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RESUMEN

Para evaluar los efectos de los herbicidas tiocarbamicos, butilate y molinate, con y sin activacion
metabolica por la raiz de Vicia faba in vivo e in vitro fueron determinados los indices mitotico (IM) y de
replicacion (IR) y la cinética de proliferacion celular (CPC) en los cultivos de linfocitos humanos
(CLH). Ambos herbicidas aplicados directamente por 4 h a los CLH estimularon la CPC, incremen-
taron la frecuencia de células M3 e inhibieron la mitosis a concentraciones elevadas. Con los dos
plaguicidas IM e IR no fueron modificados por el butilate mientras que el IM disminuy6 con el
molinate. En presencia del sistema de activacion metabolica in vitro ambos tiocarbamicos tuvieron el
mismo efecto sobre CPC e IR, excepto que 75 ppm de molinate directo aumentaron el IM y 300 ppm
no tuvieron accion sobre el ciclo celular. En los tratamientos directos por 48 h a los CLH, el butilate y el
molinate retardaron la CPC y a concentraciones elevadas suprimieron la mitosis. IR e IM disminuyeron
con relacion a su respuesta con la concentracion a niveles testigos. Cuando se agregaron los extractos de
las raices de Vicia faba tratadas con el butilate (sistema de activacion in vivo) a los CLH por 48 h, al
comparar con el testigo se noté que la CPC fue estimulada y el IR no fue afectado pero el IM descendio
hasta bloquear la mitosis. El efecto fue inverso sobre la CPC con el molinate, IM e IR disminuyeron y
apartir de 400 ppm no mostr6 efecto sobre éstos parametros. Por otra parte, el etanol aplicado sin y
con activacion metabolica in vivo e in vitro a los CLH por 4 h no tuvo efecto sobre los tres criterios de
evaluacion, excepto que estimul6 la CPC y aument6 la frecuencia de células M3 en el ensayo in vitro. La
fraccion enzimatica y la mezcla S10 utilizadas en los sistemas de activacion metabélica in vivo e in vitro
no mostraron efecto sobre la CPC , el IM y el IR. Estos resultados sugirieron que CPK, IR e IM son
parametros utiles para la evaluacion de la actividad citotoxica y citostatica de plaguicidas.

ABSTRACT

The mitotic (MI) and replication (RI) indexes and cell proliferation kinetics (CPK) of human
lymphocyte cultures (HLC) were employed to evaluate the effects of thiocarbamic herbicides butylate
and molinate with and withouth metabolic activation by Vicia faba in vivo and in vitro. Both herbicides
directly applied to HLC for 4 hours stimulated CPK, increased M3 cells frequency and inhibited
mitosis at higher concentrations. RI was not affected by the pesticides but molinate disminished MI to
control values. The two herbicides with in vitro activation showed similar effects for CPK, MI and RI
indexes, except for 75 ppm molinate that, when applied directly, increased M3. 300 ppm had no action
on the cell cycle. Direct treatment with butylate and molinate on HLC for 48 hours delayed CPK and
increased M1 cells frequency, higher concentrations inhibited mitosis. MI and RI decreased to control
values in a concentration related maner. When the extracts of the roots (in vivo activation) treated with
butylate were added to HLC for 48 h, CPK was stimulated and RI was not modificated, while MI
decreased to control values. Molinate showed an opposite effect on CPK, MI and RI decreased and 400
ppm had no effect on three parameters. On the other hand, RI and MI were not affected by ethanol
with and without metabolic activation in vivo and in vitro, but had a positive response in in vitro
assays, stimulating CPK and increasing M3 cells frequency. The Vicia faba extracts alone and S10
mixture had no effect on CPK, RI and MI. Tiocarbamic herbicides butylate and molinate with and
withouth plant activation in vivo and in vitro by Vicia faba roots showed altered CPK, MI, and RL
These results suggest that CPK, RI and MI measurements are useful to screen potential cytotoxic and
cytostatic activities of pesticides.
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INTRODUCCION

En la actualidad, los campos agricolas estan expuestos a
diversos compuestos, como fertilizantes, inhibidores del
crecimiento, pesticidas etc., que han incrementado la cantidad
de contaminantes en el aire, el agua y el suelo (Pimentel ef al.
1991). En numerosos estudios se ha corroborado que algunos
agentes quimicos inducen directamente modificaciones en el
DNA, en tanto que otros requieren del metabolismo realizado
por la fraccién microsémica S9 de las células hepaticas de
mamiferos para activarse y asi provocar dafio. Durante décadas
pasé inadvertido que los vegetales poseen dicho metabolismo o
sistemas enzimaticos, sin embargo, recientemente se ha
demostrado la activacion de compuestos quimicos y pesticidas
por las plantas, los cuales evidencian su actividad mutagénica
en diversos organismos que s¢ consideran sensores o indi-
cadores del dafio genético. A los agentes quimicos que por si
mismos no son mutagénicos y que requieren de la activacion
metabdlica para ejercer dicho efecto se les denomina “pro-
mutagenos” o “mutagenos indirectos” (Plewa 1978). El término
activacion vegetal denota el proceso mediante el cual un agente
quimico no mutagénico es transformado por la accion enzimatica
de una planta en mutageno (Plewa 1978, Gentile et al. 1982, 1986,
Pleway Gentile 1982, Plewa et al. 1984).

Los experimentos de activacion vegetal se pueden realizar in
vivo 0 in vitro, en la primera situacion, el agente quimico que se
prueba es aplicado a una planta viva intacta que semeja las
condiciones de los campos agricolas y cuyos extractos son
agregados a un cultivo celular y en la segunda, el agente es
coincubado con un homogeneizado vegetal o en un cultivo de
células del tejido de la planta (Pleway Gentile 1982, Plewaet al.
1984). En ambos métodos la accion del metabolismo vegetal sobre
un mutageno potencial se prueba en un microorganismo indica-
dor como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Asper-
gillus nidulans, etc. o en células en cultivo de mamifero tales
como linfocitos humanos periféricos, células de ovario de criceto
dorado, etc., analizando la induccién de mutaciones puntuales,
aberraciones cromosomicas, micronucleos e intercambio de
cromatidas hermanas, para evaluar asi las propiedades genoto-
xicas de los agentes quimicos y/o sus metabolitos (Plewa 1978,
Plewa y Gentile 1982, Takehisa et al. 1982, Plewa ef al. 1984,
Veleminsky y Gichner 1988, Plewa y Wagner 1993, Gémez- Arroyo
et al. 1995). Los ICH son una prueba citogenética rapida y
sensible, puesto que son producidos a concentraciones menores
que las requeridas para provocar aberraciones cromosomicas y
ofrecen un método adecuado para detectar mutigenos y/o
carcinogénos ambientales (Latt 1974, Perry y Evans 1975, Kato
1977). Adicionalmente a estas investigaciones, la cinética de
proliferacion linfocitaria y los indices mitético y de replicacion,
estimulados por un mitdégeno como la fitohemaglutinina, permiten
establecer criterios bioldgicos que se consideran importantes en
la genética toxicologica. Este tipo de analisis es particularmente
usado para determinar los efectos inmediatos de las drogas
citotdxicas o de los tratamientos con las citocinas en poblaciones
de células tumorales.

El proceso de activacion celular es iniciado como respuesta a
un estimulo externo que modifica las actividades funcional y
bioquimica de las células eucaridticas con la transicion de las
fases G, a G, de su ciclo. Normalmente este proceso es asociado
con la rdpida induccién de la expresiéon de nuevos genes,
incluyendo aquellos que codifican a los factores de transcripcion,
a los oncogenes, a las citocinas, a las moléculas de superficie
celular (antigenos CD), a las moléculas de adhesion y a otros
genes de funciones desconocidas. El estimulo activa a las células
a controlar una funcion especifica, usualmente la union de un
ligando a su receptor (por ejemplo, la citocina) y/o la formacion
del complejo antigeno-receptor. La constitucion de este complejo
induce cambios conformacionales, los cuales sirven para
transmitir una sefial intracelular. Este proceso involucra a varios
segundos mensajeros y a una complicada cascada de reacciones
bioquimicas que guian eventualmente a la modulacion de la
actividad de los genes en el nucleo. La fosforilacion de proteinas
intracelulares mediada por las cinasas pueden ser uno de los
pasos iniciales en la activacion celular. La redistribucion rapiday
temporal del Ca™ de los compartimientos intracelulares
(almacenes), también es otro evento clave en la activacion de la
célula. Los factores que activan a las células pueden ser
funcionalmente distinguidos como competentes y de progresion.
Los primeros las preactivan y muchos son codificados por los
genes denominados de respuesta temprana e inmediata (ERG),
los cuales juegan un papel relevante en la transicion de la fase
G, a G,, pero son incapaces de promover la entrada a la fase de
S (sintesis) del ciclo celular. La actividad simultanea y sucesiva
de los factores de progresion suministra una seiial blanco
requerida para iniciar la fase S. La expresion o la represion de
estos genes puede posteriormente comenzar la proliferacion y/o
la diferenciacién de numerosas células (Pagano et al. 1992a, b,
1993).

Las proteinas reguladoras del ciclo celular incluyen a una
familia especial conocida como ciclinas (se hallan cinco en las
células humanas, A-E) y a sus proteinas asociadas, las cinasasy
las fosfatasas. Las concentraciones de las ciclinas difieren en las
distintas fases del ciclo, por ejemplo A y B se acumulan en la
interfase y disparan la transicion entre G, y M, estas con-
centraciones son relativa y rapidamente degradadas con la
induccion de las células a la mitosis. La inhibicion de su sintesis
detiene el ciclo celular en interfase. Algunas de estas proteinas
también muestran diversos grados de fosforilacion en las fases
del ciclo celular. Otras proteinas conocidas como cinasas, depen-
dientes de las ciclinas (CDKSs), se unen a estas proteinas para
activar a otras que fosforilan a otras proteinas intracelulares, la
cdc2, que ha mostrado ser la mejor reguladora del ciclo celular.
En todos los eucariotos la entrada a la fase M depende critica-
mente de la activacion del complejo cdc2/ciclina B. La destruccion
rapida de las ciclinas (via ubiquitina) guia a la pérdida de actividad
de los componentes de la cinasa, diversas proteinas reguladas
por un mitégeno (MRP) son de funcion desconocida y sin-
tetizadas después de la estimulacion de las células por factores
de crecimiento mitogénicos. Los cambios transcripcionales y el
incremento temporal en los RNAm corresponden a varios
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oncogenes (por ejemplo, el producto del gen del retinoblastoma
y la proteina p53), factores de transcripcién y citocinas y son
observadas durante todas las fases del ciclo celular. Las células
que regularmente no se dividen (quiescentes) son usualmente
denominadas células G;, que normalmente son detenidas en la
fase G, antes de iniciar S. Algunos factores de crecimiento
mitogénicos, como las citocinas actian sobre las células G, para
el reinicio del ciclo celular, con la transicion de la fase G, a G,
proceso muy complejo que involucra la induccion selecta y
coordinada de la expresion de cientos de genes diferentes y
probablemente la represion de otros. Después de la estimula-
cion celular, las células tienen un limitado nimero de receptores
para los factores de crecimiento y otros ligandos, estos ultimos
se unen a sus respectivos receptores (fase de iniciacion) y las
células llegan ser “competentes” y responden a otros factores,
la unién de nuevos ligandos a sus receptores median la sefial
para el transcurso del ciclo celular (fase de progresion), que son
conocidos como factores de progresion (Pagano ef al. 1992a, b,
1993).

Investigaciones recientes relativas al control molecular del
ciclo celular han conducido al desarrollo de nuevos métodos
para inducir la proliferacion celular que son usados como terapia
de lesiones en organos y tejidos incluyendo la reparacion de
neuronas maduras que no pueden dividirse. Por otra parte, estos
hallazgos podrian ayudar a redncir la reproduccion desenfre-
nada de las células cancerigenas. La regulacion de su actividad
y/o la alteracion de ciertas proteinas involucradas en el ciclo o
en la proliferacion celular, como el factor que promueve a la ma-
duracién (PMF) y la cdc2, ayudarian a impedir que se altere la fi-
siologia de algiin 6rgano o que las células entren a mitosis, con
la consecuente prevencion de la produccidn de la metastasis y
del cancer. El conocimiento del proceso de regulacion y/o control
del ciclo celular hallevado al empleo de un tipo de terapia tumoral
conocida como terapia del ciclo celular que se basa esencialmente
en el tratamiento de las células G, con citocinas para inducirlas a
entrar a la fase S, haciéndolas vulnerables a la accién de las
drogas especificas de la fase S. Ademas ha servido para disefiar
tratamientos de proteccion a las células tronco-no ciclicas.

Estudios de exposicion ocupacional a diferentes plaguicidas
han mostrado retraso en el ciclo de proliferacion celular y
disminucion en el indice mitdtico (Rupa et al. 1991). Este mismo
comportamiento se ha observado in vitro donde se muestra que
los insecticidas organofosforados metilparatién, malation y
metilazinfos son capaces de inducir efectos similares sobre estos
parametros (Sobti et al. 1982).

En México, los herbicidas tiocarbamicos butilate y molinate
son asperjados en grandes cantidades sobre diversos cultivos
agricolas, principalmente arroz y maiz para el control de plan-
tulas preemergentes de las malas hierbas y Echinochloia spp,
respectivamente (WHO 1988). Estos herbicidas son volatiles y
estables en condiciones acidas, tienen un vida media muy corta
en los suelos debido a su rapida fotodegradacion, volatilizacion
y metabolizacion por la flora microbiana (WHO 1988). La ma-
yoria de los tiocarbamicos inhiben la sintesis de proteinas y de
acidos nucléicos in vivo e in vitro de diversas especies vegetales

(Deal et al. 1980). El molinate es mas toxico en los peces (Cyprinus
carpio, LC, = 0.21 mgL 28 dias) que en los mamiferos (ratas,
LS50=720 mg/kg) (Hubell y Casida 1977, Finlayson y Faggella
1986). Son pocos los estudios genéticos llevados a cabo, sin
embargo, se ha mostrado que el molinate no es mutagénico en
procariotos (Carere y Morpurgo 1981), pero es positivo para la
induccién de micronucleos en médula ésea de raton (Pintéret al.
1990) y provoca aberraciones cromosdmicas en células meriste-
maticas de la raiz de Vicia faba (Gomez-Arroyo et al. 1992). El bu-
tilate induce mutaciones recesivas ligadas al sexo en Drosophila
melanogaster (Murnik 1976).

El hecho de considerar a los vegetales como alimentos to-
talmente sanos e inocuos debe revisarse, ya que en ellos estan
contenidos tanto los residuos de los plaguicidas como sus me-
tabolitos almacenados en diversas estructuras, por lo que resultan
un riesgo potencial ya que al ser ingeridos por los animales o por
el hombre pueden causarles efectos en su salud. Por estas razo-
nes en la presente investigacion se verificaron las alteraciones
que provocan dichos agentes quimicos y/o sus metabolitos
formados por Vicia faba en tratamientos tanto in vivo como in
vitro sobre la cinética de proliferacion celular y los indices mito-
tico y de replicacion de linfocitos humanos en cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Tratamientos directos con butilate y molinate en linfocitos
humanos en cultivo

Se prepararon soluciones madre de molinate y butilate (72%,
Quimica Lucava, México) que fueron disueltas en agua des-
tilada e¢ inmediatamente aplicadas a los cultivos de linfocitos hu-
manos de la siguiente forma:

A los frascos de cultivo se les agreg6 3 ml de medio Gibco
(RPMI 1620) complementado con 0.02 ml de fitohemaglutinina
(Gibco) mas 8 gotas de sangre heparinizada de un donador sano,
24 h después del cultivo se adicionaron las siguientes concen-
traciones en ppm y (molares) 6.25 (3X10%), 12.50 (5.8X10%), 50
(2.3X10), 75 (3.5X10), 100 (4.6X10*) y 200 (9.2X10"*)y 300
(1.4X10) de butilate, y 25 (1.3X10), 50 (2.7X10+), 75 (4X10™),
100 (5.3X10), 200 (1X107) y 300 (1.6X107?*) de molinate y 3600
(1X10") de etanol mas 100 pl de bromodesoxiuridina (5-BrdU )y
al testigo solo la 5-BrdU. A las 70 h se les aplicaron 100 plde col-
chicinay alas 72 h se colocaron en 0.075 M de KCl a 37 °C por 20
miny después se fijaron en metanol-acido acético 3:1. Las lami-
nillas se realizaron por goteo y se reetiquetaron con clave des-
conocida, se sumergieron en Hoechst 33258 en la obscuridad
por 20 min, s¢ irradiaron con luz UV por 30 min, se pusieronen
citrato de sodio salino en bafio Maria a 60 °C y se tificron por el
método de fluorescencia mas Giemsa al 10% (Perry y Wolff 1974).

Activacion metabélica in vivo
Aplicacion de los extractos de las raices de Vicia faba tratadas
con butilate y molinate al cultivo linfocitos humanos

Se pusieron a germinar semillas de Vicia faba entre dos capas
de algodon humedecido hasta que las raices principales alcanza-
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ron de 4 a 6 cm de longitud, se sumergieron en las siguientes con-
centraciones en ppm (y molares): 100 (4.6X10), 200 (9.2X10),
300 (1.4X10%), 400 (1.8X10%%), 500 (2.3X10%), 750 (3.5X1073),
1000 (4.6X10), 1500 (6.9X10 ) y 2000 (9.2X10") de butilate,
y 100 (5.3X10), 200 (1X10%), 300 (1.6X107?), 400 (2.1X107?),
500 (2.7X10%%), 750 (4X10%), 1000 (5.3X107), 1500 (8X10?)y
2000 (1X10?) de molinate durante 4 h en la obscuridad y a tem-
peratura ambiente. Para tener la certeza de la capacidad meta-
bolica de Vicia faba se empled como testigo positivo al etanol
3600 (1X10'M), que ha demostrado ser un promutageno de esta
planta e incrementar la frecuencia de ICH en células de criceto
dorado y en linfocitos humanos periféricos tanto in vitro como
in vivo (Takehisa et al. 1988, Calderon-Segura 1993, Goémez-
Arroyo et al. 1995) y el testigo negativo fue solo agua destilada
estéril. Ambos testigos estuvieron bajo las mismas condiciones
experimentales. Transcurrido este lapso, se cortaron 2 cm de la
raiz principal, se maceraron y homogeneizaron en amortiguador
de fosfatos de sodio pH 7.4 a temperatura entre 0-4 °C, la rela-
cion fue 1:1 peso de las raices/volumen de amortiguador, se
homogeneizaron a 1500 rpm y finalmente se ultracentrifugaron a
11500 rpm a 4 °C. Los extractos de las raices tratadas con los
herbicidas y de las testigo se esterilizaron por filtracién miliporo
(0.45 pm) y se aplicaron 100 pl de los extractos de las raices
tratadas con las diferentes concentraciones de molinate, butilate
y de los testigos negativos y positivos a los linfocitos humanos
a las 24 h del cultivo junto con 5-BrUd y se continu6 con la téc-
nica mencionada para todos los casos.

El contenido de proteinas fue determinado por el método de
BioRad (Bradford 1976), para lo cual se realiz6 una curva patron
usando albamina sérica de bovino. Las concentraciones utilizadas
en todos los extractos y en la mezcla S10 fueron constantes.

Activacion metabdlica in vitro
Obtencion de la fraccion enzimatica

Se utilizaron 2 g de raices de Vicia faba de 4 cm de longitud,
las cuales se maceraron con amortiguador de fosfato de sodio
pH 7.4 enrelacion 1:10 + manitol 1mM (Baker), EDTA (Sigma)
1mM y polivinilpirrolidona (Sigma) 0.6 % a 4 °C, se homogenei-
zaron a 1500 rpm y finalmente el homogeneizado se ultracentri-
fugda 11500 rpm a 4 °C para obtener la fraccion microsémica S10
(Takehisa et al. 1982, 1988). El contenido de proteinas fue deter-
minado de la misma manera que en el sistema in vivo.

Mezcla S10

A un volumen de 1:9 (peso/volumen) de la fraccion micro-
somica S10 se le adicionaron 8X10° M MgCl, (Baker), 3.3.X10"
MKCI (Baker), 5X 10 Glucosa-6 fosfato (Sigma), 4X10° MNAD
(Sigma), 4X10° MNADP (Sigma)y 10" M de Na,HPO4-Na H,PO4
(Baker) (pH 7.4) (Takehisa et al. 1988) ¢ inmediatamente se utilizo
para los tratamientos siguientes: a cada cultivo de linfocitos
humanos de 48 h de incubacién se le aplic6 500 pl de la mezcla
S10 maés las siguientes concentraciones en ppm (y molares): 25
(1.3X10), 50 (2.7X10), 75 (4X10), 100 (5.3X10), 200 (1X10?)y
300 (1.6X10? ) de molinate y 25 (1.1X10), 50 (2.3X10*), 75
(3.5X10), 100 (9.2X10*) y 200 (1.4X10*) de butilate. Los testi-

gos negativos fueron (1) el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU
y (2) el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU + 500 pl de la mezcla
S10, y el testigo positivo el cultivo de sangre periférica + 5-BrdU
+ 500 ml de la mezcla S10 + etanol 3600 (1X10'M). Todos estu-
vieron en agitacion constante por 4 ha 37 °Cy transcurrido este
tiempo los cultivos se lavaron dos veces con solucion isotonica
de NaCl y se les adicioné el medio Gibco RPMI 1640 mas la 5-
BrdUy se continud con la técnica mencionada. La fraccion S10y
las soluciones madre del butilate, del molinate y del etanol se
esterilizaron por filtracién miliporo (0.45 pm).

Cinética de proliferacion, indices de replicacion y mitético de
los linfocitos periféricos en cultivo
Indice de replicacion

La incorporacion de la 5-BrdU en los linfocitos en cultivo fue
utilizada para analizar la cinética de proliferacion celular y la
citotoxicidad producidas por los dos herbicidas. La cinética de
proliferacion linfocitaria fue evaluada mediante la determinacién
de la frecuencia de células metafasicas de primera (M 1), segunda
(M2) y tercera (M3) divisiones en 100 metafases consecutivasy
calculada para el indice de replicacion con la férmula siguiente:

IR=1M1+2M2+3M3/100

Donde: M1 son aquellas células cuyo DNA se replico una
vez en presencia de la 5-BrdU y sus cromatidas estan unifilar-
mente sustituidas; M2, células con DNA dividido dos veces en
presencia del analogo de base y con cromatidas uni y bifilarmente
sustituidas por este analogo y M3 células que estuvieron en tres
ciclos de division (Lamberti et a/. 1983).

Indice mitético
El indice mitdtico se establecid cuantificando la cantidad de
metafases en 1000 células estimuladas por experimento.

IM= (cantidad de metafases/1000) X 100 = % IM

En todos los casos se llevaron a cabo dos experimentos. Para
el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 la X*.

RESULTADOS

Al aplicar los tratamientos directos (4 h ) con 25y 50 ppmde
butilate a los cultivos de linfocitos humanos (CLH), no hubo
diferencias significativas en la CPC, el IM y el IR con respecto al
testigo, pero con 75 y 100 ppm se estimul6 la CPC y aument la
frecuencia de células de tercer ciclo (M3) y con 200 ppm se inhibi6
la mitosis (Tabla I). Los efectos fueron similares en el caso del
molinate, con €l mismo esquema de tratamiento, notandose que
con 50, 75 y 200 ppm disminuyeron los valores del IM y con 300
ppm se bloqued la mitosis (Tabla I).

Cuando se coincubaron los dos herbicidas con la mezcla S10
mas los CLH (sistema de activacion metabdlica in vitro), con 25,
50, 75 y 100 ppm de butilate no se mostraron efectos sobre los



EFECTO DE BUTILATE Y DE MOLINATE SOBRE LOS LINFOCITOS HUMANOS

3

TABLA 1. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES E INDICES DE REPLICACION Y MITOTICO DE
LOS LINFOCITOS HUMANOS EN CULTIVO TRATADOS CON MOLINATE Y BUTILATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA
DE Vicia faba in vitro

Tratamiento directo

Activacion in vitro

M1 M2 M3 %RI’ %MI* M1 M2 M3 %RI % MI®
Control 335.5 30.5 34.0 2.0 3.2 35.0 30.5 34.5 2.0 32
Molinate (ppm)
25 28.0 43.5 28.5 2.0 2.3 18.9 31.5 50.5 2.3 4.1
50 20.5 29.0 50.5 23 1.8% 2110, 37.5 41.5 2.2 33
75 19.0 33.0 48.0 23 1.9*% 19.5 34.5 46.0 2.3 5:5%
100 17.0* 30.5* 52.5% 2.4 2.1 26.5 31.0 425 2.2 39
200 15.0* 25.57% 59.5% 2.5 1:9% 19.0 32.5 48.0 2.3 3.8
300 Inhibicién de la mitosis® 19.0* 28.5% 52.5% 213 3.0
Butilate (ppm)
25 28.0 27.5 44.5 2.0 3.1 26.0 30.0 44.0 2.2 3.0
50 25.0 26.0 49.0 2.4 23 24.0 43.0 33.0 2.1 3.1
75 14.0* 34.0* 52.0* 2.4 32 20.0 3315 46.5 2:3 2.6
100 10.0* 30.0* 60.0* 2.5 3.1 19.5 23.0 46.5 2:3 3.0
200 Inhibicién de la mitosis? 11.5* 15.5% 73.0* 2.7 2.5
300 Inhibicion de la mitosis®
Mezcla S10 16.0 49.0 16.0 2.3 3.1
Etanol (3600 ppm)f 21.0% 17.0% 62.0% 2.4 3.1 15.5* 20.0* 64.5* 2.5 2.6

* Promedio de dos experimentos; Y Indice de replicacion; ¢ Indice mitdtico, n= 2000 células; 4No se observaron células estimuladas
rCorresponden a 1X10" M
* Las diferencias significativas entre los controles y cada grupo tratado se obtuvieron con la prueba de X*, en ambos casos P< 0.05

50, 75 y 100 ppm de butilate no se mostraron efectos sobre los
tres parametros, pero con 200 ppm se estimuld la CPC e incre-
mentaron las células M3 con relacién al testigoy con 300 ppm se
detuvo la mitosis (Tabla I). Este comportamiento fue semejante
con 25, 50, 100 y 200 ppm de molinate, excepto a 75 ppm en que
aumento el IM y con 300 ppm se acelerd la CPC, aumentaron las
células M3 y no tuvo efecto sobre la mitosis (Tabla II).

En los tratamientos directos con 6.25 y 12.50 ppm de butilate
por 48 h a los CLH, no modificé la CPC, el IM y el IR, pero a partir
de 50 ppm se retardé la CPC y ascendid la frecuencia de células
de primera division celular (M1). Los valores de IR ¢ IM des-
cendieron hasta que se bloque6 la mitosis (Tabla II). En el caso
del molinate el efecto fue parecido con 25y 50 ppm sobre los
tres parametros, pero a partir de 75 ppm se retard6 la CPC e incre-

TABLA I1. FRECUENCIAS DE CELULAS EN PRIMERA, SEGUNDA Y TERCERA DIVISIONES E INDICES DE REPLICACION Y MITOTICO DE
LOS LINFOCITOS HUMANOS EN CULTIVO TRATADOS CON MOLINATE Y BUTILATE SIN Y CON LA ACTIVACION METABOLICA

DE Vicia faba in vivo

Tratamiento directo

Activacion In vivo

M1 M2 M3 %RI %MI® M1 M2 M3 %RI°  %MI°
Control 38.5 30.0 32.5 2.0 4.7 35.5 30.0 34.5 2.0 4.7
Molinate (ppm)
25 31.1 385 30.4 2.0 4.0
50 30.5 32.5 37.0 2.1 2.8
75 47.5% 32.5% 20.0* 1.7* 2.0%
100 65.5* 25.0* 9.5% 1.4* 1.0* 35.5 34.5 30.0 2.0 2.9
200 72.5% 25.0* 3.0* 1.2* 0.8* 51.1* 35.0* 14.0* 1.0 2.6*
300 Inhibicion de la mitosis® 68.0% 25.0% 7.0% 0.9* 1.9*
400 30.0 32.5 375 2.0 3.4
Butilate (ppm)
6.25 30.0 32.5 37.5 2.0 3.4
12.50 32.0 34.0 34.0 2.0 3.0
50 41.0% 40.0* 19.0* 1.8% 2.4%
75 46.0* 38.0% 16.0* 1.3* 1.3*
100 77.5* 11.5% 9.0% 1.1% 0.3* 42.5 34.5 23.0 1.8 3.1
200 Inhibicién de la mitosis® 24.0 32.5 43.5 2.2 2.8
300 18.0* 25.0* 57.0% 2.4 1.4*
400 12.0* 31.0* 57.0% 25 1.2*
500 Inhibicién de la mitosis?
Fraccién S10 35.0 35.0 30.0 2.0 4.6
Ethanol (3600 ppm)’  33.0 36.0 31.0 2.0 3.2 33.0 30.0 37.0 2.1 4.0

* Promedio de dos experimentos; b Indice de replicacion; ¢ Indice mitético, n= 2000 células; 4 No se observaron células estimuladas

f Corrgsponden a 1X10" M
* Las diferencias significativas entre los controles y cada grupo tratado se obtuvieron con la prueba de X*, en ambos casos P< 0.05
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yoelIRyel IM, hasta que se detuvo la mitosis (Tabla II).

En el sistema de activaciéon metabdlica in vivo, al aplicar los
extractos de las raices tratadas con 100 y 200 ppm de butilate a
los CLH por 48 h, no se alteré la CPC, el IR y el IM, pero con 300
y 400 ppm el IM disininuyo, se estimul6 la CPC y aument? la fre-
cuencia de células M3 mientras que 500 ppm suprimio la mitosis
(Tabla II). Cuando se agregd el extracto de las raices tratadas con
100 ppm de molinate a los CLH no se modificaron los tres
parametros pero con los extractos de las raices tratadas con 200
y 300 ppm, el efecto fue inverso sobre la CPC ya que se incre-
mento la M1y disminuyd la M3. E1 IRy el IM también se redu-
jeron (Tabla II). A partir de 400 ppm de molinate, estos parametros
fueron semejantes al testigo en los linfocitos ya que previamen-
te hubo accion toxica en las raices del haba y 500 ppm de butilate
fueron toxicos para los linfocitos (Tablas Iy II).

Por otra parte, los tratamientos con etanol siny con activa-
cién metabdlica in vivo € in vitro no tuvieron accién sobre la
CPC y los IM ¢ IR con respecto al testigo (CLH més 5-BrdU)
(Tablas Iy IT). Sin embargo, este compuesto con y sin activacion
in vitro estimul6 1a frecuencia de células M3 (Tablas Iy II).

La fraccién enzimatica y la mezcla S10 de las raices de Vicia
Jfaba utilizadas en los dos sistemas de activacion metabdlica in
vivo e in vitro, no interfirieron sobre los tres criterios evaluados
al ser comparados con el testigo'(Tablas Iy IT).

DISCUSION

La exposicion a los plaguicidas y/o a sus metabolitos,
representa un riesgo potencial para la salud animal y humana, ya
que éstos pueden provocar dafio al material genético, alteracio-
nes en el funcionamiento de los 6rganos, activar protoncogenes
y modificar el ciclo celular, posiblemente con la manisfestacion
de cancer y/o de metastasis.

En esta investigacion se evidencia que los tratamientos di-
rectos de butilate y de molinate (4 h) alos CLHy con activacion
metabolica in vitro, aceleran el ciclo celular mostrado por la mayor
frecuencia de células metafasicas de tercera division lo que indi-
ca que la molécula original de cada pesticida y sus productos
metabolicos inducen a los linfocitos a dividirse a una tasa mas
rapida lo que se expresa en un alto porcentaje de metafases de
tercer ciclo que implica claramente la activacion del ciclo celular
de las células humanas que se hace mas corto y una fraccién
mayor de células ciclicas de una determinada poblacion (Tabla
I). El efecto sobre la cinética de proliferacion celular (CPC)
probablemente se deba a que tanto el butilate como el molinate,
asi como sus metabolitos, interfirieron con la disponibilidad de
nutrientes, la estimulacion de la fitohemaglutinina y otros fac-
tores que afectaron a las células humanas a proseguir con su
ciclo celular normal y la supresion de la mitosis (Tabla I). Esta
situacion también fue observada en los linfocitos tratados con el
butilate activado in vivo a concentraciones mayores (Tabla II).
Sin embargo, la aplicacién directa del butilate y del molinate asi
como cuando se activaron in vivo (tratamientos por 48 h), re-
tardo el ciclo celular, es decir, las células humanas proliferaron a

una tasa muy prolongada, manifestandose el incremento de las
poblaciones celulares M1 (Tabla II). Las células cultivadas de-
tienen o bloquean su ciclo cuando son colocadas a concentra-
ciones limitadas de nutrientes, de factores de crecimiento o si se
les afiade algun inhibidor de la sintesis de proteinas (Guiulotto
et al. 1980). Kuroda et al. (1992) observan disminucién del in-
dice mitdtico (IM) y de las mitosis de segunda division en célu-
las de la linea V79 de criceto dorado in vitro dependientes de las
diversas concentraciones entre 10 y 100 ppm de molinate
aplicadas, este comportamiento coincide cuando el butilate y el
molinate son agregados directamente (tratamiento por 48 h) o
activados por Vicia faba in vivo (Tablas 1y II). Varias inves-
tigaciones realizadas con malation, metilazinfos, nemacur, monitor,
bolstar y paratién han mostrado que retardan el ciclo celular y
disminuyen el ciclo mit6tico de las células V79 del criceto dorado
y otras lineas celulares humanas, observando una relacion con-
centracion-respuesta (Chen et al. 1981, 1982, Sobti et al. 1982,
Salvadori et al. 1988).

Los herbicidas tiocarbamicos butilate y molinate son facil y
rapidamente translocados y metabolizados en las hojas, en los
coledptilos y en las raices de varias especies vegetales y
transportados a tallos, hojasy frutos. Los pasos iniciales de su
biotransformacién en plantas y en mamiferos ocurren por
sulfoxidacion y N-desalquilacion (reacciones de la Fase I),
catalizadas principalmente por el grupo monoxigenasas
dependientes del sistema citocromo P-450 conocidas como
oxidasas de funcién mixta (OFM) para formar sulféxidos de
molinate y butilate, N-alquilados y de sulfonas, los productos
oxidados son conjugados con el glutation (GSH) por el sistema
enzimatico GSH-S-T transferasas o sin la intervencion de enzi-
mas (reacciones de Fase II) (Casida ef al. 1975, Debaun et al.
1978a, b). En los animales, los conjugados son eliminados en la
orina en forma de acidos mercapturicos y en las plantas alma-
cenados y/o incorporados en diversos componentes de la célula
vegetal (reacciones de Fase III) (Sandermann 1992).

Varios estudios han indicado que las formas activas de los
herbicidas son los sulféxidos tiocarbamicos que tienen accion
alquilante (Fuerts 1987), posiblemente los sulfoxidos de moli-
nate y butilate estén implicados en las alteraciones de la CPC, del
IM y del IR de las células humanas. Quistad et al. (1994)
demuestran que los agentes tiocarbamicos tiobencarb, pebulate,
vernolate, trialate, cicloate, EPTC y molinate asi como sus meta-
bolitos sulféxidos son potentes inhibidores de la enzima al-
dehido deshidrogenasa en la sangre y en el cerebro de raton y
esto sucede pero en menor grado con el butilate. Posiblemente
en ambos sistemas de activaciéon metabdlica vegetal (in vivo e in
vitro) se forman algunos tipos de metabolitos similares que
ocasionan la activacion de la proliferacion de los linfocitos
humanos.

Al comparar los tratamientos directos del butilate y del moli-
nate con los sistemas de activacion metabolica por las raices de
Vicia faba in vivo e in vitro se observd una clara respuesta
concentracion-efecto sobre la CPC, el IR y el IM con las apli-
caciones directas y con los extractos de las raices tratadas con
ambos herbicidas alos CLH por 48 h (Tablas Iy IT). Las diferen-
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cias de los resultados sobre la CPC, IR ¢ IM en los dos sistemas
de activacion metabdlica in vivo e in vitro, con respecto al tes-
tigo, quiza se deban al tiempo de tratamiento, al tipo de metabo-
litos y a la sensibilidad de las poblaciones celulares con DNA
sustituido por la 5-BrdU, expuestas a los dos herbicidas y sus
productos metabdlicos ya que en el sistema in vivo se aplicaron
tratamientos por 48 h en células con 24 h de cultivo cuyo DNA
se duplica en ausencia de la 5-BrdU, mientras en el ensayo in
vitro por 4 h en células con 48 h de cultivo y con cromatidas uni-
filarmente incorporadas por éste andlogo de base, probable-
mente presentan mayor sensibilidad a los metabolitosy a la mo-
lécula original y éste sea el origen de las diferencias encontra-
das (Tablas Iy IT).

Con la fraccién S10 y el etanol activado in vivo no se obser-
va efecto sobre la CPC, el IM y el IR de los CLH, datos que co-
rroboran a los obtenidos por Calderén-Segura (1993) y Gémez-
Arroyo et al. (1995), con el mismo sistema de activacion vegetal
(Tablas I y IT). No obstante al contrastar estadisticamente los
valores de la CPC de los tratamientos con el etanol directo y
activado in vitro con el testigo (cultivo s6lo), asi como la frac-
cién microsémica usada como sistema de activacion in vitro se
evidencia la aceleracion del ciclo celular ya que se cuantificaron
mas metafases de tercer ciclo y se observé el mismo compor-
tamiento con concentraciones elevadas de ambos tiocarbamicos
(Tablas Iy IT).

El testigo comprueba la eficiencia de las condiciones ex-
perimentales en la manipulacién de los cultivos durante el trata-
miento, al no modificar su CPL, IM ¢ IR (Tablas I'y IT). El etanol es
metabolizado a acetaldehido por la acccion de la enzima citosélica
alcohol deshidrogenasa (ADH), que requiere al dinucledtido
nicotinamida adenina (NAD) como cofactor, reaccién que ocurre
principalmente en las mitocondrias y en el citoplasma. El ace-
taldehido es el principal inductor de dafio al DNA en linfocitos
humanos in vitro en presencia de la enzima ADH y del cofactor
NAD (Obe y Ristow 1970, Obe et al. 1979, 1986). Es probable que
las concentraciones aplicadas de etanol, plaguicidas y sus meta-
bolitos aumenten la respuesta mitogénica a la fitohemaglutinina
y/o activen a proteinas u otros factores que induzcan el proceso
de division celular (Tablas Iy II).

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran claramente que los
herbicidas butilate y molinate y/o sus metabolitos afectan dras-
ticamente la cinética de proliferacion celulary los indices mit6-
ticoy de replicacion hasta inhibir la mitosis. La disminucién de la
respuesta inmunoldgica se correlaciona con menor eficacia del
individuo en cualquier circunstancia de exposicion a productos
toxicos o enfermedades, caso contrario de cuando se tiene efecto
estimulante que significa un tasa de proliferacion muy rapida e
incontrolada que reflejaria activacion y/o manifestacién del
cancer o metastasis o daiio en cualquier érgano.

En las plantas, el destino de los agentes quimicos con
propiedades de plaguicidas tienen diferentes vias metabdlicas,

de las cuales se pueden originar metabolitos primarios, secun-
darios y terciarios que posiblemente entran a la cadena alimen-
ticia de los animales incluyendo al hombre e inducen efectos
citotoxicos, fisioldgicos, mutagénicos y/o carcinogénicos. En
México, el 75% de los plaguicidas son de aplicacion agricola y el
hecho de que las plantas los activen y ejerzan accién sobre el
ciclo celular o sobre la respuesta inmunologica, se debe conside-
rar ¢ investigar ya que el mismo pesticida (residuos) y/o sus me-
tabolitos almacenados, pueden representar un peligro potencial
para la salud humanay animal. Sin embargo, cabe mencionar que
la manifestacion o no del dafio y el nivel de la alteracion depen-
den de factores multiples como la variabilidad inter e intra
individual, la etapa del desarrollo a la cual se expone el individuo,
el grado de sensibilidad a los agentes toxicos, la edad, la nutri-
cion, el metabolismo, la salud, el sexo, la predisposicion genéti-
ca, etcétera.
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