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RESUMEN

Se analizo6 la participacion de los metabolismos vegetal y animal en la transforma-
cion del insecticida organofosforado azinfos metilico (gusation) mediante el método
de microsuspension, empleando como sistemas activadores la fraccion S10 de haba
(Vicia faba) y la fraccion S9 de higado de rata y como organismo indicador del efecto
genético a las cepas TA98 y TA100 de la bacteria Salmonella typhimurium. Se utilizd
la metodologia de microsuspension aforando a 1 mL, se probaron concentraciones
crecientes del insecticida (10, 20, 40, 80 y 100 ug/uL). Se colocaron en agitacion ro-
tatoria en oscuridad por 2 h. Posteriormente, se siguio el procedimiento convencional
de incorporacion en placa. Los resultados mostraron mayor capacidad del metabolismo
vegetal para producir mutagenicidad por corrimiento del marco de lectura que se evi-
dencio preferentemente en la cepa TA98 mientras que el metabolismo animal produjo
mutagenos por sustitucion de pares de bases manifestados en la cepa TA100. Ambos
metabolismos fueron capaces de disminuir la toxicidad del insecticida organofosforado
y expresar mutagenicidad en S. #yphimurium. Las fracciones enzimaticas no tuvieron
efectos adversos sobre la viabilidad de las células bacterianas.

Key words: S9 enzymatic fraction, organophosphorus insecticides, reverse mutation, S10 Vicia faba fraction

ABSTRACT

It was analyzed the plant and animal metabolism role in the transformation of azinfos
methyl organophosphorus insecticide (gusathion) through the microsuspension assay,
using as activating systems the S10 Vicia faba fraction and the S9 enzymatic fraction
of rat liver, and as street sign of genetic effect to the TA98 and TA100 strains of the
bacteria Salmonella typhimurium. It was used the microsuspension assay, the incubation
mix was of 1 mL, there were added crescent concentrations of the insecticide (10, 20,
40, 80 and 100 pug/ul), there were placed in a rotatory shaker in darkness during 2 h.
Subsequently, it was performed the conventional procedure of plate incorporation. The
results showed a greater capacity of the plant metabolism to produce mutagenicity by
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frameshifth evident in the TA9S strain while the animal metabolism produced mutagens
by base-pair substitutions manifested in the TA100 strain. Both metabolisms were able
to reduce the organophosphorus insecticide toxicity and to express mutagenicity in S.
typhimurium. The enzymatic fractions were not harmful to the bacterial cells viability.

INTRODUCCION

La gran cantidad y la enorme variedad de sustan-
cias dispersas en el planeta como consecuencia de
la actividad del ser humano depositandose en agua,
suelo y aire afectan criticamente al ambiente. En la
busqueda de mejorar la calidad de vida con el descu-
brimiento y la cura de enfermedades, al proporcionar
un mayor confort, al incrementar la productividad, al
mejorar la alimentacion, la educacion o la organiza-
cion social o politica, muchos avances de la cienciay
de la tecnologia generan diversos productos quimicos
sintéticos que pasan al ambiente y pueden representar
un riesgo potencial para la salud humana (Litterst y
Lichtenstein 1971).

Ames (1983, 1989) sefiala la importancia de
evaluar el riesgo que pueden constituir los cambios
en el estilo de vida y la contaminacion en ciudades
industrializadas en la aparicion de cancer.

Por otra parte, se ha demostrado la capacidad
de las plantas para metabolizar agentes quimicos
extrafios, como los plaguicidas (Plewa y Gentile
1976). Desde entonces, este aspecto ha constituido
un motivo de interés y de preocupacion para nume-
rosos investigadores, lo que es comprensible si se
considera el amplio espectro de agentes quimicos y
la magnitud de su uso en la agricultura moderna, ya
que las plantas pueden absorberlos y modificarlos
metabdlicamente, dando lugar a productos muta-
génicos. Si estos compuestos son estables, pueden
incorporarse a la dieta humana e implicar un riesgo
de dafio genético (Gichner ef al. 1993).

Mientras que en animales los sistemas del citocro-
mo P-450 son de importancia central en el metabo-
lismo y en la activacion mutagénica de xenobioticos,
las modalidades vegetales del citocromo P-450
parecen actuar s6lo en casos excepcionales como
el de algunos herbicidas ureicos (N, N-dimetil fenil
urea; Sandermann 1988). Las plantas metabolizan
los compuestos extrafios por diversos mecanismos
incluyendo oxidacion, hidrolisis, conjugacion y
ocasionalmente reduccion. Las especies conjugadas
primariamente, facilitan su excrecion en los animales
y su inmovilizacion en las plantas (Higashi 1988).

El uso combinado de pruebas para explorar la
mutagenicidad de sustancias quimicas, empleando

tanto el metabolismo animal como vegetal, resulta
especialmente importante en el caso de los agroqui-
micos debido a que ellos estan en contacto directo
con las plantas superiores (Higashi 1988).

Puesto que las vias metabolicas de los vegetales
son muy diferentes a las de los animales, pueden
también cambiar los productos modificados (Menn
1978). En animales el fungicida tioalbendazol, es
convertido a 5-hidroxitioalbendazol, mientras que
en las plantas lo es a benzimidazol o benzimidazol-
2-carboxamida (Sandermann 1988). El paration, se
transforma en paraoxon en presencia del citocromo
P-450 de higado de rata o de conejo. Sin embargo,
cuando se aplica a raices de haba, se encuentran can-
tidades de paraoxon menores al 1 % de los niveles de
paration (Higashi 1988). Las peroxidasas son ubicuas
en el reino vegetal, pueden catalizar reacciones de N-
6 C-hidroxilacion, N-sulfoxidacion, N-acetilacion,
halogenacion, deshalogenacion o descarboxilacion
(Sandermann 1988).

La activacion de promutagenos por el metabo-
lismo vegetal (Plewa et al. 1984) y animal (Maron
y Ames 1983) constituye un aspecto relevante en la
mutagénesis ambiental.

El dafio producido al material genético mediante
la induccion de mutaciones, tiene un riesgo toxico-
logico que repercute en la salud de los individuos
afectados. En virtud de que es importante conocer el
comportamiento de este tipo de compuestos y debido
a que, por razones éticas no es posible realizar la
experimentacion directa con el hombre y en vista de
que los ensayos con mamiferos para demostrar ge-
notoxicidad son sumamente caros (deKergommeaux
et al. 1983), la posibilidad de detectar compuestos
mutagénicos en el ambiente se ha facilitado por el
establecimiento de sistemas de prueba rapidos como
el bioensayo desarrollado por Ames et al. (1975).
Con el propoésito de semejar la biotransformacion
que ocurre en animales cuando ingieren esos agentes
quimicos, se incorpora un sistema in vitro de activa-
cion metabolica animal (S9; Maron y Ames 1983) o
vegetal (S10; Plewa ef al. 1984).

El ensayo de Ames utiliza un conjunto de cepas
de bacterias con requerimiento de histidina, que
contienen otras mutaciones que incrementan su sen-
sibilidad para detectar mutagenos. La mutacion rfa
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altera la barrera de lipopolisacaridos de la superficie
bacteriana y aumenta su permeabilidad a moléculas
grandes que no penetran la pared normal de una célula
(Ames et al. 1973). La mutacion uvrB, es la delecion
de un gen involucrado en la reparacion del ADN por
escision, resultando en una mayor sensibilidad para
identificar gran cantidad de mutagenos (Ames 1971,
Ames et al. 1973).

La cepa TA9S, utilizada en este trabajo contiene
el plasmido, pKM101 con el factor-R que le confiere
resistencia a la ampicilina y los genes muc que aumen-
tan la frecuencia de mutacion tanto espontanea como
inducida al afectar el sistema de reparacion “propen-
so al error” que esta presente normalmente en estos
organismos. Esta cepa detecta diversos mutagenos
que producen corrimiento del mensaje que implica la
insercion o la pérdida de pares de bases. La otra cepa
empleada, la TA100 detecta mutdgenos que causan
sustitucion de pares de bases (Maron y Ames 1983).

La reversion espontanea de las cepas se expresa
como la cantidad de colonias revertantes por caja
de medio minimo. Las colonias revertantes que han
recuperado la sintesis son claramente visibles sobre
un fondo uniforme de bacterias auxotroficas. Cada
cepa revierte espontaneamente con una frecuencia
caracteristica, Maron y Ames (1983) describen va-
lores que van de 30 a 50 revertantes por caja para la
cepa TA98 y de 120 a 200 para la TA100.

Los procedimientos empleados para estudiar los
efectos de los metabolismos vegetal y animal sobre la
mutagenicidad han variado considerablemente. Tales
métodos dependen de que el agente quimico penetre
en la célula vegetal o animal, de que sea metabolizado
y de que los metabolitos regresen al medio donde
actuaran sobre las bacterias. Una opcion se lleva a
cabo con extractos vegetales o animales liberados
de las células para proveer las enzimas metabolicas
(Wildeman y Nazar 1982).

A pesar de que gran cantidad de agentes son activa-
dos tanto por plantas como por animales, algunos pare-
cen serlo solo por plantas. El desarrollo de protocolos
usando activacion tanto vegetal como animal puede
proveer una amplia base de datos sobre la transfor-
macion biologica de promutagenos y una forma ideal
para hacer dicha comparacién con un ensayo in vitro.

El ensayo de microsuspension utilizado por pri-
mera vez por Kado et al. (1983) y empleado por di-
versos autores (George et al. 2001, Onuki et al. 2002,
Kummrow et al. 2006, Umbezeiro et al. 2006), es un
método que aumenta significativamente la sensibilidad
de la prueba de Ames y permite utilizar concentracio-
nes muy bajas de los mutdgenos. Esta modificacién
consiste en agregar concentraciones incrementadas

de células bacterianas (aproximadamente 10°) en
suspension a la mezcla de activacion en un volumen
muy pequefio (0.2 a 1.0 mL). Después de al menos 90
minutos de incubacion a 37 °C, la mezcla se procesa
de acuerdo al protocolo de rutina del ensayo de Ames.
Este procedimiento es hasta 20 veces mas sensible que
la prueba estandar de incorporacién en placa y hasta
13 veces mas sensible que el protocolo de incubacion
liquida descrito previamente. La reversion espontanea
no se incrementa bajo estas condiciones en compara-
cion con la incorporacion en placa, utiliza hasta 10
veces menos mezcla enzimatica y hasta 5 veces menos
cofactores por placa (Kado 1983).

Los insecticidas organofosforados son los de
mayor uso en la agricultura en México, derivados del
acido fosforico, con pocas excepciones son muy toxi-
cos y todos inhiben a la colinesterasa interrumpiendo
el impulso nervioso a nivel de sinapsis nerviosas de
vertebrados (Fukuto 1971).

Los efectos sobre el sistema nervioso van desde
patrones de habla ininteligible y pérdida de los re-
flejos hasta convulsiones y estados de coma, puede
también haber pardlisis, siendo los musculos del
sistema respiratorio los mas afectados. Todos los
insecticidas organofosforados se degradan por hi-
drolisis en el higado y en otros tejidos. Presentan
propiedades alquilantes (Preussman et al. 1969),
su estructura fundamental es -P-O-C-. La presencia
del fésforo y del carbono como sitios electrofilicos
los hace susceptibles de reaccionar con nucledfilos.
El ADN de cualquier célula posee muchos y muy
diferentes sitios nucleofilicos susceptibles a ese tipo
de reaccion (Wild 1975). Por lo tanto, es importante
evaluar el riesgo que puede representar el uso de tales
sustancias en el material genético ya que numerosas
enfermedades cronicas y con periodos de latencia
largos, como el céancer, estan entre los principales
motivos de preocupacion de la salud humana con
relacion a los plaguicidas (Moutschen-Dahmen et
al. 1984).

Para evaluar la influencia del metabolismo sobre
la mutagenicidad y la toxicidad de los pesticidas,
Wildeman y Nazar (1982) utilizan la fraccion S9 del
higado de mamifero y homogeneizados enzimaticos
vegetales como sistemas activadores en el bioensayo
de Salmonella. Sus resultados sugieren que, a pesar
de que tanto los homogeneizados vegetales como el
sobrenadante S9 de higado activan un compuesto,
los mutagenos formados en los sistemas vegetal y
animal resultan diferentes. Rasquinha ez al. (1988)
observan que el metabolismo vegetal puede alterar
la mutagenicidad de diversos plaguicidas. Cortés-Es-
lava et al. (2013) encuentran resultados interesantes
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analizando el papel del metabolismo vegetal en la
mutagenicidad y citotoxicidad de cuatro insecticidas
organofosforados en Salmonella typhimurium y en
células humanas en cultivo. Utilizan el método de
incorporacion en placa (Ames 1983) y describen que
el gusation increment6 su mutagenicidad principal-
mente sobre la cepa TA98 al ser metabolizado por
la fraccion vegetal de Coriandrum sativum lo cual
coincide con el presente trabajo.

En S. typhimurium, Gomez-Arroyo et al. (2007)
muestran una respuesta mutagénica distinta de dos
insecticidas organofosforados (foxim y azinfos
metilico) activados metabdlicamente por Nicotia-
na tabacum (linea TX1). El primero, disminuye
considerablemente su mutagenicidad hasta valores
semejantes al testigo cuando se cocultiva con las
células TX1, mientras que al aplicarlo directamente
se eleva significativamente la frecuencia de reversion.
El segundo aparentemente disminuye su toxicidad ya
que al aplicarlo directamente resulta completamente
toxico, al grado de anular el crecimiento de bacterias,
mientras que al incubarlo en presencia de células
TX1 de tabaco a las mismas concentraciones no solo
permite el crecimiento de las bacterias sino que eleva
considerablemente su mutagenicidad.

Al aplicar diferentes concentraciones del insec-
ticida carbamico propoxur al cultivo de linfocitos
humanos, Goémez-Arroyo et al. (1995) no observan
elevacion en la frecuencia de ICH, mientras que este
mismo compuesto previamente activado con la frac-
cion S10 de V. faba la incrementa significativamente,
lo mismo ocurre con los herbicidas tiocarbamicos
molinate y butilate (Calderén-Segura ef al. 1999).

Con los antecedentes planteados, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto mutagénico del insectici-
da gusation en S. typhimurium cepas TA98 y TA100,
transformado por los metabolismos vegetal y animal

MATERIALES Y METODOS

Para obtener la fraccion S10 de Vicia faba, se
germind, macerd, homogeneizo, centrifugo y filtrd
la raiz en amortiguador de fosfatos de sodio 100
mM, pH = 7. La S9 utilizada fue la forma comercial
marca MOLTOX. Las bacterias se sembraron en
medio nutritivo, incubando en agitacion rotatoria
en oscuridad a 37 °C durante 16 h. Se centrifugd a
4000 x g 5 min a 4 °C, resuspendiendo el botén en
amortiguador de fosfatos y manteniendo en hielo
hasta iniciar el ensayo de mutagenicidad. En frascos
estériles se aplicaron concentraciones crecientes del
insecticida (10, 20, 40, 80 y 100 mg/mL), 500 mL

de fraccion S9 6 S10 y 100 mL de suspension con-
centrada de bacterias de la cepa respectiva aforando
a 1000 mL con amortiguador de fosfatos de potasio.
Se incub6 dos horas en agitacion rotadora en oscuri-
dad y posteriormente en 2 mL de agar de superficie
se anadieron 250 mL del contenido de cada uno de
los frascos de incubacion, se homogeneizaron con
vortex, se sembro por triplicado en medio minimo
y se incubd 48 h a 37 °C en oscuridad. Finalmente,
transcurrido el tiempo de incubacidn se registro la
reversion inducida.

La exploracion estadistica se realizé mediante
el anélisis de varianza y la prueba de comparacion
multiple de Newman Keuls.

RESULTADOS

Los cuadros I y II muestran una capacidad di-
ferencial de los metabolismos vegetal y animal para
inducir mutagenicidad con el compuesto organofos-
forado. La fraccion enzimatica vegetal disminuyo la
toxicidad del insecticida y produjo mutaciones por
corrimiento del marco de lectura evidenciadas prin-
cipalmente en la cepa TA98 de la bacteria S. typhi-
murium (Cuadro I), mientras que el metabolismo
animal produjo compuestos que causaron mutaciones
por sustitucion de pares de bases, es decir que su
efecto se observo preponderantemente en la cepa
TA100 (Cuadro II). Ambas fracciones enzimaticas
vegetal y animal no tuvieron efectos adversos sobre la
viabilidad de las células bacterianas y fueron capaces
de disminuir la toxicidad producida por el gusation
permitiendo que se expresara la mutagenicidad de
sus metabolitos. El gusation aplicado directamente
en ambas cepas fue toxico por lo que no hubo cre-
cimiento del fondo de bacterias auxotroficas. Los
cuadros I y Il muestran que al agregar las fracciones
metabdlicas tanto vegetal como animal, disminuy6
la toxicidad y pudo observarse el efecto mutagénico
de manera diferencial para cada cepa segun el meta-
bolismo que participd. La NOP y el 2-AF utilizados
como testigos positivos para las cepas TA98 y TA100,
respectivamente, mostraron claramente la eficiencia
metabolica de ambas fracciones. La reversion es-
pontanea coincidi6 con la descrita para ambas cepas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una gran cantidad de constituyentes de la dieta
humana son tratados con insecticidas y el papel que
juega el metabolismo de plantas y animales en la
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CUADRO I. MUTAGENICIDAD INDUCIDA POR EL INSECTICIDA GUSATION
METABOLIZADO POR S10 DE Vicia faba Y S9 DE HIGADO DE
RATA EN Salmonella typhimurium cepa TA98 EN EL ENSAYO DE

MICROSUSPENSION
aRevertantes/caja
-S10y -S9 +S10 +S9
Testigo negativo
Amortiguador de fosfatos ~ 27.3 + 0.30 235+ 0.3 29.2+£0.5
Testigo positivo
"NOP 265 +£32%* 1620 =+ 4.20 *
Gusation
pg/ul
10 21.0£0.7N.S. 290+ 1.IN.S. 49.0+3.5*
20 21.6 £ 0.6 N.S. 826+ 09N.S. 512+26*
40 20.6 £ 0.8 N.S. 2859+ 1.0*% 50.0 £2.3*
80 16.0 £ 0.3 * 595.0 + 8.3 * 55.0+£3.1%
100 T 270.2 £ 6.3 250+£22%*

2 Promedio de dos experimentos + E.E.

YNOP 4, nitro-o-fenilendiamina 100 pg/mL.

N.S. No se obtuvo diferencia significativa por analisis de varianza entre el testigo
negativo y los grupos tratados

* Se obtuvieron diferencias significativas por analisis de varianza, sin metabolismo
Frnop=43.23, Fgusation = 857.20. Con metabolismo: Fyop = 598.10, Fyysation = 591.70 y
por lo tanto se aplico la prueba de comparacion multiple de Newman Keuls.

T Toxicidad, no hay bacterias y desaparece el crecimiento de fondo de bacterias auxo-
troficas (“background”).

CUADRO II. MUTAGENICIDAD INDUCIDA POR EL INSECTICIDA GUSA-
TION METABOLIZADO POR S10 DE Vicia faba Y S9 DE HIGADO
DE RATAEN Salmonella typhimurium CEPATA100 EN ELENSAYO DE

MICROSUSPENSION
2Revertantes/caja
-S10y -S9 +S10 +S9
Testigos negativos
Amortiguador de fosfatos ~ 112.0 + 1.2 116.0 + 1.0 119.0+ 1.4
Testigo positivo
°2-AF 102.0 £ 1.3 * 992.3+23.1%
Gusation
pg/ul
10 1223 £ 1.INS. 136.0 £ [.2N.S. 1203+ 3.1
20 93.6 £+ LON.S. 1424 +2.0N.S. 1093+ 2.2
40 88.0 + 1.2N.S. 208.0 £ 1.2%* 2942+ 3.4%
80 381 £1.3* 276.2 + 1.1 * 6549+ 2.0*
100 T 289.8 + 6.2 * 293+ 42%

2 Promedio de dos experimentos + E.E.

¢ 2AF, 2 amino-fluoreno 4 pg/uL.

N.S. No se obtuvo diferencia significativa por analisis de varianza entre el testigo
negativo y los grupos tratados

* Se obtuvieron diferencias significativas por analisis de varianza, sin metabolism: Foar
=5.75, Fgusation = 78.42, con metabolismo: Fyar = 793.30, Fgyeation = 286.81, y por lo
tanto se aplico la prueba de comparacion multiple de Newman Keuls

T Toxicidad, no hay bacterias y desaparece el crecimiento de fondo de bacterias auxo-
troficas (“background”)
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transformacion de estos compuestos es de gran im-
portancia ya que se pueden originar productos con
mayor grado de toxicidad o constituirse mutagenos
potenciales de trascendencia.

El uso de nuevas opciones de activacion meta-
bolica en ensayos de mutagenicidad a corto plazo,
ha sido validado y recomendado con el propoésito de
reducir el uso de animales de laboratorio en pruebas
toxicologicas (Rueff ef al. 1996).

En este trabajo, se emple6 el método de micro-
suspension (Kado ef al. 1983), desarrollado para
incrementar la sensibilidad de la prueba de Ames,
para ello se utilizaron fracciones enzimaticas vegetal
y animal como sistema activador y a la bacteria S.
typhimurium cepas TA98 y TA100 como indicador
del dafio genético. El éxito de este método depende
de que el agente quimico sea metabolizado por las
fracciones enzimaticas y que los metabolitos vertidos
al medio, actien sobre las bacterias, todo esto en una
mezcla de activacion de volimenes muy pequefios
que van desde 0.2 hasta 1.0 mL.

Los resultados mostraron la mayor capacidad de la
fraccion vegetal (S10) que la de la animal (S9) para
metabolizar al insecticida gusation (azinfos metilico)
y transformarlo en compuestos cuyo mecanismo de
mutagenicidad es por corrimiento del mensaje y se
evidenciaron principalmente en la cepa TA98 (Cua-
dro I), mientras que la fraccién animal generd muta-
genos por sustitucion de pares de bases y se detectd
significativamente en la cepa TA100 (Cuadro II),
esto comprueba vias metabolicas diferentes. Wil-
deman y Nazar (1982) utilizando la fraccién S9 del
higado de mamifero y homogeneizados enzimaticos
vegetales como sistemas activadores en el ensayo
de Salmonella encuentran que ambos metabolismos
activan un compuesto, pero los mutagenos forma-
dos en los sistemas vegetal y animal son diferentes.
Rasquinha et al. (1988) observan que el metabolismo
vegetal puede alterar la mutagenicidad de diversos
plaguicidas y producir metabolitos distintos a los que
se forman en las células animales.

Cuando se analiz6 el efecto mutagénico directo
del insecticida organofosforado gusation en el sis-
tema de microsuspension, se obtuvieron resultados
negativos y se observd accion toxica que inhibio
el crecimiento bacteriano en las concentraciones
mas altas. De acuerdo con de Flora et al. (1992), la
desaparicion del fondo de bacterias (“background”),
es un indice de toxicidad. Por otro lado, cuando el
insecticida fue incubado ademas de las bacterias,
en presencia de los metabolismos vegetal y animal,
disminuye la toxicidad, permitiendo el crecimiento de
colonias y se observa un incremento de la mutageni-

cidad con relacion a la concentracion, lo que muestra
un comportamiento promutagénico. Gomez-Arroyo
et al. (2007) encuentran un comportamiento similar
en la prueba de incorporacion en placa, después de
co-incubar células vegetales con la bacteria S. typhi-
murium con el mismo compuesto organofosforado.
Cortés-Eslava et al. (2013) detectan un comporta-
miento semejante del paration metilico, del ometoato,
del metamidofos y del azinfos metilico (gusation),
¢éste ultimo estudiado en el presente trabajo, al ser
metabolizado por cilantro (Coriandrum sativum) en
el método de cocultivo.

En las concentraciones mas altas el efecto mutagé-
nico no aparece, debido posiblemente a la inhibicion
de la actividad peroxidasa en la fraccion vegetal y
del citocromo P-450 en la fraccidon animal. Bianchi
et al. (1994) describen la genotoxicidad del folimat
en Sacharomyces cerevisiae aplicado directamente y
al agregar la fraccion S9 de higado se disminuye la
actividad del compuesto solo y mezclado con diazi-
noén y azinfos metilico (gusation). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en el presente trabajo,
ya que al aplicar directamente el gusation, la concen-
tracion mayor provoco6 toxicidad para ambas cepas
y de manera similar, el metabolismo, disminuy¢ la
toxicidad del compuesto directo y permitid evidenciar
el efecto mutagénico.

Esta investigacion aporta datos del riesgo po-
tencial que representa el insecticida que no eleva la
frecuencia de reversion al aplicarlo directamente, sin
embargo su efecto se modifica mediante la activacion
vegetal. Por esto, ademas de evaluar la presencia de
insecticidas en productos alimenticios para su control
de calidad y normas para el consumo humano, es
necesario monitorear la presencia de metabolitos que,
como en este estudio, pueden resultar mutagénicos
mientras que el compuesto por si mismo no lo es.

Los resultados de esta investigacion permiten
concluir la sensibilidad del método de micro-
suspension, para detectar facilmente el efecto
de mutagenos en bajas concentraciones, aspecto
muy importante ya que por razones de seguridad
resulta mas conveniente trabajar con las menores
concentraciones posibles para no aumentar la
contaminacion atmosférica con los residuos des-
echados, asi como por el cuidado de la salud de los
investigadores; no obstante esta gran ventaja, son
muy pocos los trabajos realizados con esta meto-
dologia evaluando agroquimicos y los que existen
han sido llevados a cabo en células humanas en
cultivo (Goto et al. 2004), en ratones (George et
al. 1991) o en suelos contaminados con municiones
(George et al. 2001), pero ninguno con plantas.
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Asimismo, la fraccién enzimatica de Vicia faba
(S10) es capaz de transformar eficientemente al
insecticida organofosforado gusatién en compuestos
mutagénicos para S. typhimurium cepa TA98 y la
fraccion enzimatica de higado de rata (S9) fue capaz
de transformar eficientemente al mismo insecticida
en compuestos mutagénicos principalmente para
la cepa TA100, por lo que se puede inferir que
son diferentes los productos generados por cada
uno de los metabolismos (vegetal y animal), dado
que producen mutaciones por distinto mecanismo.
El metabolismo de ambas fracciones metabodlicas
S10 y S9 disminuyd¢ la toxicidad del insecticida y
permitié el crecimiento de colonias revertantes. El
insecticida probado requiere de activacion metabo-
lica para inducir los efectos mutagénicos, es decir
que se comporta como promutageno.

REFERENCIAS

Ames B.N. (1971). The detection of chemical mutagens
with enteric bacteria. En: Chemical mutagens: prin-
ciples and methods for their detection. (A. Hollaender,
Ed.). Plenum Press, Nueva York, EUA, Vol. 1, pp.
267-282.

Ames B.N. (1983). Dietary carcinogens and anticarcino-
gens. Science 221, 1256-1264.

Ames B.N. (1989). Mutagenesis and carcinogenesis:
endogenous and exogenous factors. Environ. Molec.
Mutagen. 14, 66-77.

Ames B.N., Lee F.D. y Durston W.E. (1973). An improved
bacterial test system for the detection and classification
of mutagens and carcinogens. Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 70, 782-786.

Ames B.N., McCann J. y Yamasaki E. (1975). Methods
for detecting carcinogens and mutagens with the Sal-
monella mammalian microsome mutagenicity test.
Mutat. Res. 31, 347-364.

Bianchi L., Zannoli A., Pizzala R., Stivala L.A. y Chiesara
E. (1994). Genotoxicity assay of five pesticides and
their mixtures in Saccharomyces cerevisiae D7. Mutat.
Res. 321, 203-211.

Calderén-Segura M.E., Gomez-Arroyo S., Villalobos-
Pietrini R. y Espinosa-Ramirez M. (1999). In vivo
and in vitro promutagen activation by Vicia faba of
thiocarbamate herbicidas molinate and butylate to
products inducing sister chromatid exchanges in human
lymphocyte cultures. Mutat. Res. 438, 81-88.

Cortés-Eslava J., Gomez-Arroyo S., Arenas-Huertero F.,
Flores-Maya S., Diaz-Hernandez M.E., Calderdon-
Segura ML.E., Valencia-Quintana R., Espinosa-Aguirre
J.J. y Villalobos-Pietrini R. (2013). The role of plant

metabolism in the mutagenic and cytotoxic effects
of four organophosphorus insecticides in Sa/monella
typhimurium and in human cell lines. Chemosphere
92, 1117-1125.

de Flora S., Camoirano A., D’Agostini F. y Balansky
R. (1992). Modulation of the mutagenic response in
prokaryotes. Mutat. Res. 267, 183-192.

deKergommeaux D.J., Grant W.F. y Sandhu S.S. (1983).
Clastogenic and physiological response of chromo-
somes to nine pesticides in the Vicia faba in vivo root
tip assay system. Mutat. Res. 124, 69-84.

Fukuto T.R. (1971). Relationship between the structure
of organophosphorus compounds and their activity
as acetilcholinesterase inhibitors. Bull WHO 44, 31.

George S.E., Chadwick R.W., Creason J.P., Kohan M.J.
y Dekker J.P. (1991). Effect of pentachlorophenol
on the activation of 2,6-dinitrotoluene to genotoxic
urinary metabolites in CD-1 mice: a comparison of
Gl enzyme activities and urine mutagenicity. Environ.
Mol. Mutagen. 18, 92-101.

George S.E., Huggins-Clak G. y Brooks L.R. (2001). Use
of'a Salmonella microsuspension bioassay to detect the
mutagenicity of munitions compounds at low concen-
trations. Mutat. Res. 490, 45-56.

Gichner T., Wagner E.D. y Plewa M.J. (1993). Differential
responses of N-nitrosamines and aromatic amines in
the plant cell-microbe coincubation assay. Biol. Plant.
35, 401-406.

Gomez-Arroyo S., Calderén-Segura M.E. y Villalobos-
Pietrini R. (1995). Sister chromatid exchanges in hu-
man lymphocyte cultures induced by propoxur through
metabolic plant-activation by Vicia faba. Environ.
Molec. Mutagen. 26, 324-330.

Gomez-Arroyo S., Cortés-Eslava J., Villalobos-Pietrini
R., Calderon-Segura M.E., Flores-Marquez A.R. y
Espinosa-Aguirre J.J. (2007). Differential mutagenic
response of Salmonella typhimurium to the plant-
metabolized organophosphorus insecticides, phoxim
and azinphos methyl. Toxicol. in Vitro 21, 950-955.

Goto S., Asada, S. Fushiwaki Y., Tanaka N., Umeda M.,
Nakajima D. y Takeda K. (2004). Tumor-promoting
activity and mutagenicity of termiticide compounds.
J. UOEH 26, 423-430.

Higashi K. (1988). Metabolic activation of environmental
chemicals by microsomal enzymes of higher plants.
Mutat. Res. 197, 273-288.

Kado N-Y., Langley D. y Eisenstadt E. (1983). A simple
liquid incubation assay. Increased sentitivity for de-
tecting mutagens in human urine. Mutat. Res. 121,
25-32.

Kummrow F., Rech C.M., Coimbrao C.A. y Umbezeiro
G.A. (2006). Blue rayon-anchored technique/Salmo-
nella microsome microsuspension assay as a tool to



44 J. Cortés-Eslava et al.

monitor for genotoxic polycyclic compounds in Santos
estuary. Mutat. Res. 609, 60-67.

Litterst Ch.L. y Lichtenstein E.P. (1971). Effects and in-
teractions of environmental chemicals on human cells
in tissue culture. Arch. Environ. Health 22, 454-459.

Maron D.M. y Ames B.N. (1983). Revised methods for the
Salmonella mutagenicity test. Mutat. Res. 113, 173-215.

Menn J.J. (1978). American Chemical Society, Washington
D.C., Vol. 229, pp. 62-107.

Moutschen-Dahmen J., Moutschen-Dahmen M. y De-
graeve N. (1984). Mutagenicity, carcinogenicity and
teratogenicity of insecticides. En: Mutagenicity, carci-
nogenicity and teratogenicity of industrial pollutants.
(M. Kirsch-Volders, Ed.). Plenum Press, Nueva York,
EUA, pp. 127-203.

Onuki J., Rech C.M., Medeiros M.H., de A. Umbezeiro G.
y Di Mascio P. (2002). Genotoxicity of 5-aminolevu-
linic and 4,5-dioxovaleric acids in the Salmonella/
microsuspension mutagenicity assay and SOS chro-
motest. Environ. Mol. Mutagen. 40, 63-70.

Plewa M.J. y Gentile J.M. (1976). Mutagenicity of at-
razine: a maize microbe bioassay. Mutat. Res. 38,
287-292.

Plewa M.J., Wagner E.D., Gentile G.J y Gentile J.M.
(1984). An evaluation of the genotoxic properties
of herbicides following plant and animal activation.
Mutat. Res. 136, 233-245.

Preussman R., Schneider H. y Epple F. (1969). Untersu-
chungen sur wachweis alkylierender agentien. Arz-
neimitel Forschung 19, 1059-1073.

Rasquinha [.A., Wildeman A.G. y Nazar R.N. (1988).
Studies on the use of plant extracts in assessing the
effects of plant metabolism on the mutagenicity and
toxicity of pesticides. Mutat. Res. 147, 51-57.

Rueff J., Chiapella C., Chipman J.K., Darrondi F., Silva
I.D., Duverger.van Bogaert M., Fonti E., Glatt H.R.,
Isern P., Laires A., Leonard A., Llagostera M., Mos-
sesso P., Natarajan A.T., Palitti F., Rodriguez A.S.,
Schinoppi A., Turchi G. y Werle-Schneider G. (1996).
Development and validation of alternative metabolic
systems for mutagenicity testing in short-term assays.
Mutat. Res. 353, 151-175.

Sandermann H. Jr. (1988). Mutagenic activation of xeno-
biotics by plant enzymes. Mutat. Res. 197, 183-194.

Umbezeiro G. de A., Warren S.H. y Claxton L.D. (2006).
The mutation spectra of chlorinated drinking water
samples using the base-sprecific TA7000 strains of
Salmonella in the microsuspension assay. Mutat. Res.
609, 26-33.

Wild D. (1975). Mutagenicity studies on organophospho-
rus insecticides. Mutat. Res. 32, 133-150.

Wildeman A.G. y Nazar R.N. (1982). Significance of
plant metabolism in the mutagenicity and toxicity of
pesticides. Can. J. Genet. Cytol. 24, 437-449.



