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RESUMEN

Diferentes plaguicidas se han asociado con enfermedades como el cancer, efectos
mutagénicos, neurotoxicos, 0 patologias combinadas; tanto en seres humanos,
como en otras especies animales. El estudio de las propiedades genotdxicas de
un compuesto, asi como el seguimiento en poblaciones animales o humanas
expuestas, es una herramienta Util para estimar el riesgo que éste tiene sobre la
poblacion en general. En este estudio se evalué la toxicidad, citotoxicidad y
genotoxicidad del herbicida FINALE en ratones Albino Suizo de la cepa ICR. El
estudio se llevo a cabo en dos fases, iniciando con la identificacion de toxicidad,
donde se estimO la DL50 del herbicida comercial, en contraste con la DL50
reportada en otros estudios con respecto al compuesto activo. Respecto a los
resultados de toxicidad aguda no hubo sintomas o respuestas que indicaran
diferencias entre la mezcla comercial y el compuesto activo. Partiendo de la DL50
de FINALE se calcularon seis (6) dosis subletales con las cuales se evalud el
posible efecto citogenético, en donde en términos de citotoxicidad se obtuvieron
diferencias significativas con respecto al control negativo en todas las dosis
experimentales. En el analisis de genotoxicidad solo hubo dos dosis con valores
significativos con respecto al control negativo, Alta 1 (243mg/kg) y Alta 2
(291,6mg/kg), finalmente se estima que en condiciones recomendadas, el
herbicida FINALE, no representa un peligro para la poblacién, no obstante, este
tipo de productos requieren de mas investigacion.

Palabras Claves: DL50, Glufosinato de Amonio, Mutagénesis, Alteraciones
cromosomicas.

ABSTRACT

Many pesticides have been associated with diseases such as cancer, mutagenic,
neurotoxic, or combined pathologies; both in humans, as in other animal species.
The study of the genotoxic properties of a compound, as well as the monitoring in
exposed animal or human populations, is a useful tool to estimate the risk that this
type of chemical has on the general population. Therefore, in this study the toxicity,
cytotoxicity and genotoxicity of the FINALE herbicide were evaluated in Swiss
Albino mice of strain ICR; whose study was carried out in two sessions, starting
with toxicity, where the LD50 of the commercial herbicide was estimated, and in
contrast to the LD50 reported in other studies with respect to the active compound,
there were no significant differences. Based on the DL50 of FINALE, six (6)
sublethal doses were calculated with which the possible effect on cytogenetics was



evaluated, in which, in terms of cytotoxicity, significant differences were obtained
with respect to the negative control. In genotoxicity there were no significant
values, but nevertheless two treatments, High 1 and High 2, had significant
differences with respect to the negative control, finally it is estimated that under
recommended conditions, the FINALE herbicide, does not represent a danger for
the population, however, these types of products require more research.

Key words: LD50, Glufosinate of Ammonium, Mutagenesis, Chromosomal
alterations.



1. INTRODUCCION

Los efectos adversos de los pesticidas sobre las personas que los utilizan; los
trabajadores y las comunidades, asi como el medio ambiente, ahora se reconocen
en todo el mundo como un tema de gran preocupaciéon (Watts, 2016). Los efectos
gue podrian tener los plaguicidas sobre los humanos es un desafio mundial para
la salud, especialmente en los paises menos desarrollados (London & Bailie,
2001; Jaga & Dharmani, 2003; Shadboorestan et al., 2016). El aumento del uso de
plaguicidas es el resultado al crecimiento poblacional mundial y por ende de la alta
demanda en pro de la agricultura para el sustento de la sociedad (Population
Reference Bureau, 2015; Elias & Bernot, 2017); esto ha dado lugar a
concentraciones muy altas de plaguicidas en el medio ambiente, los cuales han
generado multiples efectos negativos con respecto a la contaminacion ambiental y
en la salud de las personas (Tiryaki & Temur, 2010). Se ha estimado que cada afo
a nivel mundial hay aproximadamente un millon de intoxicaciones agudas por
exposicion a plaguicidas; con una tasa de mortalidad entre 0,4% y 1,9% (OMS,
1990; Garcia et al., 2012).

Los pesticidas son una de las pocas sustancias toxicas liberadas deliberadamente
en el medio ambiente para matar organismos vivos como plantas no deseadas
(herbicidas), insectos (insecticidas), hongos (fungicidas) y roedores (rodenticidas)
(Kim et al., 2017), por lo tanto, su empleo para una 6ptima supervivencia esta
desempeiando una funcion trascendental para las personas. Sin embargo, se ha
demostrado que estos productos tienen capacidad para producir toxicidad
gendmica; esta genotoxicidad se considera un factor de riesgo primario que podria
desencadenar procesos nocivos a lo largo de los afios; como por ejemplo, efectos
carcinogénicos, neurolégicos y reproductivos, producto de las diferentes formas de
exposicion, ya sean ocupacionales o ambientales (Jacobsen-Pereira el al., 2018).
En este orden de ideas; la evaluacion de posibles efectos tdxicos sobre el genoma
y el biomonitoreo en poblaciones expuestas a plaguicidas es fundamental para
una mejor regulacién y proteccibn con respecto a estos quimicos como
plaguicidas; no obstante, ha sido dificil identificar los efectos que estos productos
puedan inducir en las personas, debido que estas sustancias se usan a menudo
como mezclas complejas entre diferentes productos, es decir; combinacion de
diferentes tipos de herbicidas o plaguicidas (Bolognesi & Holland 2016).

En Latinoamérica, los herbicidas son el tipo de plaguicidas mas empleados.
Colombia lidera la lista con la mayor demanda de estos (FAOSTAT, 2013). Entre
los herbicidas utilizados nacionalmente esta el Glufosinato de amonio (GLA)
(compuesto activo), el cual es ampliamente utilizado a nivel mundial (Inoque et al.,
2013). Este compuesto ha generado diferentes controversias respecto a los
efectos toxicos que puede inducir en las personas; no esta claro hasta qué grado



puede influir su modo de acciéon (Hack et al., 1994; Watanabe, 1997; Schulte-
Hermann et al., 2006; Laugeray et al., 2014; Calixto et al., 2018); por ende es de
importancia el estudio, confirmacion e investigacion de los diferentes contextos y
formas en los que estos productos puedan influir en la salud, teniendo en cuenta
sus diferentes presentaciones comerciales, como es el caso del herbicida FINALE,
cuyo compuesto activo es el GLA.

Herbicidas que contengan GLA han sido considerados en Colombia, como los méas
opcionados para la erradicacién de cultivos ilicitos y como producto herbicida en
general; cabe resaltar, que en la actualidad es soélo una propuesta, la
determinacién de este herbicida, para los fines mencionados; no obstante, su
comercializacion es vigente (Caracol Radio, 2016), asi como la falta de estudios
nacionales que aporten al conocimiento y seguridad de posibles efectos
secundarios en términos de salud, que puedan conllevar a enfermedades
complejas como el cancer.

Se ha demostrado in vivo (para el compuesto activo) e in vitro (para la mezcla
comercial BASTA) que el GLA tiene efectos embriotdxicos en ratones (Watanabe,
1997; Fabian et al., 2011); pero a su vez se polemiza su efecto en humanos
(Schulte-Hermann et al., 2006). Ademas de su embriotoxicidad se le atribuyen
diversos efectos toxicos para el hombre, tales como pérdida de memoria y
convulsiones, cuando hay un exceso de exposicion (Inoue et al., 2013; Calas et
al.,, 2016). Con respecto a mutagenicidad para el GLA (compuesto activo), se
establecié que no representa ningun peligro en mamiferos (Ebert, Leist, & Mayer,
1990; Hack et al., 1994), sin embargo, la investigacion en términos de
genotoxicidad ha sido muy poca, y todavia faltan puntos por abarcar, para poder
establecer una posicion final sobre hasta qué instancia el GLA puede representar
un riesgo para la salud.

Por consiguiente, en este estudio se pretende evaluar la toxicidad, citotoxicidad y
genotoxicidad del herbicida glufosinato de amonio en su forma comercial FINALE
en ratones Albino Suizo de la cepa ICR, con la finalidad de proporcionar
informacion util y preventiva sobre los productos a los que usualmente, directa o
indirectamente, estamos expuestos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los plaguicidas son productos quimicos ampliamente empleados por el hombre
para el control de plagas agricolas (Bolognesi, 2003, Mansour, 2004, Gémez,
2007). A nivel mundial, desde los afios cuarenta, el uso de plaguicidas ha
aumentado de una manera continua, llegando a 5 millones de toneladas en 1995
(Torres & Capote, 2004). Actualmente en paises desarrollados se observa una
tendencia a la reduccion en el uso de los plaguicidas; no obstante, su aplicacion
continda siendo intensiva en paises tropicales como Colombia (Capote et al.,
2004). Estudios han demostrado que so6lo un 0,1% de la cantidad de plaguicidas
aplicado llega a la plaga, mientras que el restante, circula por el medio ambiente;
contaminando el suelo, el agua y la biota. Por lo tanto, es un desafio caracterizar
el destino final y la toxicidad no prevista de estos plaguicidas, a fin de evaluar con
certeza el riesgo asociado a su uso (Carvalho et al, 1998 citado por D. Torres, T.
Capote et al., 2004).

Segun datos recopilados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion; en Latino América y el Caribe durante el 2010, se
emplearon 222.367,59 toneladas de plaguicidas, siendo los herbicidas los mas
utilizados con 11.788,14 toneladas; en donde Colombia, es uno de los principales
consumidores con 14.374,79 toneladas (GOmez et al.,, 2013). Este tipo de
agrogquimicos poseen propiedades mutagénicas que inducen alteraciones en el
acido desoxirribonucleico (ADN) (Kausar et al., 2014; Chaves et al., 2017).

Actualmente crece la incertidumbre sobre los efectos adversos en la salud de
personas expuestas a este grupo de plaguicidas; no obstante, se han realizado
varios estudios utilizando pruebas citogenéticas como Alteraciones Cromosémicas
(AC), Micronucleos (MN), Intercambio de Croméatidas Hermanas (ICH) y Ensayo
Cometa (EC) (Gentile, et al., 2016). Este tipo de estudios usualmente son
realizados en biomodelos murinos como ratones; debido a que los datos son
extrapolables a humanos, y en el caso de los ratones, es uno de los mejores
modelos murinos para estudios de experimentacion (Hernandez, 2006). Las
pruebas citogenéticas en plaguicidas, pese a su alta efectividad en términos de
solucion a preguntas de investigacién, tienden a variar partiendo de un
determinado contexto de indagacion. Estan sujetas a factores como: el grupo
guimico al que pertenece el plaguicida, la formulacién técnica, el ingrediente activo
gue constituye el producto, el tipo de exposicion (cronica o aguda), la cantidad
empleada, la exposicion a mezclas, el clima, la temporada del afio en el que se
asperjan, la edad de las personas, entre otros factores, que pueden generar
cambios significativos en un determinado resultado; siendo de gran relevancia
tener estudios nacionales que aborden y respondan con especificidad a este tipo
de ambigledades (Gémez, 2007); sin embargo, si se hace una evaluacion
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retrospectiva en Colombia, de herbicidas que contengan Glufosinato de amonio
(GLA) con respecto a estudios nacionales, no se tiene ningun registro; como es el
caso del herbicida BURNER (fabricado a nivel nacional), cuyo compuesto activo
es el GLA al igual que para el herbicida FINALE (fabricacion extranjera).

El GLA es empleado a nivel mundial como ingrediente principal para diferentes
herbicidas. Actia como un inhibidor selectivo de la glutamina sintetasa y el
glutamato descarboxilasa, dando niveles disminuidos de acido glutamico, lo que
afecta al sistema nervioso central (Inoque et al., 2013). En condiciones agudas el
GLA induce a efectos neurotdéxicos, como lo demuestran los sintomas
neurolégicos (convulsiones y pérdida de memoria) en personas que han intentado
suicidarse al ingerir grandes cantidades de estos herbicidas (Laugeray et al.,
2014). En los afios noventa, se descubri6 que el glufosinato in vitro induce
dismorfogénesis en mamiferos (Watanabe & Iwase, 1997), sin embargo, hay
vacios sobre los alcances que este herbicida puede tener sobre la salud de las
personas desde un contexto genotoxico, debido que los enfoques de los estudios
estan en su gran mayoria asociados al sistema nervioso y desarrollo embrionario.
En términos de genotoxicidad, en animales solo se cuenta con dos estudios; uno
en mamiferos con el compuesto activo y otro en anfibios con la mezcla comercial
(Ebert et al., 1990, Lajmanovich et al.,, 2014). Sin embargo, no hay estudios
genotoéxicos aplicados a mamiferos con la mezcla comercial (herbicida), que es lo
gue se emplea como plaguicida, y finalmente es a la mezcla que directa o
indirectamente la poblacion va a estar expuesta. En este orden de ideas, y debido
a los vacios cientificos en Colombia con respecto a los productos que contienen
GLA como el herbicida FINALE, se estima que es relevante evaluar el potencial
Toxico, Citotoxico y Genotoxico de este producto, utilizando biomodelos idéneos
para experimentacion, como es el caso de ratones; los cuales son ampliamente
utilizados por su facil extrapolacién de resultados a seres humanos, y de forma
indirecta identificar posibles riesgos en el empleo de este herbicida por exposicion
ocupacional y ambiental / consumo de alimentos, que puedan tener residuos de
herbicidas como FINALE (MAFF, 1990; Fabian et al., 2011).
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3. JUSTIFICACION

Muchos plaguicidas se han asociado con efectos cancerigenos, teratégenos,
mutagénicos, espermatogénicos, fetotoxicos, neurotdxicos o una combinacion de
varios de estos, tanto en seres humanos como en otras especies animales (Vega
y Maroto 1984, Garcia 1997, Castro et al.,2004). No obstante, a nivel mundial
existe desconocimiento acerca del dafio que pueden ocasionar estas mezclas
complejas. Segun la Academia Nacional de Ciencias de los EE.UU, la informacion
toxicologica es suficiente sllo para 10% de los ingredientes activos
comercializados de plaguicidas, para 52% es incompleta y para los 38% restantes
no hay informacion (Garcia 1997, Castro et al., 2004).

La evaluacion del dafio del material genético por agentes potencialmente dafiinos
es una herramienta valiosa en salud publica y ocupacional. El estudio de las
potenciales propiedades genotoxicas de un compuesto, asi como el seguimiento
en poblaciones animales o humanas expuestas a sus posibles efectos es una
herramienta util para estimar el riesgo de genotoxicidad, y con ello posibles
enfermedades como el cancer y enfermedades congénitas (Bolognesi, 2003;
Peralta et al., 2011).

Los herbicidas con GLA, como la mayoria de plaguicidas organofosforados esta
relacionado con la inhibicion de la actividad de enzimas que interaccionan en el
sistema nervioso central, por lo tanto, la mayor parte de estudios estan dirigidos a
evaluar los efectos neurotoxicos y conductuales que usualmente estos provocan a
dosis agudas (Ortega et al., 1994); los dafios a largo plazo (subcronico y cronico)
no han sido estudiados con la misma intensidad, dejando un sin numero de
probabilidades de alteraciones en la salud de las personas que podrian ser
prevenidas.

Los ensayos citogenéticos como Alteraciones Cromosémicas (AC), Intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) y Micronucleos (MN), son importantes biomarcadores
gue permiten detectar y relacionar dafios en el ADN respecto a una determinada
exposicién y por lo tanto aplicar estrategias direccionadas a la prevencion. Estos
ensayos son los biomarcadores mas utilizados en estudios poblacionales, y
llevados a cabo con modelos murinos, como es el caso de este estudio (Hagmar
et al. 1998, Cuenca y Ramirez, 2004, Bonassi et al. 2005, Mafas et al., 2009). En
esta investigacion se usaron ratones, debido a que son los mas utilizados para
experimentacion in vivo; son biomodelos elegidos para conocer la reaccion de un
organismo mamifero frente a una intoxicacidon, reacciones o0 trastornos
inmunoldgicos, oncologia, teratologia y embriologia (Hernandez, 2006). Por lo
tanto, la experimentacion en ratones es idénea para aportar datos confiables en
funcién de la retroalimentacion cientifica a nivel nacional y mundial, conforme en
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un contexto de bienestar social en pro de la salud y prevencién de las personas
gue posiblemente tendran algun tipo de exposicion al herbicida FINALE.

Es importante resaltar que este es el primer estudio que se realiza con el herbicida
comercial FINALE, en un contexto genotoxico y citotoxico para mamiferos a nivel
nacional. Los resultados aqui obtenidos seran de gran utilidad para futuras
investigaciones a corto, mediano y largo plazo, las cuales puedan finalmente llegar
a una conclusiéon sobre los verdaderos efectos del herbicida FINALE sobre la
salud humana y su mejor forma de uso.
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4. MARCO TEORICO

4.1 GENERALIDADES DE PLAGUICIDAS

Los plaguicidas se definen como cualquier sustancia o mezcla de sustancias
utilizada para matar, repeler o controlar diferentes tipos de organismos entre ellos
los hongos, bacterias, insectos, caracoles, gusanos, roedores y malezas. Este
término general abarca grupos especificos de agroquimicos como herbicidas,
fungicidas, insecticidas, acaricidas, nematicidas, moluscicidas, rodenticidas,
reguladores del crecimiento, repelentes, rodenticidas y biocidas (EPA, 2014;
Bolognesi & Holland, 2016). Estos compuestos comprenden un grupo de
sustancias pertenecientes a distintas familias quimicas y por consiguiente,
presentan diferencias en sus modos de accion, absorcion, biotransformacion, y
eliminacién. Sin embargo, algunos residuos de estos compuestos persisten en los
alimentos y constituyen un riesgo importante para la salud humana (Repetto,
2010).

Los pesticidas son compuestos biolégicamente activos disefiados para afectar
selectivamente los sistemas funcionales o moléculas diana especificas para la
"plaga”. Debido a las similitudes en las macromoléculas biologicas de todos los
organismos, ha resultado dificil una selectividad absoluta, por ende, en aras de
proteccion para las especies no objetivo, incluidos los humanos, la gran mayoria
de los plaguicidas se han caracterizado por diversos grados de toxicidad con unos
rangos estandares establecidos a nivel mundial basados en técnicas como la
dosis letal media (DL50) (Chandra et al., 2014, Bolognesi & Holland, 2016).

4.2 CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Los plaguicidas se clasifican en funcién de su uso, estructura quimica, modo de
accion, y/o formulacion, aunque algunos de ellos se usan contra dos 0 mas grupos
de plagas (Repetto et al., 1995; Font et al., 2012). Debido a la amplia cantidad de
sustancias y combinaciones de compuestos los plaguicidas se han clasificado
segun la plaga que atacan; insecticidas, acaricidas, herbicidas, nematicidas,
fungicidas, molusquicidas y rodenticidas (Repetto, 2010).

4.2.1 Herbicidas: un herbicida es una sustancia quimica utilizada para matar o
controlar el crecimiento de plantas no deseadas. Los herbicidas se clasifican de
acuerdo con la selectividad, tiempo de aplicacion (preimplantacion incorporada,
preemergencia o0 postemergencia) y translocacion en la planta (contacto o
sistémica) (Mosier et al., 1990). Los herbicidas selectivos se usan para erradicar
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plantas especificas, sin embargo, los no selectivos dafian todas las plantas
presentes. Los herbicidas de contacto matan solamente las partes de la planta que
entran en contacto con el producto quimico, mientras que los herbicidas
sistémicos son absorbidos por el follaje y translocado (desplazado) por toda la
planta (AgCandM, 2007; Piotrowski, 2011).

4.2.1.1 Glufosinato de amonio: El glufosinato (4-(hidroxi(metil)fosfinoil)-DL-
homoalaninato de amonio) es un compuesto natural aislado de dos especies de
Streptomyces fungi (Ortiz et al., 2011). ElI glufosinato (GLF) inhibe
irreversiblemente la glutamina sintetasa (GS), que cataliza la sintesis de glutamina
a partir del glutamato y amoniaco. La inhibicibn de la GS conduce a la
acumulacién de amoniaco intracelular y a una deficiencia de glutamina, que es
fitotoxico (Moon & Chun, 2016). El GLA, es un éacido fosfinico analogo del acido
glutamico, los registros se han concedido en muchos paises desde 1984; las
propiedades herbicidas del GLA fueron descritas por Hoechst AG en 1976
(Schwerdthe et al., 1981). En vista de la analogia estructural entre este compuesto
y el acido glutamico, se han incluido numerosos examenes especiales en los
estudios de toxicidad (E. Ebert & Mayer, 1990).

4.2.1.2 Finale: es un herbicida no selectivo, cuyo compuesto activo es el GLA,
soluble en agua para su aplicacion como aerosol foliar; sirve para el control de un
amplio espectro de hierbas anuales, perennes emergidas y malezas de hoja
ancha. Las plantas que aun no han surgido en el momento de la aplicacion no
seran controladas; este producto dafiara o matard toda la vegetacion verde
contactada por el rocio (BAYER).

4.3 BIOENSAYOS Y CONCEPTOS DE TOXICOLOGIA

4.3.1 Dosis letal media (DL50): la toxicidad de un producto quimico se puede
medir de varias maneras; sin embargo, la toxicidad para humanos se estima
basandose en resultados de pruebas obtenidas en ratas, ratones u otros animales.
No obstante, cualquier producto quimico o sustancia que sea venenoso para estos
animales, no necesariamente lo van a ser para humanos. Algunos pesticidas son
peligrosos, incluso mortales después de una gran dosis (toxicidad aguda), o dosis
pequefas repetidas (toxicidad cronica) (Gutierrez & Salsamendi, 2001). Para
medir la toxicidad se utilizan bioensayos basados en las tasas de mortalidad, a fin
de cuantificar el efecto de la toxina (Lipnick et al., 1994). Esta medida se conoce
como dosis letal cincuenta (LD50), la cual se define como la dosis en la que muere
el cincuenta por ciento (50%) de la poblacién de animales expuestos (Chandra et
al, 2014; Lipnick et al., 1994). Esta dosis puede ser administrada por via oral,
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dérmica, intravenosa y subcutanea. La determinacion de esta prueba examina la
relacion entre la dosis y la respuesta (Repetto, 2010). Normalmente la DL50 es
expresada en miligramos de sustancia por kilogramo de peso corporal del animal
(mg/kg) (Repetto, 2010). Esta medida proporciona informacién sobre los riesgos
para la salud que puedan derivarse a corto plazo por la exposicién al quimico o
sustancia en estudio, incluyendo datos que sirven de base para el etiquetado y
clasificacion de estos productos (Repetto, 2010). La DL50 se puede calcular por
varios métodos aceptados como el de Miller & Tainter, Bliss, Litchfield & Wilcoxon,
Finney y Wily Thompson (Chandra et al., 2014).

4.3.1.1 Método de Finney: se utiliza para transformar los resultados de mortalidad
obtenidos (en%) a valores Probit, donde los valores de Probit para mortalidad de
0% y 100% dependen del numero de animales de experimentacion por grupo, que
luego se procesan (Finney, 1971; Arambasi et al., 2014).

4.3.1.1.2 Probit: el analisis Probit se usa cominmente en toxicologia en pro de
determinar la toxicidad relativa de productos quimicos; esto con el objetivo de
poder proporcionar informacion con respecto a la seguridad del uso de estas
sustancias. Esto se hace probando la respuesta de un organismo bajo diversas
concentraciones de la sustancia quimica en cuestion y luego comparando las
concentraciones o dosis a las que se les encuentra una respuesta (vicent, 2008;
Chandra et al., 2014; Arambasi et al., 2014).

El analisis Probit actia como una transformacion de sigmoide a lineal y luego
ejecuta una regresion en la relacion. Una vez que se ejecuta una regresion, se
puede usar el resultado del andlisis Probit para comparar la cantidad de sustancia
guimica requerida para crear la misma respuesta en cada una de las diversas
sustancias en estudio; usualmente para comparar las diferentes toxicidades de los
productos se utilizan métodos como la DL50/LC50 en el cual se obtiene respuesta
del 50% de la poblacion; este tipo de resultados son los experimentos modernos
mas utilizados de dosis-respuesta (vicent, 2008; Arambasi, et al., 2014; M.Suseela
et al., 2015).

4.3.1.2 Relacion dosis-efecto: es la relacién entre la dosis y el efecto a nivel
individual; un aumento de la dosis puede incrementar la intensidad de un efecto o
su gravedad, estas caracteristicas nos permiten obtener una curva de dosis-efecto
a nivel de todo el organismo. Hay algunos efectos toxicos, como la muerte o el
cancer, que no tienen grados, sino que son efectos de un “todo”, mas no un
término medio (Stellman, 1998).
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4.3.1.3 Relacion dosis-respuesta: es la relacion entre la dosis y el porcentaje de
individuos que presentan un determinado efecto. Al incrementarse la dosis lo
normal es que aumente el numero de individuos afectados en la poblacién
expuesta (Stellman, 1998).

4.3.1.4 Dosis efectiva (DE): dosis calculada estadisticamente, de un agente
guimico o fisico (radiacién) que se espera que produzca un efecto determinado en
un sistema biolégico dado (IUPAC, 1993).

4.3.2 Toxico: cualquier agente quimico o fisico capaz de inducir un efecto adverso
para un organismo vivo (Duffus, 1993).

4.3.3 Toxicidad: capacidad para producir dafioa un organismo vivo, en
relacion con la cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de
administracion y su distribucion en el tiempo (Duffus, 1993).

4.3.3.1 Toxicidad aguda: La toxicidad aguda de una sustancia quimica se refiere
a los efectos adversos que se manifiestan tras la administracion por via oral,
cutanea, intravenosa u intramuscular de una sola dosis de dicha sustancia
(Gutierrez & Lopez, 2001; Repetto, 2010).

4.3.4 Citotoxicidad: la citotoxicidad es la cualidad de ser toxico para las
Células. Estas pueden experimentar necrosis, en la que pierden integridad de
membrana y mueren como resultado de la lisis celular; pueden dejar de crecer y
dividirse; o activar un programa genético de muerte celular controlada,
denominado apoptosis (Duffus, 1993).

4.3.4.1 indice Mitético (IM): permite calcular el porcentaje de células en division
celular respecto al nimero total de células contabilizadas; un aumento en el IM
indica un posible efecto sobre el control de la division celular, el cual puede ser
inducido por un agente mitogénico. La disminuciéon del mismo indica un bloqueo
en el ciclo ocasionando un posible dafio en los mecanismos de la mitosis o
apoptosis (Rojas & cols 1993; Hoyos et al 2002).

. indice Mitético (IM) = N° de células en division celular %100

Total de células analizadas
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4.3.5 Genotoxicidad: un agente genotoxico es aquel compuesto de
naturaleza quimica, fisica o biolégico capaz de inducir, directa o indirectamente,
alteraciones en el material genético de los seres vivos llevando a la aparicion de
mutaciones que derivan en patologias y/o cambios en las caracteristicas de un
organismo (Suarez y Soberdn, 2009; Turrado, 2014). El dafio inducido incluye no
sb6lo al ADN, sino también a todos aquellos componentes celulares que se
encuentran relacionados con la funcionalidad y comportamiento de los
cromosomas dentro de la célula (Abrevaya, 2008).

4.3.5.1 Alteraciones cromosOmicas (AC): las (AC) son una de las
consecuencias biolégicas importantes de la exposicibn humana a la radiacion
ionizante y otros agentes genotéxicos; en estudios epidemioldgicos, se ha
demostrado que las personas con frecuencias elevadas de AC en sus linfocitos de
sangre periférica tienen un riesgo significativamente elevado de desarrollar cancer
(Obe et al., 2002). Las AC se analizaron por primera vez en la década de 1930 por
Karl Sax y colegas, utilizando microsporas de polen de Tradescantia (Sax, 1938,
Tucker & Preston, 1996). Este biomarcador detecta cambios citologicos que
afectan al nUmero o la estructura de los cromosomas que constituyen el cariotipo
de una especie; estas alteraciones corresponden a rupturas y rearreglos en el
mismo o entre diferentes cromosomas (Gomez, 2007). Los cambios en la
estructura 0 nimero de cromosomas pueden ocurrir espontaneamente o por
efecto de radiaciones, agentes quimicos o biologicos (Mateuca et al., 2012). Las
AC se han usado como biomarcadores de exposicion ocupacional o ambiental por
mas de 30 afos, para evaluar el dafio genotoxico (Mateuca et al. 2012) y son
considerados como un biomarcador de efectos tempranos en la prediccion de
cancer (Hagmar et al., 2004, Bonassi et al., 2008, Rupa et al., 1989, Carbonell et
al., 1993; Kaiomova & Khabutdinova 1998; Cuenca & Ramirez 2004; Zeljezic et
al., 2009; Gomez et al., 2013).

4.3.6 Mecanismos de tincion diferencial de los cromosomas en metafase
sustituidos con Bromodeoxiudirina (BrdU): la tincion diferencial con BrdU se
basa en tres principios; 1) que la replicacion del ADN es de naturaleza
semiconservativa, 2) la estructura de la cromatida es compuesta por una doble
hélice simple y 3), que los cromosomas se segregan aleatoriamente en la division
celular (Schneider et al.,1978). Después de un ciclo de replicacion en presencia de
BrdU, ambas cromatidas contienen una cadena de ADN sustituida con BrdU
(lineas discontinuas) y una cadena de ADN parental no sustituida (lineas
continuas). Estas cromatidas son bioquimicamente idénticas y, por lo tanto, tienen
intensidades iguales cuando se tifien con un colorante fluorescente o no
fluorescente. Después de dos ciclos de replicacion en presencia de BrdU, una
cromatida tiene su ADN uniformemente sustituido con BrdU, mientras que la
cromatida hermana esta bifilmente sustituida con BrdU. Las cromatidas que
contienen ADN sustituido de forma bifilar fluorescen menos intensamente que sus
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crométidas hermanas sustituidas uniformemente cuando se tifien con colorante
fluorescente tal como Hoechst 33258, AO o DAPI, y tienen una tincion de Giemsa
disminuida con microscopio 6ptico. Después de tres ciclos de replicacion en
presencia de BrdU, la mitad de la longitud cromosémica solo tiene ADN
bifilarmente sustituido y fluoresce con fluorescencia igualmente disminuida o con
tincibn de Giemsa disminuida de forma equivalente. La longitud cromosémica
restante tiene croméatidas que se asemejan bioquimicamente a los segundos
cromosomas del ciclo de replicacion y, por lo tanto, tienen propiedades de tincion
diferencial similares. Esta capacidad para identificar inequivocamente células que
se han replicado una, dos, tres 0 mas veces en presencia de BrdU ha llevado el
uso de esta técnica para el andlisis del ciclo celular (Tice et al., 1976; Schneider et
al., 1977; citado por Schneider et al., 1978).

4.3.6.1 Metafases de primer ciclo: se analizan para alteraciones cromosomicas
en metafases de primer ciclo de division debido a que muchas aberraciones
cromosémicas se pierden o aparecen en forma alterada en subsecuentes
divisiones celulares (Schneider et al.,1978; Hoyos et al., 2002)
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5

ANTECEDENTES

Tabla 1. Antecedentes Toxicos, Citotdxicos y Genotoxicos

Autores

Sistema
biolégico

Plaguicida/
sal

TTO

Efecto

Detalles

Ebert,

Leist, &

Mayer,
1990

Ratones,
Ratas,
Perrosy
conejos.

Sal/
Glufosinato
de amonioy
formulada.

In vivo e
in vitro

Negativo

Se evalud la toxicidad y genotoxicidad de
la sal de amonio por las vias oral,
subcutanea, intraperitoneal y dermal.
Los animales utilizados fueron perros,
ratones, ratas y conejos, los cuales se
sometieron a diferentes tipos de
tratamientos de acuerdo a la toxicidad
aguda, subcrénica o prolongada, crénica
y oncogénica y mutagenicidad. Las dosis
fueron relativamente variadas de
acuerdo a las caracteristicas de los tipos
de toxicidad vy diferentes disefos
experimentales. Finalmente
determinaron que la toxicidad del GLA
no representaba peligro mutagénico en
animales experimentales.

Hack,

Ebert,
Ehling,
&Leist,

1994

Perrosy
Ratas.

Sal /
Glufosinato
de amonio.

In vivo e
In vitro

Negativo

Se evalud aspectos del modo de accion,
en los tejidos y a nivel enzimatico en
diferentes drganos bajo parametros
como toxicidad aguda; para lo cual se
emplearon cuatro grupos de ratas
winstar, y en toxicidad subcrdnica;
evaluado en cinco grupos de ratas
winstar 'y en tres grupos de perros
beagle. Las vias de administracion
fueron Intraventricular y oral. Se
concluyé que bajo usos recomendados
los herbicidas que contengan GLA como
principio activo no representan un
peligro.

Tomoko,
1996

Ratas

Sal
/Glufosinato
de amonio

In vivo

Positivo

Se evaluaron los efectos latentes vy
funcionales de una pequefia dosis de
GLA en la funcién cerebral en animales
juveniles. Se examinaron las ratas
expuestas a GLA para las neuronas
glutamericas usando la respuesta al
acido Kainico. El acido kainico posee un
receptor subtipo de glutamato en el
cerebro e induce el comportamiento de
los wet-dog y las convulsiones limbicas
tipicas notablemente en el hipocampo y
la amigdala. Se inyectaron
subcutdaneamente (sc) ratas hembra
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Wistar-Imamichi de siete dias de edad
con diferentes dosis durante 7 dias. El
GLA se disolvié en agua desionizada. Las
ratas fueron destetadas a las 3 semanas
de edad y evaluaron la respuesta al
acido kainico a las 5 6 6 semanas de
edad.

Watanabe
& lwase,
1996

Ratones

Sal/
Glufosinato
de amonio.

In vitro

Positivo

Se examind si el glufosinato podria
afectar el crecimiento embrionario y el
desarrollo en ratones utilizando
embriones. Los ratones prefiados fueron
sacrificados por dislocacion cervical en
los dias 8 y 10 de gestacion. Se
recogieron embriones de cada Utero y se
prepararon para el cultivo. Se encontré
que el glufosinato de amonio causd
defectos craneales en los embriones. El
glufosinato afectd especialmente al
neuroepitelio de la vesicula cerebral y
del tubo neural, lo que condujo a la
muerte celular neuroepitelial.  Sin
embargo se necesitan mas estudios para
determinar el mecanismo bioquimico
por el cual el glufosinato ejerce
embriopatia.

Koyama et
al., 1997

Ratas

Herbicida
BASTA,
Sal/Glugosin
ato de
amonioy
Sodiumpoly
oxyethylene
alkilether
sulfate (AES)

In vitro e
in vivo

Positivo

Se intentd explicar el componente
exacto y su modo de accion responsable
de los efectos cardiovasculares directos
del herbicida, investigando
independientemente los efectos de
BASTA (herbicida comercial), GLA (Sal) y
AES (tensioactivo del herbicida) sobre el
sistema cardiovascular en ratas in vitro e
in vivo. Se concluye que los efectos de
BASTA en experimentos in vivo no son
causados por el componente principal,
GLA, sino que son causados
principalmente por AES a través de sus
efectos vasodilatadores mds efectos
cardioestimulatorios en dosis bajas vy
efectos cardiosupresores en dosis altas.

Watanabe
, 1997

Ratones

Sal /
Glufosinato
de amonio

In vitro

Positivo

Se examiné la muerte celular inducida
por el glufosinato sobre el neuroepitelio
de embriones de ratén. La micrografia
electronica reveld6 condensacién 'y
segregacion de cromatina, cuerpos
apoptéticos extracelulares y fragmentos
celulares fagocitados por macréfagos en
el neuroepitelio de la vesicula cerebral y
el tubo neural. Se concluye que la
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exposicion por GLA induce apoptosis en
el neuroepitelio de los embriones.

Matsumur
a, etal.,
2001

Ratones

Sal
/Glufosinato
de amonio.

In vivo

Positivo

Debido a las similitudes estructurales
entre el glufosinato y el glutamato, la
convulsién inducida por el glufosinato de
amonio se puede atribuir a la activacion
del receptor de glutamato. Tres
antagonistas del receptor de N-metil-D-
asparato (NMDA), dizocilpina, LY235959
y Compuesto 40, y un antagonista del
receptor de amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-acido propidnico (AMPA)
/ kainato, NBQX, se administraron
conjuntamente con glufosinato de
amonio (80 mg / kg por Vvia
intraperitoneal) en ratones. Se concluyo
que la convulsion causada por el
glufosinato de amonio estd mediada por
los receptores NMDA.

Ori,Anaka,
Ujisawa,
&Himada,
2003

Humanos

Herbicida
Basta

In vivo

No aplica

Caso Clinico: Se encontr6 que el
glufosinato( DL- GLUF) se distribuyé en
el liquido cefalorraquideo en el
envenenamiento con glufosinato. Un
japonés de 50 afios de edad (pesando 67
kg) intentd suicidarse ingiriendo
aproximadamente 100 ml de BASTA (que
contenia DL- GLUF 18,5 g, relacion de D-
GLUF a L- GLUF: 1: 1). Se observo
depresion respiratoria grave 26 h
después de la ingestién, y se le
suministré tratamiento con ventilacién
artificial.

Schulte-
Hermann
etal.,
2006

No aplica

Herbicida
BASTA y Sal

Revision
retrospe
ctiva

Negativo

El Grupo de Evaluacion de
SciencePartners (Grupo de Evaluacion)
ha realizado un andlisis independiente
del herbicida glufosinato-amonio (GA)
en relacidon con su potencial de causar
toxicidad  reproductiva en  seres
humanos.

Calas et
al., 2008

Ratones

Sal /
Glufosinato
de amonio.

In vivo

Positivo
para5y 10
mg / kg,
los cuales
inducen
(1)
alteracione
s leves de

Los ratones C57BL / 6J fueron tratados
durante 10 semanas tres veces a la
semana con 2,5, 5y 10 mg / kg de GLA.
Los efectos de este tratamiento crénico
se evaluaron a nivel de comportamiento,
Estructural y metabdlico utilizando
pruebas de memoria espacial, actividad
locomotora y ansiedad, analisis de
textura de resonancia magnética del
hipocampo (MRI) y ensayo de actividad
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la del hipocampo GS, respectivamente.
memoria
En este estudio se evalué el posible
Positivo efecto del envenenamiento materno por
para la BASTA-15 sobre las capacidades de
intoxicacio | desarrollo y la calidad de los embriones
Fabian et Ratones Herbicida Invitroe | nmaterna | pre-implantables. Durante las pruebas in
al., BASTAS-15 In vivo con vivo, los ratones fertilizados se
2011 BASTA-15; | alimentaron con varias dosis de BASTA-
podria 15 durante varios dias. Durante los
afectar el | ensayos in vitro, los embriones aislados
desarrollo | se cultivaron en un medio con la adicién
de los de herbicida o su compuesto principal
embriones | glufosinato de amonio.
de
preimplan-
tacion
Positivo; | Se evalud el posible papel de los
hay receptores  glutamatérgicos y la
produccidn | produccidn de 6xido nitrico (NO) en los
Faro, Ratas Herbicida In vivo de NO a efectos del glufosinato amdnico (GLA),
Ferreira GLA través del | un pesticida estructuralmente
Nunes, efecto del | relacionado con el glutamato, en la
Alfonso, GLA. liberacidn in vivo de dopamina estriatal
Ferreira, Ademasse | in vivo en estado despierto y en
& Duran, observé movimiento del animal Para ello, se
2013 bloqueo utilizaron antagonistas de los receptores
parcial de | NMDA (MK-801 y AP5) o AMPA / kainato
la (CNQX), o inhibidores de la éxido nitrico
liberacion | sintasa (NOS) ( |- NAME y 7-Nl) para
de estudiar los efectos del GLA en Ia
dopamina | liberacién De dopamina del estriado de
tras la rata.
administra
cion de
receptores
antagonis-
tas del
NDMA
Este estudio es una serie de casos
observacionales  retrospectivos.  Los
Inoue et | Humanos Herbicida: Restrosp No aplica | sujetos fueron 16 pacientes que
al., 2013 Basta®, e-ctiva presentaron intoxicacion aguda por
Hayabusa®y de glufosinato. Se dividieron en un grupo
Basta 0,2°. paciente con paro respiratorio o convulsidn
s in vivo. durante la hospitalizacidn (grupo grave)

y un grupo sin (grupo no severo).
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Laugeray
etal,
2014

Ratones

Sal
/Glufosinato
de amonio

In vivo

Positivo

Este trabajo proporciona nuevos datos
sobre el vinculo entre la exposicion pre y
postnatal a El herbicida GLA y la
aparicién de sintomas similares al
autismo. También plantea
preocupaciones fundamentales acerca
de la capacidad de las actuales pruebas
de seguridad para evaluar los riesgos de
exposicion a los pesticidas durante los
periodos de desarrollo criticos. Estas
alteraciones del comportamiento
mostraron un sorprendente parecido
con los cambios observados en los
modelos animales de trastornos del
espectro autista.

Lajmanovi
chetal,
2014

Rhinellaa
renarum

Herbicida:
Liberty®, LY®

In vivo

Negativo

Se investigaron los cambios en algunos
pardmetros de células sanguineas
circulantes de renacuajos del sapo
comun (Rhinellaarenarum) expuestos
durante 48 0 96 h a tres concentraciones
subletales de una formulacién comercial
de un herbicida a base de glufosinato
amonio (GLA) (Liberty ®, LY ©). La
frecuencia de MN vy otras anomalias
nucleares eritrociticas (ENA, es decir,
nucleos lobulados, binucleados o
nucleos segmentados, nucleos en forma
de rifidn, nucleos dentados, Y nucleos
picnédticos) se compararon con controles
positivos (ciclofosfamida, CP, 40 mg / L)
y negativos (agua del grifo desclorada).

Calas et
al., 2016

Ratones*

Sal/
Glufosinato
de amonio

In vivo

No aplica

En el raton, el tratamiento
intraperitoneal con 75 mg / kg de GLA
genera convulsiones  tdnico-cldnicas
repetitivas asociadas con un 100% de
mortalidad dentro de las 72 h
posteriores al tratamiento. En este
contexto se caracterizd las convulsiones
inducidas por GLA, sus consecuencias
histolégicas y la efectividad del
tratamiento con diazepam.

Herzine et
al., 2016

Ratones

Sal /
Glufosinato
de amonio

In vivo

Positivo

Se demostrd que la exposicién perinatal
a dosis bajas de GLA induce alteraciones
en la proliferacion de neuroblastos
dentro de la zona subventricular (SVZ).
Estos trastornos no sélo  son
concomitantes a los cambios en Ia
morfologia celular, la proliferacién y la
apoptosis, sino que también estan
asociados con los cambios
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transcriptémicos.

Gonzalez
etal,
2018

Ratones

Sal/Glufosin
ato de
amonio

In vivo

Positivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto del GLA sobre la calidad de los
espermatozoides y de su ADN después
de haber sido expuestos al producto,
mientras se encontraban en la fase de
espermatida temprana o en la fase de
espermatozoide  en proceso  de
maduracién epididimal.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad in vivo del herbicida Glufosinato de amonio
en su forma comercial (FINALE) en médula 6sea de ratén Albino Suizo.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la DL50 y describir signos de toxicidad del herbicida FINALE en
ratones Albino suizo.

e Identificar la capacidad citotoxicidad del herbicida FINALE en ratones Albino
suizo.

e Determinar la genotoxicidad del herbicida FINALE en ratones Albino suizo.

27



7 METODOLOGIA

Este estudio es de tipo experimental, donde se utilizaron ratones de laboratorio
Albino suizo de la cepa ICR. En una primera fase se calcul6 la dosis letal
cincuenta (DL50) del herbicida FINALE por el método de Finney, seguido por la
caracterizacion de los efectos toxicos mediante un cuadro de presencia-ausencia
(Anexo 1) y finalmente la evaluacion citogenética. Las variables independientes
fueron las dosis suministradas y las dependientes los posibles efectos téxicos,
citotéxicos y genotoxicos.

7.1 ANIMALES Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 90 ratones machos Albino Suizo de la cepa ICR con edades entre 8y
12 semanas de edad (biomodelos certificados para pruebas experimentales,
suministrados por VECOL), de los cuales, cincuenta se utilizaron en el bioensayo
de DL50 y 40 en ensayos citogenéticos. Estos animales se aclimataron a
condiciones de laboratorio (ciclo Luz/oscuridad natural, temperatura ambiente
231£15°C), se les administr6 una dieta con alimento especial para roedores
“LabDiet” y se les proporcioné agua de grifo.

7.2 PREPARACION Y ADMINISTRACION DE LAS DOSIS

El herbicida fue previamente diluido en un factor 1:1 con agua de grifo, como
solucion de trabajo. Los ratones estuvieron en ayuno cuatro horas antes de la
dosificacion. El compuesto se administré utilizando una aguja de punta redonda
mediante gavage (Fig 1) con una dosis Unica (dosis aguda). El volumen de la
dosis fue proporcional al peso de los animales; el grupo control negativo estuvo
sometido al método de Gavage con agua para mantener las mismas condiciones
de manejo con respecto al resto de los animales tratados (Chandra et al., 2014).
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Figura 1. Administracion de dosis oral de herbicida FINALE mediante el método de
gavage con aguja de punta redonda.

7.3ESTIMACION DE RANGO DE DOSIS Y PORCENTAJE DE MORTALIDAD;
DL50

Se seleccionaron cuatro dosis del herbicida FINALE (solucion de trabajo)
partiendo de una dosis referencia de 436mg/kg (Inoue, 1982; Ebert et al., 1990) y
un control negativo con agua de grifo (no aplica para control positivo) (Chandra et
al., 2014; M.Suseela et al., 2015); se utilizaron cincuenta ratones, los cuales fueron
observados durante 24 horas para identificar signos y sintomas toxicos. Después
de 24 horas, se conté el nimero de muertes en cada grupo, los cuales estaban
conformados de diez, donde finalmente se calcul6 el porcentaje de mortalidad, el
cual se transformé a Probit usando el método de Finney para el calculo estadistico
de la DL50 (Chandra et al., 2014).

7.3.1 Dosis subletales: una vez establecida la DL50 se establecieron seis dosis
sub-letales; definidas como Alta o maxima tolerada (80% de la DL50), alta 3 (70%
de la DL50), alta 2 (60% de la DL50), alta 1 (50% de la DL50), media (40% de la
DL50) y baja (20% de la DL50) (Tabla 1) con las cuales se procedid a la
evaluacion de la citotoxicidad y genotoxicidad en la cual se evalud las posibles
alteraciones que estas dosis sub-letales podrian inducir.
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Tabla 1. Tratamientos y dosis sub-letales del herbicida FINALE y controles
utilizados en citogenética

RUPOS DE (%) CON

ECi/AliJ_UOA%ZION TRATAMIENTO RESBE;:(;I’O A DOSIS
CN Agua - 0,2 ml*
Baja 20% 97,2mgl/kg
Media 40% 194,4mg/kg
Grupo Alta 1 50% 243mg/kg
experimental Alta 2 60% 201,6,mg/kg
Alta 3 70% 340,2mg/kg
MaxT 80% 388,8mg/kg
CP Ciclofosfamida - 5mglkg

CN: control negativo (agua)

X*: cantidad (ml) total suministrada al animal independiente de su peso
CP: control positivo (ciclofosfamida)

----- - No aplica para los controles positivo y negativo.

7.4 PRUEBAS CITOGENETICAS

Para la evaluacion del potencial Genotoxico y Citotoxico, los animales se
distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos de ocho ratones. En cada grupo
experimental se utilizaron tratamientos diferentes; un control negativo y otro
positivo mas las seis dosis sub-letales previamente calculadas a partir de la DL50
(Tabla 1). El control negativo se traté con agua de grifo, sometiendo al animal a la
técnica de gavage. El control positivo fue tratado con ciclofosfamida via
intraperitoneal y las dosis subletales del herbicida FINALE fueron suministradas
via oral mediante gavaje. El proceso citogenético inicié con la implantacion de la
bromodeoxiudirina (BrdU) (Mannheim Boehringer) (fig. 2a); pasada una hora se le
administré un respectivo tratamiento (Dosis baja, media, alta 1, alta 2, alta 3,
maxima tolerada, control positivo y negativo) (Fig. 1). Después de 22 horas de la
implantacion de la BrdU se inyecté por via intraperitoneal Vinblastina (SIGMA
Company) (detiene el ciclo celular) (fig 2b). Finalmente cumplidas las 24 horas se
procedio a sacrificar los animales por dislocacion cervical, para la extraccion de los
fémures y cosechar las células de la médula 6sea del raton (Hoyos et al., 2002).
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a T 3 b. &
Figura 2 a. Implantacion de Bromodeoxiudirina (BrdU); b. Inyeccidn intraperitoneal,
tomado de [Procedures With Care, 2018]

7.4.1 Implantacion de Bromodeoxidurina (BrdU): Tabletas BrdU de 25mg y
cubiertas parcialmente con parafina, (Boehringer Mannheim, Catalogo # 586064)
se implantaron debajo de la piel en la region abdominal de cada raton (8-12
semanas) previamente anestesiados con cloroformo, haciendo una pequeia
incision; luego se cerro la incision con grapas especiales. Este procedimiento se
realizé bajo luz amarilla. ElI cubrimiento parcial con parafina permite la correcta
absorcion de la BrdU (McFee & cols 1983; Hoyos et al., 2002).

6.4.2 Cosecha de células de médula 6sea: después de las 24 horas de
implantacion de la BrdU, se sacrificaron los ratones y se procedié a remover los
dos fémures de cada ratdn, para la extraccion de células de médula oésea,
utilizando una aguja de insulina con Buffer Salino Fosfato (PBS), previamente
calentado a 37°C. La jeringa de insulina se inyecté a través de la médula 6sea
aspirando y lavando consecutivamente hasta haber sacado la mayor cantidad de
células de médula 6sea, que fueron recolectadas simultdneamente en un tubo
falcon de 15mL. Las células fueron sometidas a centrifugaciéon de 800-1000 r.p.m
y luego incubadas con solucion hipoténica (0,075 Mde KCI) a 37°C, con el fin de
expandir las células. Pasada media hora, se agregoé fijador carnoy’s bien frio (3:1
metano - acido acético glacial) con el objeto de parar la accién de la solucién
hipoténica. Las muestras se sometieron nuevamente a centrifugacion por cinco
minutos; por consiguiente, se le removio sobrenadante y se le agregé nuevamente
carnoy’s frio y posteriormente se dejo en refrigeracion durante 30 minutos; dando
inicio a 2 lavados con carnoy’s y centrifugacion intermedia entre un lavado y otro a
800-1000 r.p.m. Finalmente las muestras de médula 6sea de ratéon fueron
goteadas en placas frias previamente sumergidas en acido acético al 60%.

7.4.2.1 Preparaciéon de las placas para goteo de muestras: las placas fueron
lavadas con éacido acético al 60% y flameadas un dia antes de la cosecha de
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meédula 6sea de ratdn, con el propdésito de dejar sumergidas las placas en un
coplin con acido acético debidamente refrigerado (Hoyos et al., 2002).

7.4.3 Tincion diferencial: para iniciar tincion, las placas fueron secadas a
temperatura ambiente minimo tres dias; luego se inicié el procedimiento de tincion
partiendo de treinta (30) minutos en coloracion de Hoechst 33258 (Sigma
Aldrich), en seguida, se lavaron a traves de tres cambios de agua destilada, para
sumergirlos posteriormente en un coplin con buffer Macllvane (se retira la placa),
después se gotearon las placas con el buffer hasta cubrir toda la muestra; éstas se
irradian en luz de mercurio por veinte (20) minutos. Finalmente, las placas se
tiferon con solucion Giemsa (Sigma Aldrich) al 10% por seis (6) minutos (Goto et
al., 1975), una vez secas las placas, fueron montadas permanentemente con
Entellan (Merck KGaA).

7.4.4 ldentificacion de Aberraciones cromosOmica:. se analizan solamente
células completas, es decir; que contengan 40 cromosomas. Se da lectura de al
menos 100 metafases en primer ciclo de division por animal (fig. 3) (Hoyos et al.,
2002).

o'\

Figura 3. Metafases de primer ciclo de divisidon

7.5 ANALISIS ESTADISTICOS

7.5.1 Método estadistico DL50: La LD50 se determin6 mediante el método de
regresion logaritmica / regresion Probit (Finney, 1971). Se realizaron cinco
ensayos que contenian 10 ratones cada uno y se administraron cuatro dosis del
herbicida FINALE a una concentracién de 75g de herbicida en 5ml de agua, via
oral. Las dosis fueron 386mg/kg, 436mg/kg, 486mg/kg y 536mg/kg de peso de
ratbn, mas una dosis de agua (2ml) como control negativo. Partiendo de los
porcentajes de mortalidad por cada ensayo, se transformaron dichos valores en
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probit empleando el método de finney (tabla 2), la cual se traz6 graficamente entre
los valores probit obtenidos y las dosis log; luego se calculé LD50 con la ayuda del
calculo de la regresion lineal (Finney, 1971; Chandra et al., 2014)

7.5.2 Método estadistico para analisis citogenético: Los efectos de
genotoxicidad y citotoxicidad fueron analizados usando el Programa R (v 3.4.4).
Inicialmente se realiz6 la prueba bondad de ajuste de los datos, con la prueba de
Anderson-Darling, usando el paquete estadistico Nortest (Gross & Ligges, 2015),
se encontrd6 que ninguna de las variables de respuesta tuvieron distribucién
normal, motivo por el cual se procedié a ajustar modelos lineales generalizados
mixtos; como la variable de respuesta del presente estudio fueron conteos de
eventos (alteraciones) a nivel celular y genético, la distribucion a la que se ajusté
el modelo fue de tipo Poisson.

Los modelos lineales generalizados se construyeron con el paquete Ismeans
(Lenth, 2016), usando las dosis como factores fijos y la repeticion como factor
aleatorio, lo que reduce la parcialidad de las observaciones. Posteriormente se
realizaron comparaciones mdultiples usando el paquete Multcomp (Hothorn et al.
2017) con el ajuste de Bonferroni, que disminuye la probabilidad de cometer error
tipo |, finalmente se realizaron los agrupamientos entre los tratamientos usando el
paguete Ismeans (Lenth, 2016).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 TOXICIDAD

8.1.1 Dosis letal cincuenta (DL50): en el presente estudio, la mortalidad de los
ratones fue determinada por dosis orales del herbicida FINALE (GLA como
compuesto activo). Las dosis fueron desde 386mg/g a 536mg/kg de ratdén. La
mortalidad se ilustré en términos de porcentaje con respecto a las dosis
suministradas (Tabla 2).

Los animales fueron expuestos a diferentes dosis de FINALE, donde su mortalidad
mostré un efecto dosis-respuesta; partiendo del 10% de mortalidad a una dosis de
386mg/kg, 20% a 436mg/kg, 50% a 486mg/kg, y 70% a 536 mg/ kg de raton
(Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de las dosis del herbicida FINALE para la determinacion
de la DL50 administradas via oral en ratones Albino suizo de la cepa ICR

DOSIS N° ANIMALES
(ma/Kg) LOGDOSIS %MORTALIDAD %CORREGIDO PROBIT
Iniciales Muertos

(Agua) - 10 o e e e
386 2,58658 10 1 10 10 3,72
436 2,63948 10 2 20 20 4,16
486 2,68663 10 5 50 50 5
536 2,72916 10 7 70 70 5,62

Agua: control negativo
»»»»» 1 no aplica

La representacion grafica de mortalidad porcentual versus concentracion
logaritmica y mortalidad Probit versus concentracion logaritmica del herbicida
FINALE (tabla 2) mostré una curva sigmoidea tipica (Grafico 1) y una linea recta
(Gréfico 2) respectivamente que estan de acuerdo con el principio del andlisis
Probit (Finney, 1971).
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8.1.1.1 Conversidén de porcentajes de mortalidad a probit y célculo de la

DL50. Los animales muertos en cada nivel de dosis fueron transformados a probit

(tabla 3).
Tabla 3 Transformacion de porcentaje de mortalidad a probit, método de
Finney

Percentage [] 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2.67 295 312 325 3.36 345 352 3.59 3.66
10 3.72 3.77 382 387 392 396 401 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 426 429 433 436 439 442 445
30 448 4.50 453 456 459 461 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.80 482 485 487 490 492 495 497
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 523
60 5.25 5.28 5.31 533 5.36 5.39 5.41 S.44 5.47 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 581
80 584 588 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
% 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 733

*Tomada de chandra et al., 2014

Los valores Probit se trazan frente a las dosis logaritmicas y luego se relaciona la
dosis correspondiente a Probit 5, el cual nos representa el 50% de los animales
gue respondieron a los tratamientos con herbicida FINALE, es decir; la DL50
(grafico 2). En el presente caso, el Log LD50 es 2,69 y LD50 = 486 mg / kg.
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Gréfico 1. Curva sigmoide, % Mortalidad vs LogDosis. Curva dosis efecto, en la
cual los puntos muestran los datos experimentales.
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5,5

Probit

+ Probit

4,5 —— Lineal (Probit)

3,5

2,55 2,57 2,59 2,61 2,63 2,65 267 2,69 2,71 273 2,75
Log Dosis

Grafico 2. Regresion lineal probit vs LogDosis de FINALE. La linea negra representa la
solucién de la ecuacion de probit en funcion del logaritmo de la dosis de FINALE; la linea roja
indica la interpolacién de la DL50. Los “puntos” muestran los datos experimentales.

Cada plaguicida puede variar mucho dependiendo del grado de toxicidad y las
propiedades de cada uno de sus componentes; dado que la evaluacion de la
toxicidad de una sustancia problema es un fendmeno sensible, que puede estar
influenciado por varios factores, como el tamafio del animal, el estado nutricional,
especificidad de especie (incluyendo el grado de susceptibilidad a un determinado
componente), peso del animal, su etapa de desarrollo, tiempo de exposicion y
temperatura; por lo tanto, son varios los factores que pueden estar involucrados en
cémo un determinado quimico, en este caso herbicida, pueda estar influyendo en
una especie, aun cuando lo que se va a obtener es un dato estadistico como lo es
la LD50 (M.Suseela, et al., 2015).

La DL50 oral del compuesto activo del herbicida FINALE /GLA, ha sido reportado
en ratones y ratas desde 1980 (Wolterink et al., 2012) con los siguientes datos:
para ratones de la cepa NMRI, machos y hembras, la DL50 fue de 431 y 416
mg/kg de peso corporal respectivamente, en ambos como solvente vehiculo se
utiliz6 agua desionizada (Mayer & Weigand, 1980a; Mayer & Weigand, 1980b;
Wolterink et al., 2012), en ratones de la cepa ICR machos y hembras reportaron
que la DL50 era 436 y 464 mg/kg de peso corporal respectivamente, en este caso
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utilizaron como vehiculo agua salina (Inoue, 1982), y para las ratas de la cepa
Wistar la DL50 fue 2000mg/kg de peso corporal utilizando como solvente vehiculo
agua desionizada (Mayer & Weigand, 1980c; Wolterink et al., 2012), sin embargo
en ratas de la cepa F344 en un reporte de 1990 por E. Ebert y colaboradores la
DL50 para machos y hembras fue de 1660 y 1510 mg/kg de peso corporal
respectivamente, habiendo variaciones con respecto a las DL50 entre estas
cepas. En términos generales, se puede asumir que en murinos el valor de la
DL50 puede estar sujeto a la cepa de la especie y al vehiculo que se utilice para
suministrar las dosis; ya que por cuestiones de afinidad/quimicas puede haber
variaciones en el resultado esperado (chandra et al., 2014); en el caso de este
estudio, como vehiculo se utilizé agua de grifo, en pro de disefiar un experimento
aplicado al uso al que es sometido el herbicida cuando se administra en
plantaciones agricolas, partiendo que lo que se quiere verificar es a qué grado el
empleo del herbicida FINALE (mezcla comercial) puede representar un riesgo en
términos toxicos para la poblacion, ya que las investigaciones anteriores con
respecto a la DL50, estan basadas en el compuesto activo que es el GLAy no ala
mezcla comercial (Mayer & Weigand, 1980a; Mayer & Weigand, 1980b, Inoue,
1982, E. Ebert et al., 1990).

En este estudio, se calculo la DL50 para la mezcla comercial FINALE, el cual tuvo
un valor de 486mg/kg de peso corporal (Tabla 2); en contraste para lo reportado
por Inoue, 1982; para ratones machos de la misma cepa tratados con el
compuesto activo fue 436mg/kg de peso corporal; concluyendo que en términos
de toxicidad aguda, el compuesto activo podria ser mas nocivo que la mezcla
comercial/FINALE; ya que la cantidad en miligramos que se requiere para causar
letalidad al 50% de la poblacién es menor para el compuesto activo; sin embargo,
el vehiculo empleado en ambos experimentos no son iguales, y esto podria influir
en términos de comparar este reporte y el de Inoue. No obstante, el vehiculo
empleado en este estudio permitid evaluar las condiciones “reales” de posibles
riesgos; puesto que el herbicida FINALE es diluido en agua para su uso en
condiciones normales y recomendadas; y es de ésta forma en la que las personas
se ven expuestas directa (trabajadores) o indirectamente (alimentacion/ambiente
en general) a este tipo de productos.

Segun modificaciones establecidas por la organizacion mundial de la salud (OMS)
en el afio 2009, toda sustancia en la categoria Ill, con una dosis oral >50-
2000mg/kg de peso corporal se considera moderadamente peligrosa; donde la
DL50 calculada en este estudio para FINALE (486mg/kg) quedaria ubicada en
esta categoria, concordando con lo reportado para el compuesto activo GLA; el
cual esta ubicado en la categoria Ill en la mayoria de las casas comerciales que lo
suministran (Inoue, 1982; Ebert et al., 1990; Hack et al., 1994; FINALE); por lo
tanto se concluye que en términos de toxicidad aguda (DL50) la mezcla comercial
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FINALE con respecto al compuesto activo GLA, no muestran diferencias
significativas.

8.1.2 Sintomatologia: Durante la exposicion de diferentes dosis del herbicida
FINALE en el célculo de la DL50, se observaron sintomas como somnolencia,
disnea, pérdida del equilibrio, tremor, convulsiones, hipersensibilidad, pilo-
ereccion, taquipnea y aumento de excrecion. La frecuencia de estos eventos
fueron variados con respecto a la dosis que se le suministraban por ensayo; todos
los sintomas reportados a excepcion de aumento de excrecion y pilo-ereccion,
estuvieron presentes en todos los ensayos realizados por dosis (Tabla 4).

Tabla 4. Signos de toxicidad por efecto de FINALE en ratones Albino suizo
de la cepa ICR durante procedimiento de DL50, observados durante 24 horas

Piloerecciéon

SINTOMAS DOSIS
386mg/kg 436mg/kg 486mg/kg 536mg/kg

Hipersensibilidad X X X X
Somnolencia X X X X
Disnea X X X X
Pérd-equilib X X X X
Tremor X X X X
Convulsiones X X X X
Taquipnea X X X X
X X X
X

Aumento-Excrecién

Pérd-equilib: pérdida de equilibrio
Aument-Excrecion: aumento de excrecién

La principal ruta potencial de exposicion para herbicidas que contengan GLA en
mamiferos es la ingestion; la intoxicacion aguda generalmente es causada por el
consumo accidental o uso inadecuado de productos toxicos, y la intoxicacion
cronica por el consumo de residuos en alimentos contaminados, o en el ambito
laboral, en donde van a estar constantemente en exposicion a dichos productos
(Fabian et al., 2011).

Los residuos de GLA en la alimentacion humana o animal varian de 0.5 a 50 mg /
kg dependiendo del tipo de alimento (MAFF, 1990; Fabian et al., 2011). Los
informes sobre envenenamiento humano documentan que herbicidas que
contienen GLA (dosis agudas) inducen convulsivos y alteraciones de la conciencia
con insuficiencia respiratoria y circulatoria (Koyama et al., 1994; Tanaka et al.,
1998; Lluis et al., 2008; Fabian et al., 2011).
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Este estudio evidencia y ratifica que los herbicidas que contienen GLA inducen
sintomas que también se presencian utilizando Unicamente el compuesto activo o
la sal de GLA (Ebert et al., 1990; Hack et al., 1994; Tomoko, 1996; Matsumura et
al., 2001; Faro et al 2013; Calas et al., 2016), sin embargo; se le ha atribuido
sintomas como efectos cardiovasculares al tensioactivo anionico, polioxietileno
alquil éter sulfato de sodio (AES) presente en la mezcla comercial de herbicidas
gue contienen como principio activo GLA (Koyama et al., 1997); por lo tanto se
estima que los sintomas producidos por la mezcla comercial tienden a ser relativos
con respecto a qué componente lo provoque; ya sea el compuesto activo, los
tensioactivos presentes en la mezcla, o la accion sinérgica en si del producto en
cuestion; concluyendo que las mezclas comerciales como FINALE requieren de
mas investigacion y detalle con respecto a los roles que pueden estar teniendo los
componentes que conforman la mezcla, aun cuando en esta investigacion los
sintomas observados (tabla 4) coincidan con los reportados para el compuesto
activo GLA (Ebert et al., 1990; Faro et al., 2013; Calas et al., 2016).

8.2 Genotoxicidad

Entre las dosis experimentales con FINALE, sdélo dos (Alta 1; 243 mg/kg y Alta 2;
291,6 mg/kg) mostraron diferencias significativas con respecto al control negativo,
con un intervalo de confianza (i.c) de 0.0147 y 0.0039 respectivamente (tabla 5,
grafico 3), el control positivo (ciclofosfamida) mostr6 un incremento de
alteraciones, lo cual era esperado debido a la propiedad mutagénica de este
guimico (Abo-Zeid et al., 2018).

Tabla 5. Comparaciones con diferencias significativas en términos de
genotoxicidad.

Comparacion entre tto /genotoxicidad P-Valor
CN-CP <0.0001*
CN-Alta 1 0.0147*
CN-Alta 2 0.0039*
CN-Alt 3 0.4710
CN-Baja 1.0000
CN-MaxT 1.0000
CN-Media 0.0815

X* Diferencias significativas entre dosis con respecto al control negativo
CN: control negativo

CP: control positivo

TTO: tratamiento

MaxT: méxima tolerada

39



En la tabla cinco se ilustran los valores con diferencias significativas entre dosis
con respecto al control negativo.
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Grafico 3. Efecto de distintas dosis de FINALE sobre las células de médula 6sea
de raton. a. Promedio de alteraciones cromosémicas contadas. Las barras
representan el intervalo de confianza al 95%. b. Comparacién del promedio de
minimos cuadrados obtenido con el paquete Ismeans
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Tabla 6. Porcentaje de indice mitotico y anomalias presentes en células de
médula 6sea de ratdn

ABERRACIONES/100 CELULAS/RATON (N° REPETICIONES 5)

IM (%)

o D eibh SEen owe I mewa [ WOECHWAS X
S ABERRACION
cromt crom cromt crom
N 7% 2 0 0 0 0 0 0 2 0,4
cp 5 4% 14* 20 9 20+ 17 9 26 69* 13,8*
BAA 972 3%¢ 2 6 0 6 3 0 3 11 2,2
MEDIA 1044  3%c 8 8 2 10 5 2 7 25 5
ALTAL 243 5% c 7 11 4  15% 6 2 8 30 6*
ALTAZ 2916 3%c 10 6 5 11* 8 5 13 34+ 6,8*
ALTAS 3402  3%c 11 3 2 5 3 1 4 20 4
MAXT 3888  4%c 8 3 2 3 2 0 2 15 3

X*: iferencias significativas de genotoxicidad con respecto al control negativo <0.0001 — 0.0147
Xc: diferencias significativas de citotoxicidad con respecto al control negativo <0,0001 — 0,0002
X** Diferencias cualitativas entre anomalias genéticas

X ABERR Promedio por TTO de aberraciones cromosémicas

CN: control negativo

CP: control positivo

Cromt: cromatidica

Crom: cromosémica

TTO: tratamiento

En genotoxicidad se pudo evidenciar anomalias genéticas como gaps, rupturas
(fig. 4) y poliploidias (fig. 5) en los diferentes tratamientos con FINALE y el control
positivo ciclofosfamida. Con respecto al herbicida, en las dosis que mas anomalias
se pudo observar fue en Alta 2, seguido de Alta 1 y media (gréfico 4); en relacion a
las anomalias registradas en las dosis mencionadas, hubo un marcado incremento
de gaps y rupturas (cromatidicas y cromosémicas para los dos casos) en relacion
a las registradas en el control negativo; donde en este caso, para el control
negativo, no hubo presencia de este tipo de anomalias (tabla 6, grafico 5).
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Grafico 4. Total de anomalias cromosémicas por tratamiento suministrado.

La genotoxicidad y citotoxicidad de herbicidas que contienen GLA, ha sido poco
estudiada, desde el reporte de Ebert et al., 1990, donde se hace un resumen de
estudios vigentes hasta la fecha (1990); mas las propias conclusiones aportadas
por su grupo de investigacion, concluyen, que compuestos que contengan GLA no
representan un peligro genotoxico. Cabe resaltar, que los blancos dianas para
este quimico en los reportes mencionados por Ebert et al., 1990, fueron pocos y
muy puntuales en refencia a mamiferos, siendo sélo dos; ensayos in vitro de
aberraciones cromosomicas estructurales en linfocitos humanos, donde el analisis
de las metafases no indic6 ningdn aumento en células aberrantes (Pirovano &
Milone, 1985; Ebert et al., 1990), y un ensayo de micronucleos in vivo en la cual no
se encontré6 aumento en el numero de eritrocitos policromaticos micronucleados
en los grupos tratados con GLA (Jung & Mayer, 1986 Ebert et al., 1990). No
obstante un estudio realizado por Gonzalez et al., 2018, sugieren que las
espermatidas tempranas y los espermatozoides maduros son blancos de la
exposicion a GLA ya que se concluye que la exposicion subaguda a GLA en
ratones causa alteraciones sobre los parametros de calidad del ADN y cromatina
espermatica, afectando dos etapas de la espermatogénesis (espermatida
temprana y espermatozoide maduro), en lo cual ademas de reafirmar su potencial
embriotéxico (Watanabe, 1996 Watanabe & lwase, 1996; Matsumura et al., 2001;
Calas et al., 2008; Fabian et al., 2011; Laugeray. et al., 2014; Lajmanovich et al.,
2014) se puede observar propiedades genotéxicas al material genético.
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Fig 4. Aberraciones cromosémicas gaps y rupturas en metafases de médula 6sea
de ratén: a, c, e y f) ruptura cromatidica; b y c) gaps; c y d) ruptura cromosémica.
Ruptura cromosomica: se deben a radiaciones o productos quimicos téxicos (TRAuU'ri,
1971; Obe et al., 2002). Cuando esto ocurre, los dos fragmentos pueden volver a unirse, 0
un fragmento puede unirse a otro cromosoma roto. Las roturas cromosOmicas no
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reparadas estan asociadas con condiciones premalignas como ataxia telangiectasia,
sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, deficiencia de glutatibn reductasa,
agranulocitosis de Kostmann y anemia perniciosa (TRAu’ri, 1971). Gaps: o brechas
crométicas ocurren como dos tipos morfolégicamente indistinguibles: el tipo clastogénico
(dafio del ADN) y el tipo turbagénico (sin dafio del ADN), y son inducidos por muchas
genotoxinas de una manera dependiente de la dosis (Braggger, 1982).
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Fig 5. Anomalias en células metafasicas de células de méduda ose de raton.
Poliploidias: a) segundo ciclo de division (no incluidas en el conteo de AC);
b,c,d,e) poliploidias de primer ciclo de division. Poliploidia: la condicién en la cual
una célula u organismo normalmente diploide adquiere uno o mas conjuntos adicionales
de cromosomas. La poliploidia surge como resultado de la no disyuncién total de los
cromosomas durante la mitosis o la meiosis (Francesoc, 1989; Soltis & Soltis1999).

En este estudio sélo hubieron dos dosis, Alta 1(243mg/kg) y Alta 2 (291,6mg/kg)
las cuales mostraron un aumento significativo de alteraciones cromosémicas
respecto al CN (Tabla 5 y 6), se estima que el herbicida FINALE, tiene
propiedades genotoxicas en células de médula 6sea, entre el rango de las dosis
previamente mencionadas, obteniendo en conclusion un rango de dosis efectiva,
del herbicida FINALE para alteraciones cromosomicas (Gréfico 6), ya que a mayor
dosis/ Alta 3 y MaxT no hubo efecto genotdxico significativo con respecto al CN, y
tampoco en dosis inferiores como baja y media (Tabla 5, Grafico 3a), por tanto,
en dosis particulares y determinados tipos de células, como las espermaticas
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tempranas y espermatozoides maduros de ratén (Gonzélez et al., 2018), y en este
caso, ceélulas de médula Osea de raton; este compuesto tiene potencial
genotoxico. No obstante, en condiciones adecuadas y medidas de seguridad
recomendadas, este herbicida no representa un peligro para la poblacion humana
(Ebert et al., 1990; Hack et al; Schulte-Hermann et al., 2006).

MAX T -388,8mg/kg

ALTA 3 - 340,2 mg/kg

ALTA 2 -291,6mg/kg

ALTA 1 -243mg/kg

MEDIA - 194,4 mg/kg

Tratamiento

BAJA -97,2 mg/kg

CP - 5mg/kg

CN --

o
(2}

10 15 20 25 30

N° de Anomalias

Poliploidias OGaps .Rupturas 0

Gréfico 5. Proporcion de tipo de anomalias segun la dosis suministrada.
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Grafico 6. Curva dosis-efectiva en genotoxicidad para alteraciones cromosomicas,

8.3 Citotoxicidad

Los datos observados en citotoxicidad mostraron diferencias significativas en los
tratamientos bajo (97,2mg/kg), medio (194,4mg/kg), Alta 1 (243mg/kg), Alta 2
(291,6mg/kg), Alta 3 (240,2mg/kg), MaxT (388,8mg/kg) y CP/ciclofosfamida
(5mg/kg), con respecto al Control negativo (CN), con un i.c. <0,0001 (Tabla 7,
Grafico 7); en el cual se estima que el herbicida FINALE tiene propiedades

——ALC

/\

P:0,0147 —
0,0039
Dosis

Genotoxica

Bajz

Media

Altal Alta2
TTO

Alta3

con respecto a valores significativos.

AC: alteraciones cromosoémicas
N°AC: nimero de alteraciones cromosémicas
TTO: tratamiento

citotoxicas, en las células de la médula 6sea.

Tabla 7. Comparaciones con diferencias significativas en términos de

citotoxicidad.

MaxT

Tratamientos vs CN P-valor
CN-Alta 1 <0.0001
CN-Alta 2 <0.0001
CN-Alta 3 <0.0001
CN-Baja <0.0001
CN-CP <0.0001
CN-MaxT <0.0001
CN-Media <0.0001

CN: control negativo

CP: control positivo
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La relacién entre las dosis suministradas por FINALE y el indice mitotico (IM) es
marcada; donde hubo una disminucién o dafio celular considerable en todas las
dosis respecto al CN (Tabla 5, grafico 7), estimando que el herbicida FINALE es
citotoxico para células de médula O6sea de raton. La evaluacion citotoxica de
compuestos relacionados con el GLA ha sido reportada en varios estudios, en
diferentes tipos de células, iniciando con Ebert et al., 1990 donde reporta que el
GLA no es citotoxico para células hepaticas, sin embargo, Watanabe et al., 1997
reportd que la exposicion por GLA induce apoptosis en el neuroepitelio de los
embriones y Herzine et al., 2016 demostré que la exposicion perinatal a dosis
bajas de GLA induce alteraciones en la proliferacion de neuroblastos. Cabe
resaltar que este estudio es el primero en reportar citotoxicidad con la mezcla
comercial FINALE, considerando la posible accion de los componentes que
conlleva.
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Gréfico 7. Efecto de las diferentes dosis de FINALE sobre las células de médula
O0sea de raton. a. Promedio de células en divisiéon de un total de 2000 células
contadas. Las barras representan el intervalo de confianza del 95%. b.
Comparacion del promedio de minimos cuadrados obtenido con el paguete
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Ismeans. Todas las dosis con respecto al control negativo, dieron valores
significativos (tabla 7).

En conclusion, en esta investigacion se reporta por primera vez La DL50 del
herbicida FINALE, el cual, en términos de toxicidad aguda y sintomatologia mostro
similaridad a lo reportado para el compuesto activo, en este caso, GLA (ambos
ubicados en la categoria toxicologica de ligeramente peligroso de acuerdo a los
rango establecidos por la OMS), sin embargo; la DL50 del GLA tiende a ser
ligeramente mas toxico que la mezcla comercial; en contraste se ha demostrado
atribuciones téxicas con respecto a efectos cardiovasculares al tensioactivo
anidnico, polioxietileno alquil éter sulfato de sodio (AES/tensiactivo del herbicida
FINALE), en lo cual es claro que los componentes de la mezcla comercial tienen
su participacion en los efectos toxicos, por ende se requieren mas estudios para
poder determinar los componentes exactos que estan influyendo en un posible
efecto de los herbicidas que contengan GLA.

El herbicida FINALE tiene propiedades genotoxicas en un rango de dosis
especifico (dosis efectiva), no obstante, requiere de mas investigacion en este
aspecto, ademas a nivel celular mostrd tener efectos citotoxicos significativos en
todas las dosis problema respecto al control negativo; de igual manera se
concluye que bajo uso recomendado no representa un peligro para las personas.
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9. CONCLUSION

Se establece por primera vez la dosis letal cincuenta (DL50) para la mezcla
comercial FINALE en ratones Albino suizo de la cepa ICR, con un valor de
486mg/kg de peso corporal de raton. Donde se estima que con respecto al
compuesto activo, en toxicidad aguda, tienen propiedades similares.

Los sintomas toxicos del herbicida FINALE, coinciden con los reportados para el
compuesto activo GLA, sin embargo se estima mas investigacion para determinar
el rol de los tensio-activos presentes en la mezcla.

El herbicida FINALE mostro tener propiedades citotoxicas en células de médula
Osea de raton en todas las dosis experimentales, comparado con el control
negativo, siendo este el primer reporte in vivo con la mezcla comercial FINALE.

El herbicida FINALE mostro tener un rango de dosis efectiva para genotoxicidad,
en las dosis Alta 1; 243/kg y Alta 2; 291,6mg/kg en alteraciones cromosomicas,
particularmente para rupturas y gaps. Estimando que se requiere de mas
investigacion de la posible propiedad genotoxica de este herbicida.
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10. RECOMENDACIONES

La investigacion de productos con funcién pesticida debe ser continua, ya que dia
a dia la sociedad y el medio ambiente esta siendo expuesto a nuevos quimicos, y
por ende adquiriendo mayor susceptibilidad y vulnerabilidad, siendo cada vez mas
propensos a afeccion en la salud.

Se propone investigar el componente exacto que induce la citotoxicidad en células
de médula 6sea, y definir si los componentes a parte del compuesto activo (GLA)
estan influyendo en este efecto.

Se sugiere investigar los diferentes mecanismos que estan conllevando a
alteraciones cromosodmicas y al dafio celular, empezando con la técnica el cometa,
para poder ratificar los dafios primarios del ADN mas reiterantes y contextualizar
un posible mecanismo/causante.

Otra opcion seria utilizar la técnica Microarray basada en hibridacion gendmica
comparada (aCGH), la cual es una alternativa pertinente que podria detectar
multiples anomalias relacionadas a efectos teratogénicos y dafos relacionados
con enfermedades como el cancer.
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ANEXOS

Anexo |. Cuadro de registro signos de toxicidad por efecto de FINALE, evaluado
en raton durante procedimiento de dI50

SIGNOS PRESENCIA_ RaTON AR 4 ALk 4 L ALJE 3 E ARk 4
(+) AUSENCIA(-)  [TIEMPO 2 horas 4 horas 6horas 24 horas
Silorrea

Piloereccion
Sudoracion general
Somnolencia
Priapismo

Taguipnea

Disnea

Cianosis
Pérdida del equilibrio
Tremor

Convulsiones

Lacrimacion
Aumento de excrecion
Alopesia
Epistaxis
Muerte
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