Boletin Médico - Facultad de Medicina UAS

Valoracion de genotoxicidad con
determinacion de micronucleos en
ratones expuestos a metamidofos

Dra. Blanca Rosa Noriega Ortega', M. en C. Ernesto Armienta Aldana’, Maria
Guadalupe Chavez Fonseca’, Erica Cervantes Mexia’, Laura Elena Ojeda
Figueroa’, Iliana Yanet Quevedo Lépez’.

'"Prof. E Inv. Tiempo Completo Titular “B”, Departamento de Inmunologia de la Escuela de Medicina,
Universidad Autdnoma de Sinaloa. > Departamento de Histologia y Embriologia de la Escuela de Medicina,
Universidad Auténoma de Sinaloa.’ Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Anténoma de
Sinaloa

RESUMEN

Introduccién. Elusoinmoderado de plaguicidas puede ocasionar problemas a la salud. Los plaguicidas organofosforados son los méas utilizados y pueden
provocar efectos genotoxicos. Por o que este trabajo tiene por objetivo valorar el efecto genotoxico mediante la cuantificacion de microndcleos en ratones
expuestos a metamidofos (O,S-dimetil fosforoamidotioato), que es uno de los plaguicidas mas utilizados en nuestro Pais particularmente en Sinaloa.
Material y Métodos. Se utilizaron ratones de la cepa Balb/c, se determind la DL,  en animales testigo y expuestos al plaguicida metamidofos en diferentes
tiempos de exposicion 2, 12, 20 y 24 semanas y se evaluo el efecto genotoxico con la cuantificacion de micronGcleos en eritrocitos de sangre periférica.
Resultados. Los ratones tratados con metamidofos aumentaron la formacién de microndcleos en eritrocitos de sangre periférica conforme pasd el tiempo
de exposicion.

Conclusiones. El plaguicida organofosforado metamidofos induce un aumento de microndcleos en eritrocitos de sangre periférica, por lo que es
genotoxico.
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ABSTRACT

Introduction. The use inmoderate of pesticide could cause health problems. The most common used pesticides are organophosphate and could cause
genotoxic effects. The objectives of present work were evaluated genotoxic effects by micronuclei quantification in mice treated with methamidophos (O,S-
dimethyl phosphoramidothioate), that is the pesticide most common used in our country particularly in Sinaloa.

Material and Methods. Balb/c mice were used. LD, was determined in control and experimental groups at the different time of exposition 2, 12, 20, 24
weeks and the genotoxic effect was evaluated by means of micronuclei quantification in peripheral blood erythrocytes.

Results. In mice treated with methamidophos micronuclei in peripheral blood erythrocytes increased in a time depend manner.

Conclusions. The pesticide organophosphate methamidophos induced increased the micronucleus in peripheral blood erythrocytes, it is genotixic.

Key Words: Genotoxic, micronucleus, erythrocytes, methamidophos.

INTRODUCCION

El uso de plaguicidas es necesario, pero
deben ser aplicados de manera racional, ya que las
plagas pueden desatrollar resistencia a ellos obligando
al aumento de la dosis de aplicacién. Este aumento
de dosis puede llegar a ocasionar un efecto genotdxico
en el hombre debido en gran parte al consumo de
productos contaminados o por el contacto durante
su manejo y aplicacién en los campos agticolas'. La
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accion genotoxica de los plaguicidas repercute de
manera directa en el ser humano al ocasionar
alteraciones sobre el material genético (ADN) al cual
se le ha relacionado con el desarrollo de cancer y

23456 Debido a esto en los tltimos afios se

leucemia
han llevado acabo un sin nimero de trabajos de
investigacién sobre agentes genotdxicos. La
cuantificacion de micronicleos (MNs) en eritrocitos

de medula 6sea y sangre periférica es uno de los
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ensayos mas utilizados en la actualidad para detectar
los efectos genotdxicos de un sin numero de
compuestos. Los MNs son fragmentos de
cromosomas o0 cromosomas completos que por
causa de agentes clastogenos o aneuploiddgenos tales
como los plaguicidas quedan fuera del nicleo™. En
hematologia los MNs se conocen como cuerpos de
Howell-Jolly cuya forma es generalmente redonda
o almendrada’. Su formacion se basa en el siguiente
principio: en anafase, cualquier fragmento
cromosomico, que no posee centrébmero no podra
integrarse a un nucleo por carecer del elemento
indispensable para orientarse en el huso acromatico.
Después de la telofase los cromosomas normales,
asi como los fragmentos que posean centromero,
dan origen a los nucleos de las células hijas. Los
elementos rezagados (fragmentos o cromosomas
completos) quedan incluidos en el citoplasma de las
células hijas y una proporcién de estos es
transformada en uno o varios nicleos secundarios.
Estos son como regla mucho mas pequefios que el
nucleo principal de ahi su nombre de MNs'’.

Los plaguicidas Organofosforados (OFs)
son los mas utilizados a nivel mundial. Estos
insecticidas se derivan del acido fosforico, inhiben la
accion de la acetilcolinesterasa, producen acumulacion
de acetilcolina con sus consecuentes alteraciones en
el sistema nervioso central. Dentro de la
sintomatologfa por intoxicacién aguda de los OFs
se producen cefaleas, cansancio o debilidad, dolor
muscular, visién borrosa, mareo o vértigo, 0jos
irritados, calambres, salivacion, estados en coma o
incluso la muerte'. Sin embargo los problemas de
salud mas graves tales como el cancer y leucemia se
han relacionado con la exposicién cronica a estos
compuestos®'”. En estudios llevados acabo i 1itro
la acetilcolina produce aberraciones cromosémicas
en cultivos de células y se ha observado que algunos
plaguicidas OFs son genotdxicos'™!™.

Por tal motivo el objetivo de este trabajo
fue valorar el efecto genotoxico del plaguicida OFs
Metamidofos (O,S-dimetil fésforoamidotioato)
mediante la determinacién de MNs en eritrocitos
de sangre periférica en ratones cronicamente
expuestos.

MATERIAL Y METODOS

Quimico
El plaguicida Metamidofos se obtuvo de los
laboratorios Bayer de México, para su uso agricola.

Animales de Experimentacion

Se utilizaron grupos de 10 ratones Balb/C
machos de 3 meses de edad, de 22 a 25 gramos de
peso para cada prueba. Los ratones se mantuvieron
en jaulas de polipropileno con temperatura
controlada de 23£2°C y humedad relativa de 855
por ciento, con ciclos de 12 horas de luz fluorescente
de espectro de luz solar (vita-lite) y se alimentaron
con alimento comercial para ratones (purinas) y agua.

Patrén de Exposicion

Para determinar la dosis del plaguicida
metamidofos a la cual fueron expuestos los animales
de experimentacién, se determiné mediante una
curva dosis-respuesta. Se usaron varios grupos de
10 ratones, para encontrar la dosis letal media (DL50)
del metamidofos con diferentes concentraciones
siguiendo el método de Miller y Tainter (1944)".

a) Ratones expuestos: Se aplic el insecticida
en una dosis de 2.6 mg/Kg a un grupo de 10 ratones
a las 2, 12, 20 y 24 semanas, diluido en cloruro de
sodio por via subcutinea cada tercer dfa.

b) Ratones testigos. Se trabajaron con las
mismas caracteristicas de tiempo y cuidado, pero sin
exposicion al insecticida metamidofos.

Toma y Procesamiento de la Muestra para
Determinacion de MNs

Por medio de una punciéon se obtuvo una
pequena gota de sangre total (2-3 mm) de la cola de
cada raton, la cual se coloco en un portaobjetos (25
x 75 mm) limpio cerca de uno de sus extremos y
con la superficie de otro portaobjetos, se realizé un
extendido de tal grosor que los eritrocitos no se
sobrepusieran unos arriba de los otros ni que estos
quedaran muy separados. Esto se consiguié dando
una inclinacién de aproximadamente 45° al
portaobjeto con el que se recorri6 el frotis y guiando
el recorrido del frotis con el dedo indice (sirviéndole
de carril). Antes de hacer el movimiento de
desplazamiento para extender el frotis se debi6 cuidar
que la gota colocada sobre el portaobjeto se
extendiera por capilaridad a lo ancho del portaobjeto
deslizador. Se observaron los distintos frotis
extendidos para seleccionar los mas adecuados y se
dejaron secar al aire por 24 horas. La tincién de las
laminillas se llevé a cabo con colorante de Wright
durante tres minutos, posteriormente se lavaron con
agua destilada y se sumergieron en una soluciéon de
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Giemsa (4 mL/50 mL de amortiguador de fosfatos
a pH 6.8) durante 10 minutos.

Cuantificacion de MNs

El conteo de MNs se valoré por el método
descrito por Schmid (1975)". La frecuencia de los
MNs en los eritrocitos (EMN) fue contada mediante
un microscopio 6ptico con el objetivo de inmersion
(100X). Para cada ratén se conté 4 series de 10 000
eritrocitos (normo y policromaticos), el promedio
se manejé como el valor del ratén y finalmente, los
valores de los ratones de cada tiempo de exposicion.

Analisis Estadistico

Los valores representan el promedio * la
desviacion estandar de los valores obtenidos de 10
observaciones independientes. La comparacién
estadistica entre los grupos se efectué mediante la
prueba t Student, con valores significativos p<0.05
- p<0.001.

RESULTADOS

Con el objeto de valorar la genotoxicidad del
plaguicida OFs metamidofos, se emple6 la
determinacién de MNs en eritrocitos (figura 1),
nuestros resultados nos indican que estos se
incrementan (p<<0.05 - p<0.001) consi-derablemente
en razon directa al tiempo de exposiciéon del
plaguicida en comparacién con los testigos (grdfical).
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tiempo, el plaguicida metamidofos no estd exento
de este tipo de toxicidad. Anteriores trabajos ya
habian demostrado que la exposicién a este
plaguicida causa mutagenicidad'®, provoca
neuropatia retardada'’, produce efectos en las
hormonas masculinas'®, induce una motrfologia
anormal de los espermatozoides' y un aumento en
la prevalencia de aneuploidia en los espermas'®. Esto
nos condujo a pensar que serfa importante valorar
directamente el efecto genotoxico del metamidofos
en nuestras condiciones experimentales mediante el
ensayo de micronucleos en eritrocitos de sangre
periférica ya que este plaguicida es uno de los mas
utilizados en los campos agricolas sinaloenses''.
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Figura 1. MNs en eritrocitos de sangte periférica tinsion Wright

y Giemsa (100X).

La prueba de MNs en la actualidad es utilizada
como una herramienta valiosa en el estudio de dafio
al ADN, con la cual se detectan los efectos de los
agentes genotoxicos sobre cromosomas por la
identificacion de agentes clastogénicos que afecta
cromosomas y aneuploidogénos que afectan el huso
acromiatico'. En nuestro estudio observamos que
el plaguicida OFs metamidofos, clasificado como
altamente toxico por la Agencia de Proteccion al
Ambiente de los Estados Unidos® al comparatlo con
el grupo testigo sin tratamiento se incremento el
nimero de MNs conforme se incrementaba y
prolongaba la exposicion del plaguicida. Esto sugiere
por un lado genotoxicidad y por otra parte que es

Grafica 1. Genotoxicidad por medio de la cuantificacién de MNs en
SP a los ratones expuestos a metamidofos 2.6 mg/Kg's. c. ¢/3° dia
y testigos. Los valores expresan el promedio de 10 experimentos como es el caso de los plaguicidas OFs
independientes + la DS. parathion®, temef6s?,

metidatién, fosfamidén, cloropirifés, dimetoato',

una propiedad compartida con otros plaguicidas;

monocrotéfos?,

CONCLUSIONES
En general los compuestos disefiados para

metilo-paratién®, los organoclorados endosulfan',
toxafeno, DDT?, los piretroides cipermetrina®,
deltametrina, permetrina'®, los carbamatos aldicarb™,
pitimicarb, propoxut®, zineb', los fungicidas ziram,

matar, son evidentes que pueden ocasionar efectos
toxicos sobre el ADN en repetidas dosis a largo
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thiram® y los herbicidas terbutrin®, paraquat®,

terbutol®, los cuales provocan un dafio en el ADN
e incrementan el nimero de MNs en las células. El
efecto genotdxico que causo una alteracion en la
estructura en el contenido de cromosomas por la
exposicion de los metamidofos se debe
probablemente a la accion perturbadora que provoca
este plaguicida a nivel molecular el cual es expresado
a través de los MNs en eritrocitos de sangre periférica
que se forman por la condensacién de fragmentos
cromosomales 0 cromosomas enteros que No se
incorporaron al ntcleo hijo durante la mitosis
(anafase) quedando como elementos rezagados
incluidos en el citoplasma de las células hijas y una
proporcion de estos fragmentos se transformaron
en un nucleo secundario, mucho mas pequefio que
el nuicleo principal’. También se ha observado en
otros trabajos experimentales que conforme se
incrementa y prolonga la exposicién de plaguicidas
OFs aumenta el nimero de micronicleos™ .

En base a los resultados obtenidos
consideramos que la prueba de micronucleos puede
llegar a ser un buen biomarcador en estudios de
biomonitoreo para la deteccién en la exposicion de
agentes clastogénicos y aneugénicos los cuales se les
relaciona con enfermedades como el cancer y
leucemia, por lo que serfa interesante realizar los
estudios en humanos, principalmente en los campos
agricolas del Estado dado que es el lugar donde se
encuentra las personas que manejan los plaguicidas
directamente y muchas veces sin la proteccién
adecuada.
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ACEITE DE PESCADO PUEDE PROTEGER CONTRA DIABETES

NUEVA ORLEANS (Reuters Health) - El &cido graso omega-3, que se halla en el aceite de pescado, parece
mejorar la funcién insulinica en personas con sobrepeso que son vulnerables a la diabetes tipo Il, segln expertos.

Tres meses de suplementos diarios de acido docosahexaenoico (ADH) produjo una mejoria “clinicamente
significativa” en la sensibilidad a la insulina de participantes con sobrepeso, segln Yvonne Denkins, investigadora de
nutricion del Instituto de Investigacion Biomédica Pennington de la Universidad Estatal de Louisiana, en Baton Rouge.

Denkins presenté sus hallazgos durante el fin de semana en la conferencia anual de Biologia Experimental 2002,
que se celebra en Nueva Orleans.

Mas de nueve de cada 10 diabéticos padecen diabetes tipo II, en la que el cuerpo deja de responder gradualmente
a la insulina y las concentraciones de glucosa aumentan peligrosamente.

Estudios previos de poblacion indicaron que el aceite de pescado podria ayudar a proteger contra la diabetes.

“Han habido estudios epidemioldgicos sobre los esquimales de Greenland, una poblacién que se alimenta
principalmente de grasa de ballena”, sefiald Denkin. “Esta gente tiene sobrepeso, deberia padecer diabetes y cardiopatia,
pero no presentan estos problemas. Los cientificos los han estudiado pensando que probablemente algo que comen
los protege y hallaron que era el omega-3”.

En el estudio, Denkins y sus colegas hicieron que 12 hombres y mujeres con sobrepeso, cuyas edades oscilaban
entre 40 y 70 afios, consumieran 1,8 gramos de ADH con el desayuno durante 12 semanas. Aunque ninguno de los
participantes era diabético, todos sufrian de resistencia a la insulina, una condicion prediabética en la que el cuerpo no
responde eficazmente a la insulina.

Los investigadores usaron muestras de sangre tomadas al comienzo y final del estudio para evaluar la resistencia
de cada persona a la insulina.

“Notamos un cambio en la sensibilidad a la insulina después de 12 semanas de suplementos de ADH", dijo
Denkin a Reuters Health.

El 70 por ciento de los participantes en el estudio mostré mejoria en la funcién insulinica “y en el 50 por ciento fue
un cambio clinicamente significativo”, afiadio.

Denkins recalcd que como la muestra de estudio era pequefia, los resultados son preliminares y que los diabéticos
no deben sustituir sus medicamentos con suplementos dietéticos, incluido el aceite de pescado.

Las personas que estén considerando aumentar su consumo de aceite de pescado deben consultar a su médico
antes de comenzar, especialmente si estan recibiendo tratamiento cardiovascular. Esto se debe a que el ADH tiene un
ligero efecto fluidificador.

Expertos en nutricion recomiendan actualmente un consumo diario de 0,6 gramos de acido graso omega-3,
preferentemente de pescado. Segun Denkins, esto se puede obtener con dos porciones a la semana de pescado de
mares frios, como el arenque, la macarela y el salmén, entre otros.

fuente: http://www.pmministries.com/centronoticias/Nutricion/noticiasnutrindex.htm
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