células metafásicas de tercera división elevaron 
sus frecuencias y en la mayoría se observaron diferencias 
significativas con respecto a los testigos negativos (Fig. 
3). 

Existe una  correlación negativa  (r =  0.5358)  entre 
las concentraciones de metribuzina aplicadas a  las  raí 
ces y el valor del IM de los linfocitos en cultivo. Es decir, 
conforme  se  incrementa  la  concentración  va  disminu 
yendo el valor del  IM; no obstante, en 750 hasta 7000 
mg/L no hay diferencias de significancia del IM con re 
lación al testigo y a partir de 8000 hasta 480000 mg/L sí 
presenta disminución en los valores del IM. 

Los cultivos de linfocitos humanos sometidos a la apli 
cación de los extractos con las diferentes concentracio 
nes de ametrina también mostraron diferencias significa 

Tratamientos directos A 
M1  M2  M3  % IR B  %  IM C 

Testigo  negativo  14  ±  0.7  41  ±  0.7  45  ±  4.2  2.3  ±  0.1  4.2  ±  0.4 
Testigo  positivo 
Etanol 3600 mg/ L D  9  ±  1.4  34  ±  3.0  57  ±  5.0  2.4  ±  0.2  3.2  ±  0.07 
Metribuzina  (mg/L) 

0.3  6  ±  2.1  29  ±  0.0  65  ±  6.0 *  2.6  ±  0.1  6.4  ±  0.07* 
0.4  30  ±  5.0 *  15  ±  4.2*  55  ±  4.0  2.2  ±  0.03  6.0  ±  0.1* 
0.5  12  ±  4.0  9  ±  1.4*  79  ±  0.7*  2.7  ±  0.01  6.0  ±  0.3* 
1.0  3  ±  1.4 *  48  ±  3.0  49  ±  1.4  2.5  ±  0.1  6.3  ±  0.2* 
1.5  No se observaron células estimuladas E 
2.5  “ 
4.0  “ 
5.0  “ 
50.0 a 1000 

Testigo  negativo  13  ±  0.0  39  ±  1.4  48  ±  3.0  2.3  ±  0.1  3.8  ±  0.5 
Testigo  positivo 
Etanol 3600 mg/L D  13  ±  3.0  57  ±  1.4*  30  ±  1.4*  2.17±  0.05  3.4  ±  0.07 
Ametrina  (mg/ L) 

1.5  3  ±  0.0*  46  ±  0.7  51  ±  4.2  2.4  ±  0.1  6.6  ±  0.2* 
2.0  8  ±  1.4  29  ±  1.4  63  ±  7.0*  2.5  ±  0.2  4.2  ±  0.07 
2.5  2  ±  0.0*  21  ±  2.1*  77  ±  2.1*  2.7  ±  0.1  2.1  ±  0.07* 
5.0  0  ±  0.0*  37  ±  1.4  63  ±  1.4*  2.6  ±  0.07  1.6  ±  0.4* 
6.5  No se observaron células estimuladas E 
12.5  “ 
20.0  “ 
30.0  “ 
50.0 a 1000 

TABLA I.  FRECUENCIAS DE CÉLULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES E ÍNDICES DE REPLICACIÓN  (IR) Y 
MITÓTICO  (IM) DE LOS LINFOCITOS HUMANOS EN CULTIVOS TRATADOS CON METRIBUZINA Y AMETRINA SIN 
LA ACTIVACIÓN METABÓLICA DE Vicia  faba 

A Promedios de dos experimentos ± D.S; B Índice de Replicación =1M1+2M2+3M3/100; C Índice Mitótico, n = 2000 células; D Corresponde a 1X10  
1 M; E No se encontró ningún tipo de célula mitótica. 
*Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y  cada grupo experimental  aplicando la prueba de X 2 , en ambos casos p < 0.05. 

Fig. 2.  Cinética  de proliferación de  linfocitos  humanos expuestos  a 
concentraciones directas de ametrina 
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tivas con relación a los testigos negativos (Tabla II). 
Al  igual que  los  cultivos  tratados  con  los  extractos 

sometidos a las diversas concentraciones de metribuzina, 
los de ametrina también tuvieron un comportamiento irre 
gular en la frecuencia de las células metafásicas de pri 
mera, segunda y  tercera divisiones. Existen diferencias 
significativas entre las células metafásicas de tercera di 
visión con las de los testigos negativos, debido al aumen 
to  de  células  de  este  tipo  en  todas  las  concentraciones 
(Fig.  4). 

Los valores del  IM tuvieron correlación negativa  (r 
=0.2323) con la concentración aplicada, mostrando ade 
más una diferencia significativa con los testigos negati 
vos. Es importante señalar que estos valores de los trata 
mientos fueron bajos con relación a los testigos en una 
tendencia  a  formar  una  asíntota  y  disminuyendo  en  la 
concentración de 490000 mg/L. Los valores  del  IR  de 
los tratamientos con activación vegetal no mostraron di 
ferencia significativa con respecto a los testigos negati 
vos (Tabla II). 

Por otro lado, la relación de los testigos positivos con 

los negativos del presente trabajo fue la siguiente: se ob 
servó en  los  tratamientos directos  con etanol un  efecto 
ligero sobre las metafases de segunda y tercera divisio 
nes en comparación con los tratamientos de metribuzina 
(Fig.  4). 

El IR con respecto al testigo (cultivo de linfocitos hu 
manos más 5BrdU) así como el valor del IM del testigo 
positivo no tuvieron diferencias significativas con el testi 
go negativo y fue menor al IM de los tratamientos (Ta 
bla I). 

Para los tratamientos directos con ametrina, el testigo 
positivo registró un efecto de  aumento en  las segundas 
divisiones y una disminución en las  terceras divisiones, 
dando  una diferencia  significativa  en  estos niveles  con 
los del testigo negativo (Fig. 2). 

Los valores del IM e IR del etanol no tuvieron dife 
rencias  significativas  con  relación al  testigo  (Tabla  I). 
Sin embargo, el etanol más la fracción S10 (testigo posi 
tivo de la activación in vivo) sí tuvo efecto al disminuir 
los valores de las células metafásicas de primera división 
y estimular  la frecuencia de células de  tercera división, 

Tratamientos con la activación metabólica de Vicia faba in vivo A 
M1  M2  M3  % IR B  %  IM C 

Etanol 3600 mg/ L D  26  ±  4.9  37  ±  0.0  37  ±  5.4  2.1  ±  0.09  3.0  ±  0.2 
Testigo  positivo 
Etanol  3600 mg/ L D 
Más la fracción S10  18  ±  0.0*  38  ±  7.7  44  ±  2.8*  2.3  ±  0.1  4.3  ±  0.6 
Testigo  negativo 
Fracción S10  31  ±  3.5  34  ±  3.5  35  ±  0.0  2.0  ±  0.03  4.9  ±  0.4 
Testigo  negativo  23  ±  0  36  ±  4.2  41  ±  4.2  2.1  ±  0.1  4.3  ±  0.4 
Metribuzina  (mg/L) 

750  24  ±  2.8  35  ±  3.5  41  ±  0.7  2.1  ±  0.02  4.9  ±  0.3 
1000  20  ±  1.4*  32  ±  1.4  48  ±  2.8*  2.2  ±  0.04  4.9  ±  0.5 
2500  16  ±  0.0*  33  ±  4.2  51  ±  3.5*  2.3  ±  0.1  4.7  ±  0.2 
5000  15  ±  4.2*  24  ±  3.5*  61  ±  0.7*  2.4  ±  0.05  4.1  ±  0.1 
6000  13  ±  2.1*  24  ±  2.1*  63  ±  0.0*  2.5  ±  0.02  3.7  ±  0.3 
7000  10  ±  2.8*  36  ±  4.2  54  ±  7.0*  2.4  ±  0.09  3.5  ±  0.3 
8000  14  ±  4.2*  20  ±  0.0  66  ±  6.3*  2.5  ±  0.02  3.0  ±  0.3* 
15000  13  ±  3.5*  25  ±  1.4*  62  ±  5.0*  2.5  ±  0.08  2.3  ±  0.4* 
20000  12  ±  3.5*  21  ±  0.0*  67  ±  0.0*  2.7  ±  0.1  2.0  ±  0.07* 
480000  6  ±  2.1*  20  ±  2.8*  74  ±  5.0*  2.6  ±  0.07  1.7  ±  0.6* 

Ametrina  (mg /L) 
750  9  ±  1.4*  33  ±  0.7*  58  ±  2.1*  2.5  ±  0.04  3.7  ±  0.6 
2500  27  ±  0.7  29  ±  0.0*  44  ±  7.7  2.1  ±  0.07  3.9  ±  0.6 
6000  25  ±  5.6*  19  ±  0.0*  56  ±  5.6*  2.3  ±  0.11  3.7  ±  0.3 
8000  20  ±  4.2*  33  ±  2.1  47  ±  6.3*  2.2  ±  0.1  3.0  ±  0.1* 
30000  12  ±  3.5*  23  ±  0.0*  65  ±  5.6*  2.5  ±  0.02  3.1  ±  0.2* 
50000  17  ±  0.0*  25  ±  1.4*  58  ±  8.4*  2.4  ±  0.2  3.1  ±  0.07* 
490000  19  ±  3.5*  26  ±  7.7*  55  ±  4.2*  2.3  ±  0.007  2.4  ±  1.0* 

TABLA II.  FRECUENCIAS DE CÉLULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES E ÍNDICES DE REPLICACIÓN (IR) Y 
MITÓTICO  (IM) DE LOS  LINFOCITOS HUMANOS EN CULTIVOS TRATADOS CON METRIBUZINA Y AMETRINA 
CON LA ACTIVACIÓN METABÓLICA DE Vicia  faba 

A Promedios de dos experimentos ± D.S; B Índice de Replicación =1M1+2M2+3M3/100; C Índice Mitótico, n = 2000 células; D Corresponde a 1X10 1 M. 
*Se obtuvieron diferencias significativas entre los testigos y  cada grupo experimental  aplicando la prueba de X 2 , en ambos casos p < 0.05



EFECTOS DE METRIBUZINA Y AMETRINA SOBRE LOS LINFOCITOS HUMANOS  133 

presentando así una diferencia significativa con los testi 
gos negativos (Figs. 3 y 4). En cambio los registros de 
los  IR  e  IM  no  tuvieron  diferencias  significativas  con 
estos últimos (Tabla II). 

El  testigo negativo (extractos de  las  raíces de Vicia 
faba colocadas sólo en agua destilada) utilizado para la 
activación metabólica  in vivo de  los dos herbicidas, no 
presentó diferencias significativas sobre los tres criterios 
evaluados al ser cotejados con el testigo negativo (culti 
vo de linfocitos + 5BrdU) (Tabla II). 

DISCUSIÓN 

En la actualidad existen estudios donde otras triazinas 
son probadas para determinar su genotoxicidad in vivo e 

in vitro en animales y en microorganismos y no se les ha 
encontrado  ningún  tipo  de  efecto  genotóxico  o  alguna 
característica mutagénica  (Brusick  1994, Ribas  et  al. 
1998). 

Diversos autores han descrito una relación de la exposi 
ción de algunos  tipos y mezclas de  triazinas que pueden 
producir neoplasias. Sin embargo, estos estudios no apor 
tan evidencias claras de que  la atrazina u otras triazinas 
sean carcinogénicas (Sathiakumar y Delzell 1997). 

Se ha descrito que la exposición a los plaguicidas y a 
sus metabolitos, es un riesgo para la salud humana, pues 
to  que  promueven  cambios  en  el material  genético,  la 
activación  de  protooncogenes  y  las  alteraciones  en  el 
ciclo celular que pueden ser causas posibles de la forma 
ción de cáncer y de metástasis  (CalderónSegura y Es 
pinosaRamírez 1998). 

En el análisis de la cinética de proliferación celular, 
tanto  en  los  tratamientos directos  como con activación 
metabólica de metribuzina y ametrina por Vicia faba in 
vivo,  se  nota  un  aumento  en  las metafases  de  tercera 
división del ciclo celular (Tablas I y II). Este incremen 
to sugiere que los herbicidas están provocando un estí 
mulo, posiblemente debido a las propiedades químicas de 
su forma activa y por la transformación metabólica de su 
molécula por Vicia faba. 

Este aumento de la frecuencia de metafases se pudo 
favorecer por la interferencia en una acción conjunta con 
la fitohemaglutinina o en la activación de enzimas u otros 
factores que aceleraron el proceso de  la división de los 
linfocitos humanos. 

En  los  tratamientos directos con metribuzina se ob 
serva  el  aumento  del  IM  que  se mantiene  en  forma 
asintótica hasta la concentración de 1 mg/L, después de 
esta  concentración  ya  no  se  encontraron  núcleos  esti 
mulados. 

Para  la  ametrina  aplicada  de manera  directa  a  los 
cultivos de los linfocitos, los valores del IM disminuyen y 
en la concentración de 6.5 mg/L ya no se observan nú 
cleos estimulados, demostrándose así que la metribuzina 
es más citotóxica, ya que en la concentración de 1.5 mg/ 
L ó  sea  a menor  concentración que  la  ametrina,  no  se 
presentan células estimuladas ni células en división. Esto 
implica que la forma activa de los herbicidas interviene 
en la disponibilidad de nutrimentos y en la supresión de 
algunas  enzimas  relacionadas  con  la  síntesis  del DNA 
que afectan la continuación del ciclo celular normal y a 
la supresión de la mitosis de los linfocitos (Tabla I) 

Los resultados obtenidos en los tratamientos con los 
extractos de Vicia faba in vivo tienen el mismo efecto 
de estímulo que cuando los dos herbicidas son agrega 
dos  en  forma  directa,  es decir,  los metabolitos  de  los 
dos herbicidas aumentan la cantidad de células de ter 
cera división en todos los tratamientos y se observa una 
disminución en la frecuencia de las células de primeras 
divisiones (Tabla II). 
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En la apreciación de las metafases de tercera divi 
sión  y  de  los  IM  de  los  tratamientos  directos  y  con 
activación metabólica, se observa que los metabolitos 
tienen un grado de citotoxicidad ligera con relación al 
compuesto activo de los dos herbicidas que a la con 
centración de 1.5 mg/L de metribuzina y a 6.5 mg/L de 
ametrina ya no se encuentran células estimuladas, en 
cambio los tratamientos experimentales de los dos her 
bicidas activados metabólicamente por Vicia faba lle 
gan a  ejercer  todavía un  incremento  en  la  frecuencia 
de células de tercera división y una tendencia a la dis 
minución del  IM a concentraciones de 480000 mg/L 
de metribuzina y 490000 mg/L de ametrina. Además, 
los  valores  uniformes  y muy  similares  del  IR  en  los 
tratamientos  directos  y  con  la  activación  in  vivo  re 
afirman  lo  antes mencionado  sobre  el  aumento  de  la 
CPL.  Estos  valores  no  presentan diferencias  signifi 
cativas con los testigos negativos, además se observa 
la falta de correlación positiva entre la concentración de 
los herbicidas y el IR. 

La biotransformación de metribuzina y  ametrina ha 
sido estudiada en microorganismos, plantas y animales. 
Sin embargo un espectro general de los metabolitos y de 
sus  efectos  biológicos  aún no  se han  descrito  (Aizawa 
1979, Frear et al. 1983, Gawronski 1983, Hatzios 1988, 
Means et al. 1988, Ducruet et al. 1993). 

Este  estudio  sugiere  que Vicia  faba  podría  estable 
cer rutas de biotransformación como las propuestas por 
Fedtke (citado por Hatzios 1988) y Naylor (1979) quie 
nes  comentan  que  la  ruta  de  biotransformación  de 
metribuzina y  ametrina por plantas depende de  la con 
centración que  se  les  aplique,  cuando  la  concentración 
es elevada  la conjugación del sulfóxido de metribuzina a 
homoglutationa parece ser la reacción predominante para 
desactivar a este herbicida; así mismo, y de acuerdo con 
Hatzios (1988), la ametrina es biotransformada por una 
reacción  de  Ndesalquilación,  que  es  una  reacción 
oxidante, por lo que posiblemente los metabolitos que in 
tervienen en  algún momento  para  estimular  la  acelera 
ción  de  la mitosis  podrían  ser  homoglutationa  para 
metribuzina y compuestos 2hidroxi para ametrina. 

Se corrobora la eficiencia de la activación metabólica 
de  compuestos químicos  por  Vicia  faba  in  vivo  por  el 
método empleado por CalderónSegura (1993), Gómez 
Arroyo et  al.  (1995)  y CalderónSegura  et  al.  (1999). 
Este trabajo coincide con el de los autores antes mencio 
nados en el hecho de que la fracción S10 no causa efec 
to sobre la CPL, el IM y el IR de los cultivos de linfocitos 
humanos  con  relación  al  testigo  negativo  (cultivo  de 
linfocitos + 5BrdUrd), ya que no presentan diferencias 
significativas, en cambio sí se observa un daño adicional 
por  el  etanol  activado  in  vivo  por  las  raíces  de Vicia 
faba en las células de primera y tercera divisiones com 
parado con el testigo negativo (cultivo de linfocitos + ex 
tracto de Vicia faba sin tratamiento) (Tablas I y II). 

CONCLUSIONES 

Los compuestos químicos de los herbicidas en expo 
sición directa a los linfocitos en cultivo, son más citotóxicos 
que  sus metabolitos  contenidos  en  el  extracto  de Vicia 
faba.

En exposición directa la metribuzina es más citotóxica 
a bajas concentraciones que la ametrina. La metribuzina 
estimula la división de los linfocitos, observándose el au 
mento tanto en la  frecuencia de células de  tercera divi 
sión como del IM con respecto al testigo negativo, pero 
cuando se incrementa la concentración estos valores dis 
minuyen. 

Los linfocitos humanos expuestos en forma directa 
a  la ametrina presentan aumento de células de tercera 
división, siendo más notable en concentraciones de 2.5 
mg/L y a concentraciones altas  sufren  la disminución 
del IM. 

La metribuzina y ametrina son transformadas por el 
metabolismo  de Vicia  faba  pues  provocaron  un  efecto 
citotóxico. 

Se sugiere, de acuerdo con Fedtke (citado en Hatzios 
1988) y Naylor (1979), que las fases de transformación 
de metribuzina y ametrina llevadas a cabo por Vicia faba 
y que provocaron el daño son la conjugación y el proceso 
de Ndesalquilación,  respectivamente. 

Como conclusión general se considera que los herbi 
cidas metribuzina y ametrina y sus metabolitos producen 
efectos citotóxicos sobre los linfocitos humanos en culti 
vo, lo que podría representar un motivo para continuar 
los estudios de mutagenicidad y carcinogenicidad. 
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