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RESUMEN

La falta de aspersiones aéreas con glifosato para erradicar cultivos de uso ilicito a
nivel nacional, ha llevado al gobierno Colombiano a plantear el glufosinato de
amonio (GLA), componente activo del plaguicida Finale, como nuevo quimico el
cual lograria minimizar estos cultivos y no causaria los mismo efectos adversos que
el glifosato. Los departamentos de Narifio, Cauca, Putumayo y Caqueta son zonas
con mayor densidad de cultivos y por ende focos donde la poblacion estaria
expuesta a potenciales propiedades genotdxicas teniendo en cuenta el futuro uso
masivo del plaguicida Finale. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el
efecto toxico, citotoxico y genotdxico del plaguicida Finale sobre un modelo in vivo
en sangre periférica de ratén Albino suizo con el fin de establecer si existe un
efecto negativo que impacte sobre la salud de la personas expuestas.

Para el desarrollo del trabajo se determind experimentalmente la Dosis Letal 50
definiendo la toxicidad aguda del plaguicida Finale, posteriormente se organizaron
grupos de 8 ratones a los cuales se les administro diferentes dosis del plaguicida
(97, 194, 243, 291, 340 y 389 mg/kg) con el fin de evaluar los efectos citotoxicos y
genotoéxicos. Se utilizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y pruebas
post hoc de U Mann-Whitney y se realizo el analisis estadistico en el programa
SPSS 22.0 para Windows. En las muestras tomadas se detecto la disminucion en
la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) y el aumento en la frecuencia de
micronucleos (MN) inducidos por las dosis del plaguicida Finale por lo que se
determind el plaguicida presenta propiedades genotoxicas.

Palabras Clave: Herbicida, cultivos de uso ilicito, Colombia, efectos adversos,
micronucleos, raton.

12



INTRODUCCION

La introduccion de cultivos de uso ilicito produjo un aumento significativo a nivel
mundial en el uso de diversos plaguicidas. En Colombia la siembra de coca,
marihuana y amapola se ha incrementado a 209 mil hectareas en el 2017 (UNODC,
2018), y el gobierno para erradicar estos cultivos ha usado por muchos afios
aspersiones aéreas con glifosato. Actualmente, por sus efectos nocivos para la
salud se ha propuesto reemplazar el polémico glifosato por glufosinato de amonio,
componente activo del plaguicida con nombre comercial Finale. Finale es un
herbicida no selectivo, de contacto y de amplio espectro usado para el control post-
emergente de malezas anuales y perennes en ambientes agricolas, forestales y
paisajisticos (Crop Science Colombia, 2017).

La existencia de posibles efectos toxicos, citotoxicos, genotdxicos y carcinogénicos
por la exposicibn humana al plaguicida Finale no han sido lo suficiente
documentados en la literatura cientifica y es aun tema de controversia, por otro
lado los estudios sobre su componente activo (GLA) han arrojado resultados aun
no concluyentes. La Agencia de Proteccion Ambiental de los EE.UU. (EPA), el Draft
Assessment Report (DAR) y el Comité FAO/OMS sobre residuos de plaguicidas
(JMPR) identificaron que el glufosinato de amonio no es mutagénico ni genotoxico
(EPA, 2003; KEMI, 2002; Wolterink et al., 2012). Sin embargo, varias
investigaciones independientes empleando plaguicidas que contienen este
compuesto activo demuestran efectos toxicos en células neuronales, efectos
hormonales y enzimaticos en la inhibicion de la enzima glutamina sintetasa y
efectos genotoxicos como la induccidn de microndcleos en renacuajos
(Lajmanovich et al., 2014; Mao et al., 2011; Watanabe, 1997; Watanabe and Sano,
1998). Luego de realizar una revision de literatura cientifica encontramos que es
escasa la informacién disponible sobre los posibles efectos de la exposicion al
plaguicida Finale que puede causar dafios en los seres vivos afectando por
ejemplo, la integridad del ADN.

Motivados por la polémica y la brecha en el conocimiento es prioritario para el pais
y para el Grupo de Investigacion en Toxicologia Genética y Citogenética realizar
estudios en sistemas bioldgicos que permitan comprender los posibles efectos del
plaguicida Finale dado su componente activo (GLA) y en consecuencia el objetivo
de este estudio fue evaluar in vivo el efecto téxico, citotdxico y genotoxico del
plaguicida Finale, mediante la prueba de microndcleos en eritrocitos de sangre
periférica de ratdon Albino suizo. A los ratones se les administr6 seis dosis
subletales (97, 194, 243, 291, 340 y 389 mg/kg) del plaguicida Finale, se evaluaron
la frecuencia EPC y de MN y se compararon con el grupo control negativo. Los
resultados indican que el plaguicida Finale presenta propiedades citotdxicas
afectando el ciclo celular evidenciando reduccion de EPC vy propiedades
genotdxicas incrementando la frecuencia de MN a medida que aumenta la dosis
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por lo que se puede determinar que existe riesgo potencial en el desarrollo de
enfermedades constituyendo este trabajo como una forma efectiva de poder hacer
prevencion temprana de los problemas de salud mediante la toma de decisiones y
acciones tendientes a la reduccion y eliminacion de los riesgos.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion, transporte, venta y consumo ilegal de cultivos de uso ilicito se
comercializan de manera informal en muchos paises y en especial en paises de
Latinoamérica, siendo segun el Instituto Latinoamericano de Investigaciones
Sociales - ILDIS, (2006) un fendmeno internacional, que mueve entre el 20 y el
30% de la economia mundial, motivo por el cual hay un gran interés por parte de
los gobernantes de plantear programas de control y erradicacion de los mismos y
generar alternativas licitas de desarrollo. Plantaciones como coca, marihuana y
amapola pueden segun su transformacion quimica, originar problemas como el
narcotrafico y de ahi que se usen gran cantidad de herbicidas para controlar estos
cultivos. El uso de herbicidas es cada vez mayor en todo el mundo. El valor del
mercado de herbicidas a nivel mundial crecio un 39% entre 2002 y 2011 y se prevé
crezca en un 11% adicional en 2018 (Gianessi, 2016). Adicionalmente, el bienestar
de la poblacibn humana expuesta se encuentra afectado presentando problemas
de salud como la obstruccion pulmonar cronica (Boschetto et al., 2013), anomalias
congénitas (Wigle et al., 2014), numerosos tipos de cancer, incluidos pulmon, piel,
higado, rifidn, prostata, médula 6sea y vejiga (Clapp et al., 2008; Henry et al., 2002;
Irigaray et al., 2011) e intoxicaciones (Presgrave et al., 2016) como efecto adverso
del creciente uso de herbicidas, efecto que de no ser debidamente controlado
puede acrecentar los indices de problemas de salud publica. Se estima que la
carga de enfermedad atribuida a exposicion ambiental y manejo de ciertas
sustancias quimicas asciende a 4.9 millones de muertes (8,3% de la carga global
de enfermedad) y 86 millones de afios de vida ajustados por discapacidad (AVAD)
(5,7% del total); adicionalmente los plaguicidas involucrados en las intoxicaciones
contribuyen con 375.000 muertes anuales (Priss-Ustin, A., 2016). Segun el
Sistema de Vigilancia de Eventos en Salud Publica-Sivigila, durante los afios 2010,
2011, 2012 y 2013 se notificaron 23.844, 27.126, 27.242 y 28.266 casos de
intoxicaciones por sustancias quimicas (plaguicidas, medicamentos, metanol,
metales pesados, solventes, gases y otras sustancias quimicas). Para el 2014, se
notificaron 32.814 de los cuales el 28,67% corresponde a intoxicaciones por
plaguicidas (Instituto Nacional de Salud, 2016).

En Colombia, el informe publicado por la Oficina de las Naciones Unidas contra
la Droga y el Delito (UNODC) y el Ministerio del Interior y de Justicia, indica que el
pais pasé de tener un total de 146 mil hectareas sembradas con cultivos de uso
ilicito en el 2016, a 209 mil en el 2017 siendo actualmente los departamentos del
sur de pais (Narifio, Cauca, Putumayo y Caqueta) los focos de mayor densidad de
cultivos (73%) (UNODC, 2018). Anexo a esta situacion, en las Ultimas décadas en
las aspersiones contra los cultivos de uso ilicitos se ha usado glifosato, herbicida
no selectivo de amplio espectro. Para el afio 2015, el Consejo Nacional de
Estupefacientes anuncié la suspension de estas aspersiones a causa del efecto
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negativo que esta sustancia ejerce sobre la salud humana, sin embargo, el
gobierno Colombiano motivado por reanudar las aspersiones aéreas contra los
cultivos de uso ilicito ha propuesto reemplazar el polémico glifosato por el
glufosinato de amonio, componente activo del plaguicida Finale. En el caso de este
plaguicida existe poca evidencia de la dosis letal 50 encontrando reportes en ratas
(Bayer, 2014, 2002, 2012); ademas de efectos citotoxicos en células del
neuroepitelio y del sistema inmune (Fujii et al., 1996; Voccia et al., 1999) y efectos
genotoxicos en eritrocitos micronucleados de renacuajos (Lajmanovich et al.,
2014). Conocedores de esta situacion, se realizd el presente estudio para dar
respuesta a la pregunta ¢Cual es el efecto tdxico, citotdéxico y genotéxico del
plaguicida Finale sobre un modelo in vivo en sangre periférica de raton Albino
suizo?, esto con el fin de obtener y compartir informacion detallada, actualizada y
confiable que permita extrapolar los datos a humanos y que motiven al disefio de
nuevos estudios y oriente en la ejecucion de politicas y estrategias de prevencion
temprana de desarrollo de problemas de salud.
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2. JUSTIFICACION

El uso masivo de plaguicidas a nivel mundial es un problema preocupante que
afecta la salud publica. Estos han sido ampliamente usados en el mundo entero a
pesar que perjudican el medio ambiente y sus diferentes formas de vida. Colombia,
pais en desarrollo, cuyo principal ingreso econémico es la agricultura, usa
plaguicidas para cultivos agricolas y en forma extensiva usaba glifosato para
erradicacion de cultivos de uso ilicito. La Policia Nacional ha realizado pruebas
piloto con GLA, componente activo del plaguicida Finale, con el cual podria
reanudarse la fumigacion aérea de cultivos de uso ilicitos. Es de interés estudiar el
plaguicida Finale porque existen pocos estudios (Gonzalez Calixto et al., 2018;
Lajmanovich et al., 2014) que relacionan plaguicidas que contienen GLA con
efectos mutagénicos siendo este estudio una herramienta util para estimar el riesgo
de genotoxicidad, y con ello posibles enfermedades.

Los plaguicidas como Finale, asi como otros plaguicidas organofosforados estan
relacionados con la inhibicion de la actividad de enzimas que interaccionan en el
sistema nervioso central, por lo tanto, la mayor parte de los estudios estan dirigidos
a evaluar los efectos neurotdxicos que usualmente estos provocan a dosis agudas
(Fabian et al., 2011; Watanabe and Sano, 1998) mientras que los dafios a nivel
genético no han sido estudiados con la misma intensidad, dejando un sin namero
de probabilidades de alteraciones en la salud de las personas que podrian ser
prevenidas con informacion relacionada al acido desoxirribonucleico (ADN).

Es pertinente para Colombia y especialmente para el departamento del Cauca
realizar estudios sobre los efectos del Finale debido a que el Cauca es uno de los 4
departamentos con mayor numero de hectareas de cultivos de uso ilicito (UNODC,
2018) donde se presentaria la posible futura aspersion aérea con el plaguicida
Finale y en donde se desconoce en realidad a que riesgos se enfrenta la poblacion
expuesta.

Los pruebas citogenéticos como micronucleos (MN), alteraciones cromosdmicas
(AC) e intercambio de cromatidas hermanas (ICH) son importantes biomarcadores
gue permiten detectar y relacionar dafios en el ADN respecto a una determinada
exposicion y de esta manera aplicar estrategias direccionadas a la prevencion
temprana de enfermedades por medio de la generacion de datos confiables en
funcién de la retroalimentacion cientifica a nivel nacional y mundial, conforme a un
contexto de bienestar social en pro de la salud de las personas que posiblemente
tendran algun tipo de exposicion al plaguicida Finale.

La novedad cientifica se sustenta en la generacién de nuevo conocimiento a partir
de técnicas cientificas como la prueba de micronlcleos que permita la futura
concientizacién de la poblacion expuesta y la capacitacion para educar a las
personas involucradas en el uso del plaguicida Finale. También dar a conocer los
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efectos producido por la exposicion toxica aguda, para que las poblaciones
vulnerables y en riesgo tengan estrategias de prevencion temprana de
enfermedades y un mejor diagnéstico y tratamiento de las intoxicaciones. Es
importante la socializacién, divulgacion y difusion de esta informacién y brindarla a
la comunidad cientifica, a las entidades de salud publica y a la poblacion en general
ademéas de motivar al disefio y ejecucién de programas educativos de vigilancia
epidemioldgica y a la intervencion y prevencion oportuna de los riesgos de salud,
para una mejor calidad de vida de las poblaciones expuestas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto téxico, citotoxico y genotoxico del plaguicida Finale (Glufosinato
de amonio) en eritrocitos de sangre periférica de ratén Albino suizo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar el efecto téxico del plaguicida Finale mediante la prueba de la
Dosis Letal 50 (LD50) en ratones Albino suizo.

e Determinar el efecto citotoxico del plaguicida Finale mediante la
cuantificacion de eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocromaticos de

sangre periférica de raton Albino suizo.

e Evaluar el efecto genotoxico del Finale mediante la prueba de microndcleos
en eritrocitos de sangre periférica de raton Albino suizo.
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4. MARCO TEORICO

4.1 CONTROL DE PLAGUICIDAS QUIMICOS EN COLOMBIA

Durante el proceso y control de un producto quimico para uso agricola, se siguen
directrices internacionales en cuanto a desarrollo y evaluacion de riesgos,
orientados en los criterios para el registro de plaguicidas por la organizacion de las
naciones unidas para la agricultura y la alimentacién (FAO) vy el manual técnico
andino para el registro y control de plaguicidas quimicos de uso agricola para su
aplicacion en los paises miembros de la comunidad andina. Estos estudian
detenidamente el destino y comportamiento tanto de los compuestos activos como
los demas componentes de los plaguicidas quimicos de uso agricola.

Segun el manual técnico andino para el registro y control de plaguicidas quimicos
de uso agricola la evaluacion, clasificacion y control del riesgo ambiental de los
plaguicidas quimicos se hace con base en la informacion de los estudios
presentados para el ingrediente activo grado técnico (TC) de la formulacion.
Cuando la autoridad nacional competente (ministerio de agricultura y desarrollo
rural, a través del instituto colombiano agropecuario) lo requiera, con la informacion
de los estudios realizados con el producto formulado (PF). La clasificacion
toxicoldgica de los plaguicidas quimicos se hace con base a la informacion de los
estudios de toxicologia aguda del PF (DL50 oral, dermal, e inhalatoria) y la
evaluacion toxicolégica del producto quimico con los estudios del ingrediente activo
y del producto formulado, segun corresponda. Se exigen estudios de
mutagenicidad para los plaguicidas quimicos cuando existe un riesgo potencial de
exposicion, tomando como criterio selectivo que toda respuesta positiva "in vitro"
debe ser confirmada con una prueba "in vivo". (Comunidad Andina, 2002).

Las metodologias mas recomendadas son: ensayo de mutaciones reversas en
Salmonella typhimurium, ensayo letal recesivo ligado al sexo en Drosophila, test de
micronucleos, ensayos citogenéticos de células germinales de mamiferos y ensayo
de intercambio de cromatides hermanas (Comunidad Andina, 2002; OECD, 2014)

4.2 LOS HERBICIDAS

Los herbicidas son productos quimicos que se utilizan para inhibir o interrumpir el
desarrollo de plantas indeseadas, en terrenos que han sido o van a ser cultivados.
Existen varias formas de clasificar los herbicidas, teniendo en cuenta sus
propiedades quimicas y su modo de accién (FAO, 2012).

Los herbicidas se pueden aplicar al follaje o al suelo. Los que se aplican al follaje y
afectan solamente la parte tratada se describen como herbicidas de contacto,
mientras que aquellos que se trasladan del follaje tratado hacia un punto de accion
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en otro lugar de la planta se denominan herbicidas sistémicos (FAO, 2012). Los
herbicidas de aplicacién al suelo que generalmente afectan la germinacion de las
malezas, tienen que persistir por algin tiempo para ser efectivos y se denominan
herbicidas residuales. Algunos herbicidas residuales tienen accion de contacto y
afectan las raices y los tallos en la medida en que emergen de la semilla, mientras
gue otros entran en la raiz y las partes subterraneas de la planta y se translocan a
su punto de accién (Humburg et al., 1989). El destino y la persistencia del herbicida
en el suelo, su potencial para contaminar las aguas superficiales y subterraneas,
son de importancia clave en relacion con la fitotoxicicidad para los cultivos y la
calidad del agua de beber para la salud publica.

Tanto el tratamiento foliar como el tratamiento al suelo se describen en funcién del
momento de aplicacion y del desarrollo del cultivo encontrando tratamientos de pre-
plantacién, los cuales se aplican antes de la plantacion del cultivo, tratamientos de
pre-plantacion incorporada que se refieren solamente a herbicidas activos en el
suelo, aplicados antes de la plantacion del cultivo y de la emergencia de las
malezas e incorporados al suelo mediante labranza poco profunda, tratamientos de
pre-emergencia que se realizan siempre antes de la emergencia de las malezas y
gue pueden o no ser antes de la emergencia del cultivo y tratamientos de post-
emergencia que se aplican después que el cultivo y las malezas han emergido
(Crop Science Department and North Carolina State University, 2007)

4.3 FINALE

Finale, es un herbicida de amplio espectro que pertenece al grupo quimico
fosfonico y registrado por la comparfiia Bayer S. A. con el nombre comercial Finale,
formulado como concentrado soluble, que penetra a través de los tejidos verdes de
las plantas susceptibles, donde actia sobre la biosintesis de glutamina. (Crop
Science Colombia, 2017).

4.3.1 Informacién del componente activo del plaguicida Finale
Nombre Comun: GLUFOSINATO DE AMONIO

Nombre Quimico: amonio-(2RS)-2-amino-4-(metilfosfinato) acido butirico
Formula Empirica: CsHisN204P

Grupo Quimico: Acido fosfinico.

NUmero de CAS: 77182-82-2
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Formula Estructural:

—P CH

MNH,+
NH, 4
Figura 1. Formula Estructural Glufosinato de Amonio. Fuente: Department of Agriculture,
Fisheries and Forestry, Canberra, Australia, 2015.

4.3.2. Modo y mecanismo de accion del plaguicida Finale: Finale es un
herbicida foliar post-emergente, de contacto, ligeramente sistémico, que es
absorbido principalmente por las hojas y en menor concentracion por la parte verde
de los tallos. La movilidad en la planta depende del estado hidrico de la misma, es
mas movil en gramineas que en hojas anchas. Finale promueve una inhibicién
indirecta de la fotosintesis, inhibe la enzima cloroplastica glutamino sintetasa
involucrada en la asimilacion de amonio y la produccion del aminoacido glutamina.
La acumulacion de amonio causa un rapido desacoplamiento de la fotofosforilacion,
asi como inhibicion de la fijacion fotosintética de carbono y disrupcion de la sintesis
de aminoacidos (Crop Science Colombia, 2017). Es clasificado por la Herbicide
Resistance Action and Committee, (2017) como un herbicida del grupo H, inhibidor
de la sintesis de glutamina.

4.4 ERITROPOYESIS EN RATONES

En roedores el proceso de produccion, proliferacién y maduracion de eritrocitos
inicia con las unidades formadoras de blastos eritroides que se originan de una
célula tronco hematopoyética. La célula de la serie roja mas joven identificable por
sus caracteristicas morfolégicas, en la médula 6sea es el pre-eritroblasto, que
madura a normoblasto, el cual pasa por tres estadios de maduracion, el
normoblasto basdfilo, el PCE y el eritrocito normocromatico (ENC)

El normoblasto ortocromatico, 5 horas después de la dltima mitosis, expulsa su
nacleo; proceso que incluye aproximacion a la periferia y finalmente aislamiento y
liberacion del mismo. Los normoblastos pierden su nucleo al pasar de la médula
Osea al torrente circulatorio, debido a que los poros entre las células endoteliales
de los sinusoides medulares, tienen un didmetro menor que el ndcleo del
normoblasto por lo que al atravesar dichos poros, la membrana y el citoplasma, que
son deformables, pasan facilmente; pero el ndcleo queda atrapado. El nucleo
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expulsado queda en la médula y es fagocitado por los macréfagos del estroma
medular. ElI normoblasto ortocromatico, al perder su nucleo, se convierte en
reticulocito (PCE), que es el eritrocito joven que sale a la circulacion. Los PCE
contindan su ciclo hasta convertirse en eritrocitos maduros (ENC) aumentando el
contenido de hemoglobina, por lo que el citoplasma se vuelve menos azul y se
torna mas rojo (Tae et al., 2009).

Durante la proliferacion, un determinado agente puede ser suministrado a los
roedores causando dafio cromosOmico ya sean fragmentos acéntricos o
cromosomas rezagados, los cuales no seran adheridos a las fibras del huso
mitotico y no se integraran a los nuacleos de las células hijas, formando
eventualmente MN. En los mamiferos, después que el normoblasto ortocromético
expulsa su nucleo para convertirse en eritrocito, el microndcleo permanece en el
citoplasma de los eritrocitos jovenes y es ahi cuando es posible visualizarlos tanto
en medula 6sea como en sangre periférica.

En la prueba de micronucleos la relacion EPC/ENC entre animales tratados con el
agente de ensayo y los animales del grupo control proporciona informacién sobre
citotoxicidad, mientras que la frecuencia de MN en EPC indica dafio genotéxico por
exposicion de forma aguda aumentando el dafio cromosémico observado en un
incremento de MN. (Krishna and Hayashi, 2000).

4.5 PRUEBAS BIOLOGICAS

45.1 Dosis Letal 50 como prueba para evaluar toxicidad: Determinar la
toxicidad de una sustancia es importante para poder establecer la cantidad de esa
sustancia a la que un organismo puede ser expuesto sin que se genere un efecto
adverso (Repetto and Kuhn, 2009). Algunos organismos tienen con pequefias
cantidades un efecto positivo sobre el cuerpo y se vuelven peligrosas cuando se
exponen en mayor concentracion. Los efectos toxicos son alteraciones nocivas de
la funcidn fisioldgica causados por agentes externos. La toxicidad es una propiedad
fisiol6égica que define la capacidad que tiene un producto quimico para causar dafio
0 producir lesién a un organismo vivo por medios que no son mecanicos; por lo
tanto, la toxicidad de un producto quimico depende del grado de exposicion a éste
ejerciendo sus acciones toxicas en forma sistematica, o bien, en el lugar de
contacto 0 en un sistema de 6rganos (Repetto, 2002).

Los estudios de toxicidad tienen como objetivo evaluar el riesgo global o peligro
potencial que un agente quimico puede ocasionar sobre la salud cuando es objeto
de exposiciones agudas o cronicas. La Dosis Letal 50 (DL50) determina la cantidad
en miligramos de un producto toxico que al ser administrado en una poblacion
experimental, en un periodo de tiempo, causa la muerte al 50% de la poblacion
expuesta. Siendo la dosis letal 50 dependiente del peso corporal del animal, los
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resultados se expresan en términos de miligramos de toxico por kilogramo en peso
del animal.

4.5.2 Pruebas para evaluar citotoxicidad: Las pruebas citotoxicas permiten
evaluar la capacidad de un agente quimico, fisico o biolégico para causar dafio a
nivel celular expresado en cambios en la morfologia, bloqueo de mecanismos de
reparacion celular o alterando la cinética del ciclo celular (Arencibia et al., 2013).
Dentro de estos se encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto,
metabolismo, sintesis y degradacion, liberacién de constituyentes celulares o
productos, regulacion idnica y division celular (Repetto, 2002). Para el analisis
citotoxico in vivo a nivel de eritropoyesis se tiene en cuenta la relacion EPC/ENC
contando el nimero de EPC en 1000 células totales con respecto al grupo control
negativo (agua) siendo esta la proporcion normal que sirve como punto de partida
para establecer que un incremento de EPC indica proliferacion celular y un
descenso indica inhibicion del ciclo celular.

4.5.3 Pruebas para evaluar genotoxicidad: Los pruebas genotoxicas son
importantes para detectar dafio a nivel de material genético ocasionado por
agentes fisicos, quimicos o biologicos que interactian con la molécula de ADN de
forma directa o indirecta e identificar potenciales agentes cancerigenos y
mutagénicos. Para comprobar la actividad genotoxica de un agente se usan varias
técnicas, como el test de Ames, reparacion de roturas de ADN, no disyuncion
cromosémica, alteraciones cromosomicas y micronucleos (OECD, 2014). La
prueba de microndcleos ha sido ampliamente utilizada para probar el efecto
genotéxico de muchos productos quimicos. Los micronucleos son facilmente
visualizados en muestras de eritrocitos y son un importante indicativo de
aberraciones cromosomicas (Flores and Yamaguchi, 2008). Para determinar el
dafio genotoxico in vivo del plaguicida Finale se tiene en cuenta la frecuencia de
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica.

4.5.4 Micronucleos como prueba para evaluar genotoxicidad: La prueba de
micronucleos fue relatada por primera vez en 1970 por Boller y Schmid vy
posteriormente fue usado por Heddle en 1977 (Evans HJ., 1997). El micronucleo es
un nucleo adicional, de menor tamafio, separado del nucleo principal de una célula
durante la division celular y estd compuesto por cromosomas enteros o por
fragmentos cromosdmicos que sobran de otros cromosomas terminada la mitosis y
son visibles facilmente al microscopio 6ptico (Fenech et al., 1999; Miller et al.,
1998). Los micronucleos son el resultado de los cambios estructurales espontaneos
0 experimentalmente inducidos en el cromosoma, o el aparato mitético, quedando
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por tanto excluidos de los nuevos nudcleos que son reformados en la
telofase.(Ramirez and Saldanha, 1998).

El ensayo de micronucleos en roedores esta incluido actualmente dentro de la
bateria de estudios toxicolégicos exigidos por las agencias reguladoras, tales como
la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo (OECD) y la agencia
estadounidense para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) (EPA, 1998; OECD,
2014, 2009) y es recomendada para los organismos reguladores de todo el mundo
para ser llevado a cabo como parte de la evaluacion de la seguridad de productos
qguimicos dada su significancia bioldgica (Krishna and Hayashi, 2000). Es
facilmente reproducible y brinda informacion clara, permitiendo registrar in vivo la
capacidad de las sustancias quimicas de inducir rupturas cromosémicas o interferir
la migracion de los cromosomas metafasicos durante la mitosis de células
somaticas, consolidandola como una técnica usada con éxito en los estudios de
biomonitoreo (Larmarcovai et al., 2008).

La técnica fue validada a nivel mundial en 1999, por el programa internacional de
micronucleos humanos (HUMN: Human MicroNucleus Project), con la participacion
de 42 laboratorios (aproximadamente 16500 persona de diferentes poblaciones del
mundo). La prueba de microndcleos se puede realizar en roedores analizando
eritrocitos de sangre periférica procedentes de la médula 6sea de mamiferos de
laboratorio que fueron expuestos por vias apropiadas, a una sustancia
determinada, estos eritrocitos han expulsado el nucleo principal en la etapa de
eritrocito ortocromatico mientras que el micronucleo, en caso de haberse formado
permanece en el citoplasma haciendo mas facil y rapida la identificacion de estos.
Para determinar dafios cromosémicos originados por exposicion aguda, se
analizaron los MN presentes en EPC que al aun contener acido ribonucleico (ARN),
tienen caracter basdfilo y se tifien de color morado o azul con el colorante Giemsa.
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5. ANTECEDENTES

En pruebas realizadas en laboratorio para evaluar la biotransformacion del
glufosinato de amonio, componente activo del plaguicida Finale, Stumpf (1993) y
Maas and Braun (1999) trataron grupos de ratas administrando una Unica dosis de
21 mg/kg y 20 mg/kg de GLA por via oral (gavage). Recogieron muestras de orina'y
heces y caracterizaron los metabolitos por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
(HPLC) estableciendo que el residuo predominante fue GLA y en menor proporcion
los metabolitos secundarios 2-hydroxy-4-methylphosphinico-butanoic acid (MHB) y
3-methylphosphinico-propionic acid (MPP) (8% MHB y < 1% MPP).

Estudios de toxicidad aguda reportan que el compuesto activo con ratones de la
cepa ICR cuyos tratamientos fueron administrados por via oral utilizando como
vehiculo solucion salina presentaron una DL50 de 436 mg/kg en machos y 464
mg/kg en hembras (E. Ebert, 1990; Inoue, 1982). El plaguicida Finale segun Bayer
(2012) reporta una dosis letal 50 oral en ratas hembras correspondiente a 1.730
mg/kg, mientras que los plaguicidas organofosforados Liberty y Basta cuyo
componente activo también es glufosinato de amonio presentan DL50 en ratas de
1.910 mg/kg y 2000 mg/kg respectivamente (Bayer, 2014, 2002).

Las pruebas de genotoxicidad evaluando GLA, componente activo del plaguicida
Finale en pruebas in vitro utilizando el biomarcador de aberraciones cromosomicas
en linfocitos humanos, mutaciones puntuales en Salmonella typhimurium vy
mutaciones genéticas en locus de ratones (Ballantyne, 2001; Cifone, 1985;
Mosesso, 1990), y pruebas in vivo como alteraciones cromosémicas en médula
O0sea de raton (Jung and Weigand, 1986) no evidenciaron dafio genotdxico en
ninguna de las pruebas anteriores mientras que Lajmanovich et al., (2014)
evaluando la frecuencia de eritrocitos micronucleados (EM) en sangre de
renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a tres concentraciones sub-letales
(3.75, 7.5 y 15 mg/l) de una formulacion comercial de GLA establecieron que se
induce un aumento en la frecuencia de EM dependiente de la concentracion. Se
resalta que los microndcleos son un biomarcador ampliamente utilizado en estudios
para determinar el riesgo genético asociado a la exposicidén a plaguicidas in vitro e
in vivo (Bolognesi et al., 2011).

Se han observado signos de neurotoxicidad en la mayoria de las especies de
animales que han sido expuestos a glufosinato de amonio por via oral incluyendo
sintomas como convulsiones, temblor y respiracion irregular en ratas (EPA., 1994a,
1994b), hiperactividad y agresividad en ratones (EPA., 1994c, 1994d) y tremor,
diarrea, y pérdida del equilibrio en perros (EPA., 1994e). Estudios de
neurotoxicidad describen varios casos de intoxicacion humana por ingestion
(suicida) de GLA observando sintomas como nauseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal, temblor, hipotonia, bradicardia o taquicardia, somnolencia, pérdida de la
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conciencia, convulsiones y paro respiratorio en un periodo de tiempo de 24 horas.
(Mao et al., 2011; Watanabe and Sano, 1998)

Los efectos del glufosinato de amonio en la reproduccion de ratas y ratones han
demostrado un aumento en la pérdida de la pre y post implantacion del feto, muerte
intrauterina de los animales, reabsorciones y abortos, partos prematuros y
disminucion del tamafio de la camada (KEMI, 2002) asociando la disminucion en el
numero de fetos perdidos con el aumento en las dosis (EPA., 1993). Los animales
gue nacen después de administrarle una dosis de 10 mg/kg a la madre en
gestacion mostraron bajo desarrollo del rifién y el uréter y retraso en la osificacion
esquelética (Watanabe T, 1996). El GLA afecta especificamente el neuroepitelio de
la vesicula cerebral y el tubo neural que conduce a la muerte de células
neuroepiteliales y produce deformidades causando el subdesarrollo del
prosencéfalo, labios hendidos, e inhibicion de la diferenciacion de las células del
mesencéfalo en ratas (Toshiaki Watanabe, 1997). Ademas las espermatidas
tempranas y los espermatozoides maduros son blancos de la exposicion a
glufosinato, ocasionando disminucion significativamente los parametros de calidad
espermatica e incremento en el porcentaje dafio al DNA (Gonzalez Calixto et al.,
2018).

Luego de hacer una revision en bases de datos como Science Direct, Ebsco, Jstor
y Web of Science, se evidencia que son pocos los estudios a nivel mundial
utilizando plaguicidas que contengan GLA, por lo que resulta de gran interés la
generacion de nuevas investigaciones, ademas entendiendo los vacios que aun se
encuentran en el conocimiento del dafio citogenético ocasionado por el plaguicida
Finale, el desarrollo del presente trabajo contribuye con la generacion de nuevo
conocimiento para la comunidad en general.
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6. MATERIALES Y METODOS

Este estudio de tipo experimental se realizd en las instalaciones del Grupo de
Investigacion en Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca.
Para cumplir los objetivos se ejecutaron protocolos teniendo en cuenta las buenas
practicas de laboratorio y todas las actividades se llevaron a cabo cumplieron las
normas de bioética y bioseguridad relacionadas con la experimentacién animal
segun lo establecido por el Comité de Etica para la Investigacion Cientifica de la
Universidad del Cauca mediante Aval N°13 del 4 de septiembre de 2017.

6.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones Albino suizo de la cepa ICR que fueron suministrados por la
Veterinaria de Colombia (VECOL) los cuales fueron de sexo masculino con edad
aproximada de 8 a 12 semanas. Los animales estuvieron en un periodo de
aclimatacion durante una semana, siendo distribuidos al azar en jaulas de aluminio
con sustrato viruta seca de madera. Cada raton y cada jaula fueron rotuladas y
estuvieron bajo temperatura ambiente (18 a 24°C) en condiciones de luz natural
(ciclos de luz y oscuridad (12:12)). Para su alimentacion se les proporciono
diariamente a la misma hora nutricubos para roedores (Rodent LabDiet cédigo:
5010) y acceso ad libitum a agua para todos los grupos experimentales. Todos los
dias se realizé un adecuado mantenimiento de limpieza.

6.2. QUIMICOS

6.2.1 Finale: Finale (Lot N° LB00010817) es un herbicida no selectivo, liquido y
concentrado soluble con registro de venta ICA N° 2550 y de categoria toxicologica
IV (Ligeramente téxico); formulado y distribuido por Bayer CropScience el cual se
adquirio en una division de Bayer S.A (Colombia). Finale fue vehiculizado en una
mezcla a partes iguales con agua de grifo para preparar una solucion de trabajo la
cual se le administro una sola vez por via oral (gavage) a cada grupo experimental
en diferentes dosis que se expresan en mg/kg de peso de raton.

6.2.2 Ciclofosfamida: Ciclofosfamida (CP) (C-0768; Lot N° 87H0207), con férmula
empirica C;H15CI2N202P - H,0, se adquirié de Sigma-Aldrich Corporation. La CP
se disolvi6 en agua destilada para preparar una solucién de trabajo a una
concentracion de 50 mg/ml que se le administro a cada animal por via
intraperitoneal en una dosis de 0.01 ml/g de peso de ratén y se utilizé como control
positivo.
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6.3. DISENO EXPERIMENTAL

Se determiné la Dosis Letal 50 (DL50) conformando cuatro grupos experimentales
y un grupo control negativo, a cada uno de los cuales le fue asignado
aleatoriamente diez animales (ver tabla 1). A cada uno de los grupos
experimentales se les administro la misma dosis de Finale (en mg/kg), mientras
que a los del grupo control se les administro la solucion vehiculo (agua de grifo).
Las dosis de Finale que fueron asignadas a cada grupo fueron: 386 mg/kg al grupo
II, 436 mg/kg al grupo lll, 486 mg/kg al grupo IV y 536 mg/kg al grupo V. Estas
dosis fueron seleccionadas con base en ensayos preliminares y en la DL50
reportada en la literatura para el compuesto activo por E. Ebert (1990): 436 mg/kg
de peso corporal por via oral. Los datos obtenidos se analizaron mediante el
modelo estadistico Probit. El valor establecido indico que al administrarse mediante
ingesta esa dosis en una poblacion de ratones puede esperarse que se produzca la
muerte del 50% de los animales. Posteriormente se establecid la Dosis Maxima
Tolerada (DMT) calculada a partir del 80% de la DL50, la cual fue el punto de
referencia para establecer las otras dosis experimentales.

Tabla 1. Grupos de estudio DL50

Grupo N° animales  Dosis (mg/kg)
I (Control) 10 0
I 10 386
i 10 436
Vi 10 486
Vi 10 536

De acuerdo a la tabla 2, los ratones fueron marcados uno por uno y asegurando el
azar fueron distribuidos en grupos de estudio con el mismo nimero de ratones por
grupo. Se establecieron ocho grupos de estudio conformados de la siguiente
manera: un control negativo el cual también serd usado como disolvente del
plaguicida, seis grupos experimentales de ratones que seran tratados con
diferentes dosis de Finale y un grupo control positivo con ratones que seran
tratados con CP. El niumero de ratones por grupo de estudio fue de 7 ratones vy el
volumen de dosis que se le administrard a cada raton se calcul6 con base al peso
de cada animal.
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Tabla 2. Grupos de estudio citotoxicidad y genotoxicidad

GruPOS. de Tratamientos Dosis N° Ratones
estudio
Control negativo Agua - 7
Finale 20% de la DL50 7
Finale 40% de la DL50 7
Finale 50% de la DL50 7
Grupo Finale 60% de la DL50 7
experimental Finale 70% de la DL50 7
80% de la DL50 =
Finale Dosis Maxima 7
Tolerada (DMT)
Control positivo Ciclofosfamida - 7

6.4. DOSIS EXPERIMENTALES PARA LOS TRATAMIENTOS

Basados en los datos obtenidos de la Dosis Letal 50 (DL50) del plaguicida Finale

se establecieron seis dosis de la siguiente manera:

Dosis 1: Sera el 20% de la DL50
Dosis 2: Sera el 40% de la DL50
Dosis 3: Sera el 50% de la DL50
Dosis 4: Sera el 60% de la DL50
Dosis 5: Sera el 70% de la DL50

Dosis 6: Sera el 80% de la DL50 equivalente a la Dosis Maxima Tolerada

(DMT)

6.5. PRUEBA MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS DE SANGRE PERIFERICA

DE RATON

La prueba de micronucleos fue llevada a cabo de acuerdo al Manual de Pruebas

Citogenéticas y Letales Dominantes en ratdn escrita por Hoyos et al., (2002).

En la hora cero se administraron los tratamientos a cada uno de los ratones por via
oral (método gavage). A la hora 24 se le extrajo una pequefia muestra de sangre
periférica de la arteria ventral de la cola sobre un portaobjetos limpio y con un
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cubreobjetos se realiz6 un extendido lo més fino posible con el fin de obtener una
distribucion uniforme sobre toda la superficie de la placa. Se realiz6 una prefijacion
sumergiendo las placas en metanol puro por 10 minutos y se dejo secar al aire libre
por 24 horas. Posteriormente, en la fase de coloracion se sumergieron las placas
en metanol puro por 2 minutos y luego fueron pasadas al colorante Wright's filtrado
por 15 minutos. Luego las placas fueron lavadas con agua destilada por 2- 5
segundos y sumergidas en el colorante Giemsa 6% por 30 minutos. Finalmente las
placas se lavaron nuevamente dos veces con agua destilada y se dejaron secar al
aire libre por 24 horas antes de montar de forma permanente con Entellan.

6.6. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD

Para evaluar la toxicidad se determind experimentalmente la DL50 oral del
plaguicida Finale estableciendo la dosis del plaguicida que provoca la muerte del
50% de la poblacion de ratones (Munera et al., 2000; Randhawa, 2009).

Para los sintomas locales y sistémicos de intoxicacion producidos por el plaguicida
Finale se registraron por observacion directa durante el tiempo de determinacion de
la DL50.

6.7. DETERMINACION DE DANO CITOTOXICO

Para la evaluacion citotdéxica por exposicion aguda se registr0 el numero de
EPC/ENC en 1000 eritrocitos totales en los ratones controles y tratados (Hoyos et
al., 2002)

6.8. DETERMINACION DE DANO GENOTOXICO

Para la evaluacién genotoxica por exposicion aguda se registré el nimero de MN
en 1000 EPC (Hoyos et al., 2002)

6.9. ANALISIS ESTADISTICO

En el estudio se tuvieron en cuenta dos tipos de variables, la variable dependiente
(EPC/ENC, la frecuencia de MN y los signos locales y sistémicos de intoxicacion) y
la variable independiente (dosis del plaguicida).

Se realizé un disefio de blogues completos aleatorizados donde cada raton era
considerado como una unidad y cada jaula con ratones un bloque, para evitar
variables intragrupos, se colocaron el mismo numero de ratones por jaula (8
ratones) y fueron tomados al azar para la administracion del tratamiento. Para el
analisis estadistico, los datos fueron sometidos a pruebas de estadistica descriptiva
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como media y desviacion estandar, para determinar si los datos se ajustan a la
distribucion normal se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk. Se utilizaron pruebas no
paramétricas de Kruskall Wallis para comparar las medias del grupo de datos y
establecer si existia diferencia entre ellas y posteriormente pruebas post hoc de U
de Mann-Whitney para comparar las diferentes dosis con respecto al grupo control
negativo. En todos los casos, se trabajé con un p < 0,05. Para la realizacion del
analisis estadistico se utilizo el programa SPSS 22.0 para Windows.
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7. RESULTADOS

7.1 EFECTO TOXICO

7.1.1 Sintomas locales y sistémicos de intoxicacion durante el experimento
de DL50

Los animales fueron evaluados por observacion directa durante 24 horas para
detectar cualquier signo y sintoma de intoxicacion. La tabla 3 reporta el
comportamiento de los ratones ante el efecto téxico durante el tiempo de
observacion posterior a la administracién de las dosis del plaguicida Finale; en la
tabla se encuentran los signos de intoxicacion por plaguicidas mas conocidos, y el
porcentaje de animales afectados en cada dosis. Los sintomas de intoxicacion mas
frecuentes en todas las dosis fueron hipersensibilidad y pérdida del equilibrio, con
un porcentaje promedio del 92,5% y 52,5% respectivamente, algunos sintomas se
presentaron en menor proporcion como la somnolencia (30%), convulsiones
(27,5%) y aumento en la excrecion (21,2%), mientras que otros como la disnea
(26,8%), taquipnea (10%) y lacrimacién (5%) con bajos porcentajes solo se
observan a dosis altas.

Tabla 3. Sintomas locales y sistémicos de intoxicacién evaluados por observacion directa
en ratones Albino suizo durante las 24 horas de tratamiento con dosis de Finale.

Porcentaje de animales afectados

Signos de
intoxicacién 386 mg/kg 436 mg/kg 486 mg/kg 536 mg/kg
Hipersensibilidad 90,3 91,4 93,2 95,1
Perdida del Equilibrio 49,8 51,2 54 55
Somnolencia 20,5 33 28,5 38
Convulsiones 18 22 30 40
Aumento en Excrecidn 19,8 20,2 21,9 22,9
Tremor 15,7 17,9 19 22,2
Piloereccidn 10,8 12,5 12,5 14,2
Disnea 0 0 50,1 57,1
Taquipnea 0 0 15 25
Lacrimacion 0 0 10 10
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7.1.2 Dosis letal 50 (DL50)

Para establecer la Dosis Letal 50 del plaguicida Finale, se evaluaron cuatro dosis
experimentales (386, 436, 486 y 536 mg/kg) y se compararon con un grupo control
al cual se le administré agua; se utilizaron 50 ratones machos adultos en total
donde cada grupo estuvo conformado por 10 ratones asignados aleatoriamente y a
los cuales se les administr6 una dosis del plaguicida por gavaje. Se registré el
namero de individuos muertos en un periodo de 24 horas (a partir del momento de
la administracion del plaguicida).

Después de administrada la dosis de 386 mg/kg la letalidad fue de un individuo, en
la dosis de 436 mg/kg murieron dos, en la tercera (486 mg/kg) murio la mitad de la
poblacién y en la dosis de 536 mg/kg murieron 7 ratones. Se calcul6 el porcentaje
de mortalidad el cual se transforma a probit. Los valores probit (tabla 4) se trazan
contra las dosis logaritmicas calculadas y luego la dosis correspondiente a probit 5,
es decir el 50%; en el presente caso, el Log LD50 es 2,68 y por lo cual se
determina que LD50 = 486 mg / kg con un error estandar del 0,139 (figura 2). La
prueba de bondad de ajuste de Pearson da como resultado x*= 0,125 con 1 grado
de libertad y p = 0,024 indicando que hay concordancia entre las frecuencias
observadas y las esperadas.

Tabla 4. Mortalidad acumulada de ratones Albino suizo en 24 horas expuestos por via oral
(gavage) a diferentes dosis de Finale (Mortalidad expresada en porcentaje y en probits).

Grupo de Dosis Porcentaje
eS'[FL)JdiO (ma/kg) Log Dosis de Probits
99 mortalidad
| (Control) 0 0 0 -
1] 436 2,63 20 4,16
Y 486 2,68 50 5
Vv 536 2,72 70 5,52
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Figura 2. Diagrama logaritmo de la dosis vs Probits de la Tabla 4 para el célculo de LD50
del plaguicida Finale administrado por via oral. La linea roja representa la interpolacion del
50% correspondiente a la DL50.

7.2 DOSIS ADMINISTRADAS PARA LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS EN
ERITROCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Las dosis del Finale fueron administradas mediante una Unica dosis; en el tiempo
cero se administré por via oral (gavage) el plaguicida y 24 horas después se realizo
el muestreo de sangre periférica. Estas dosis fueron calculadas a partir de la Dosis
Letal 50 establecida (486 mg/kg) siendo la Dosis Maxima Tolerada — DMT el 80%
de la LD50 (389 mg/kg), otra el 70% (340 mg/kg), el 60% (292 mg/kg) y el 50%
(243 mg/kg), otra dosis el 40% (194 mg/kg) y una dosis del 20% (97 mg/kg).
Adicionalmente el control positivo (CP) se administré en dosis de 50 mg/kg segun
lo reportado en estudios in vivo anteriores.
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7.3 EFECTO CITOTOXICO

La disminucion en el porcentaje de los EPC sobre el nimero de células totales
(EPC + ENC) indica un efecto citotdxico, con respecto al grupo control negativo. En
la figura 3 se observa que los eritrocitos policromaticos (EPC) son eritrocitos
jovenes que contienen RNA y al ser basofilos tifien de azul o morado con el
colorante Giemsa mientras que los eritrocitos normocrométicos (ENC) son
eritrocitos maduros, que perdieron el RNA y ganaron hemoglobina, tornandose
acidofilo por lo que se tifien de rosado con el colorante Wrigth.

Figura 3. Eritrocitos de sangre periférica de ratén Albino suizo: eritrocitos policromaticos
(EPC) tefiidos de morado y eritrocitos normocromaticos (ENC) tefiidos de rosado.

Debido a que los datos de citotoxicidad obtenidos no se ajustaron a la distribucion
normal (Shapiro-Wilk: p < 0,05) se usaron pruebas no paramétricas de Kruskal-
Wallis y U de Mann-Whitney.

Se determina que existe una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,001) en
el nimero promedio de EPC/ENC en 1000 células totales (EPC + ENC) como
resultado de la prueba de Kruskal-Wallis.

Mediante la prueba de comparaciones U de Mann-Whitney (p < 0,05) y la

correlacién no paramétrica de Spearman (Rho = - 0.198 y p < 0,05) se concluye
que hay diferencia significativa en todos los tratamientos al compararlos con el
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grupo control negativo, evidenciando una tendencia a la disminucion de la
frecuencia de eritrocitos policromaticos en el conteo total de células. También se
observa que el efecto citotéxico es inversamente proporcional a la dosis, por lo que,
a dosis mas bajas mayor disminucion de los EPC y a dosis mas altas menor
disminucion de los EPC (figura 4).

En la tabla 5 se resume el numero promedio de EPC registrados al analizar la
sangre periférica de los ratones a las 24 horas después de administrado el
tratamiento a las dosis 97, 194, 243, 291, 340 y 389 mg/kg y los respectivos
controles (agua y CP) ademas de la desviacidén estandar para cada tratamiento asi
como la significancia determinada por la prueba post hoc de U de Mann-Whitney.

Tabla 5. Promedio de EPC/ENC en 1000 células totales obtenidos al evaluar las muestras
de sangre periférica de 7 ratones por tratamiento después de 24 horas desde la
administracion de la dosis.

Desviacioén

Tratamiento Media Ectandar p-valor?
Control negativo 44,86 0,378 )
(Agua)
97 mg/kg 32,43 2,225 0,0014 **
194 mg/kg 32,86 3,671 0,0014 **
243 mg/kg 34,43 2,440 0,0014 **
291 mg/kg 35,14 3,185 0,0014 **
340 mg/kg 35,57 2,370 0,0014 **
389 mg/kg 36,71 2,138 0,0014 **
Control positivo 30,71 0,488 0,0011 **

(Ciclofosfamida)

Media de EPC/ENC en 1000 células totales por cada tratamiento.
a = Prueba post hoc de U de Mann-Whitney

** = nivel de significancia p < 0,01 con respecto al grupo control negativo
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Figura 4. Promedio total de EPC/ENC + DS en 1000 células totales inducido por las dosis
en mg/kg de Finale durante 24 horas de tratamiento. El nivel de significancia p < 0,01 con
respecto al grupo control negativo se denota como **,

7.4 EFECTO GENOTOXICO

En la prueba de micronacleos la frecuencia de este biomarcador presentes en
1000 eritrocitos policromaticos por cada dosis con respecto al grupo control indica
genotoxicidad. En la figura 5 se observa un microndcleo en eritrocitos
policromaticos muestreados 24 horas después de administrado el tratamiento del
plaguicida.
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Figura 5. Eritrocito policromético micronucleado de sangre periférica de ratén Albino suizo.

Los datos obtenidos mediante la prueba de micronucleos no se ajustaron a una
distribucion normal (Shapiro-Wilk: p < 0,05), motivo por el cual, se inicio realizando
el andlisis estadistico mediante la aplicacion de pruebas no paramétricas de
Kruskal-Wallis para comparar tres 0 mas categorias.

El resultado de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis indica que existe una
diferencia estadisticamente significativa (p=0,007) en la frecuencia de MN/1000
PCE.

Mediante la prueba U de Mann-Whitney para comparar las dosis del plaguicida
respecto del control negativo se obtiene diferencia significativa (p < 0,05) ademas
de la correlacion no paramétrica de Spearman (Rho = 0.916 y p < 0,05) por lo cual
todas las dosis del plaguicida Finale presentan propiedades genotoxicas al igual
gue el control positivo (CP) el cual causa genotoxicidad en los eritrocitos de sangre
periférica de ratdbn. También se observa que a medida que se incrementa la dosis
del plaguicida el niumero promedio de micronlucleos aumenta siendo el efecto
genotoéxico directamente proporcional al aumento de la dosis.

La tabla 6 muestra el nimero promedio de microndcleos en 1000 EPC de sangre
periférica de raton a las 24 horas después de administrado el tratamiento a las
dosis 97, 194, 243, 291, 340 y 389 mg/kg de peso corporal y los controles positivo
y negativo, con sus respectivas desviaciones estandar para cada uno de los
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tratamientos asi como la significancia estadistica determinada mediante la prueba
de U de Mann-Whitney.

Tabla 6. Promedio de MN en 1000 PCE obtenidos al evaluar las muestras de sangre
periférica de 7 ratones por tratamiento después de 24 horas desde la administracion de la
dosis.

: . Desviacion a
Tratamiento Media Estandar p-valor
Control negativo 186 0,378 i
(Agua)

97 mgl/kg 2,71 0,488 0,0088 **
194 mg/kg 2,86 0,900 0,0251 *
243 mg/kg 2,86 0,690 0,0098 **
291 mg/kg 3,29 0,488 0,0011 **
340 mg/kg 3,57 0,976 0,0039 **
389 mg/kg 3,86 0,690 0,0012 **

Control positivo 457 0,535 0,0012 **

(Ciclofosfamida)

Media de MN/1000 PCE por cada tratamiento.

a = Prueba de U de Mann-Whitney

* = nivel de significancia p < 0,05 con respecto al grupo control negativo

** = nivel de significancia p < 0,01 con respecto al grupo control negativo
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Figura 6. Promedio total de MN / 1000 PCE + DS inducidos por las dosis de Finale 24
horas después de administrado el tratamiento. El nivel de significancia p < 0,05 con
respecto al grupo control negativo se denota como *. El nivel de significancia p < 0,01 con

respecto al grupo control negativo se denota como **,
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8. DISCUSION

Los plaguicidas, de uso extensivo en la agricultura, se utilizan en todo el mundo
para el control de plagas y de los vectores transmisores de enfermedades que
afectan el hombre y a los animales ocupando estos un importante lugar dentro de
las sustancias a las que el ser humano esta expuesto. Existen mas de 1500
principios activos que, en distintas mezclas y concentraciones, generan mas de
50000 productos registrados en el mundo como plaguicidas (Gianessi, 2016). Estos
a partir de los afios 70, aumentaron su produccidn y consumo, especialmente en
los paises productores de granos, acrecentandose los riesgos de efectos adversos
a largo plazo en la poblacion en general, en los trabajadores y en el ambiente
(Brunstein et al., 2009).

Como el uso desenfrenado de plaguicidas continla siendo causa de
contaminacion ambiental y poniendo en riesgo la vida del hombre, ademas el
glufosinato de amonio es uno de los plaguicidas mas utilizados debido a su accion
inhibitoria en la sintesis de glutamina en plantas (Logusch et al., 2011). El presente
estudio determino la LD50 del plaguicida Finale que corresponde a 486 mg/kg.
Entre las dosis evaluadas de 386 y 436 mg/kg mostraron algunos sintomas de
intoxicacion como hipersensibilidad en un 90,3% y 91,4% respectivamente,
perdida del equilibrio en un 49,8% y 51,2% y somnolencia en un 20,5% y 33%. Los
plaguicidas organofosforados producen toxicidad en las terminaciones nerviosas a
través de la fosforilacion de la zona esterasica de la enzima acetilcolinesterasa
formando una union estable, que si no se rompe mediante el tratamiento, se hace
irreversible, quedando la enzima inhabilitada para su funcién normal (Brown et al.,
2010). La pérdida de la funcidén enzimatica causa la acumulacion de acetilcolina en
las uniones colinérgicas neuroefectoras, en las uniones mioneurales del esqueleto
y los ganglios autonomos y en el sistema nervioso central (SNC) (Eddleston and
Hillips, 2004; Riviere, 2006). Los animales tratados con la dosis 486 y 536 mg/kg de
Finale mostraron también una tendencia muy similar en hipersensibilidad (93,2% y
95,1%) y perdida del equilibrio ( 54% y 55%) mientras que otros sintomas como la
disnea en un 50,1% y 57,1% respectivamente y convulsiones en un 30% y 40%
provocarian una mayor mortalidad como consecuencia de la dificultad respiratoria y
la contraccién y distension repetida y temblorosa de varios musculos de forma
brusca y sin control, ademas del incremento de la tasa de latidos del corazon.

La muerte después de la intoxicacion por el plaguicida durante el establecimiento
de la LD50 se debe a la accion sinérgica e interaccion global de los sintomas, ya
gue como menciona Mao et al., (2012) la ingestion del herbicida glufosinato de
amonio conduce a resultados clinicos graves; en casos severos la muerte como
resultado de una falla cardiovascular asi como del aumento en la frecuencia
respiratoria y posterior paro respiratorio (Petricevich, 2010); ademas disnea,
inconsciencia, temblor y convulsiones (Matsumura et al., 2001), lagrimeo,
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movimientos erraticos (Park et al., 2006), aumento en la sensibilidad, agresividad, y
letargo (Watanabe and Sano, 1998), todos estos observados en los ratones de este
estudio, por lo cual, esta interaccion produciria disfuncion multiorganica e
insuficiencia cardiovascular, hematoldgica, hepatica, neuroldgica, renal vy
respiratoria.

La DL50 del plaguicida Finale se determind mediante la representacion grafica de
probit frente a la dosis logaritmica a las 24 horas de administrados los tratamientos
por dosis aguda oral calculandose como 486 mg/kg (con 95% intervalo de
confianza) en el presente estudio; cabe resaltar que los trabajos experimentales
publicados sobre DL50 del plaguicida Finale en ratas son limitados (Bayer, 2012;
Crop Science Colombia, 2017) y no hay ningun trabajo experimental informando
sobre la DL50 del mismo usando ratones como biomodelo. Se contrasta con las
dosis reportadas para el componente activo en ratones, por Inoue, (1982) y E.
Ebert., (1990) las cuales son de 436 mg/kg en machos y 464 mg/kg en hembras,
ademas de Mayer and Weigand, (1991) quienes reportan LD50 de 431 mg/kg en
machos y 416 mg/kg en hembras.

Esta diferencia en las dosis reportadas se atribuye al uso de una mezcla comercial
compleja como lo es Finale y no a solo evaluar su compuesto activo, también a la
cepa de los ratones empleados (ICR y NMRI), a la susceptibilidad de estos al
plaguicida, ademas del uso de solucién salina, agua desionizada y agua de grifo
como solvente del plaguicida. También se debe tener en cuenta que los estudios
anteriores utilizaron ratones de aproximadamente 6 semanas con un peso
promedio de 22 gr, mientras que en el presente estudio, los ratones tratados tenian
una edad de 10 semanas con un peso promedio de 35 gr y ya habian alcanzado
una madurez sexual completa.

El uso de sistemas de mamiferos in vivo para evaluar el potencial genotoxico y
citotoxico de sustancias quimicas sospechosas ha aumentado dramaticamente
durante los ultimos afios. Este incremento se debe a la necesidad de corroborar
gue los sistemas de prueba in vitro no pueden imitar la totalidad de los procesos e
interacciones que ocurren en el animal vivo bajo condiciones de exposicion aguda
0 crénicas (Tennant et al., 1997). Entre las técnicas que se utilizan con mayor
frecuencia para evaluar el dafio genotoxico y citotoxico in vivo, estan las pruebas
de aberraciones cromosomicas, micronucleos, intercambios de cromatides
hermanas, cinética del ciclo celular e indice mitdtico (Tice and Ivett, 2005). Entre
las pruebas en células somaticas in vivo, la evaluacion de la frecuencia de
micronucleos en los eritrocitos de sangre periférica de ratones ofrece la
oportunidad de evaluar la dinamica de dafio genotoxico y citotoxico inducido en la
médula ésea bajo condiciones de exposicion aguda (MacGregor et al., 1980; Tice
and Ivett, 2005). Ademas esta prueba es especialmente relevante cuando se
requiere considerar factores como el metabolismo, la farmacocinética y los
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procesos de reparacion de ADN propios del organismo (Krishna and Hayashi,
2000) y si bien, dichos factores pueden variar segun la especie y el 6rgano blanco,
es pertinente recordar que los ratones comparten gran similitud con los humanos
es muchos aspectos, como el metabolismo de sustancias xenobidticas y procesos
de reparacion genética (Gomez et al., 2011) por lo que la ejecucién de esta prueba
in vivo es un valioso aporte en el conocimiento del comportamiento del plaguicida
en los organismos.

El uso de grupos control positivo y negativo es recomendado en todas las pruebas
de mutagenicidad. De acuerdo a Preston et al., (1987) el control positivo se
incluyen para establecer correctamente dafios genéticos y para determinar que la
prueba tenga los resultados esperados. Chorvatovicova and Sandula, (1995)
recomiendan el uso de CP en pruebas de micronucleos (MN) in vitro e in vivo. La
CP es un agente alquilante clastogéenico que induce gran variedad de cambios en
el DNA, esta no es genotdéxica por si misma, pero por procesos de
biotransformacion metabdlica se convierte en un conjunto de metabolitos con
complejas funciones oxidasas las cuales atacan la molécula de DNA y otras
biomoléculas (Anderson et al., 1995). Como se observa en las figuras 4 y 6, la CP
es altamente genotoxica y citotoxica difiriendo significativamente del grupo control
negativo, lo que corrobora su efecto y valida la sensibilidad del disefio
experimental empleado. En este estudio se usé agua como control negativo, por
ser altamente afin con los tejidos animales, por otro lado no hay informacién que
demuestre que esta tenga un efecto directo o indirecto sobre la molécula de DNA
por lo cual la convierte en una opciéon ideal como control negativo en pruebas
guimicas, ademas fue el diluyente usado en el plaguicida.

El efecto citotoxico causado por el plaguicida Finale en las células de sangre
periférica de raton fue observado en la disminucién del niamero de eritrocitos
policromaticos en un total de 1000 células totales, con respecto al grupo control
negativo. El analisis estadistico establecid6 que todas las dosis del plaguicida
administrado (97, 194, 243, 291, 340 y 389 mg/kg) fueron citotoxicas en diferentes
proporciones, evidenciado una mayor disminucion en las dosis bajas comparando
con las dosis altas (figura 4).

El componente activo del plaguicida Finale (glufosinato de amonio), es una sal de
amonio que causa la muerte de forma eficiente a varios tipos de células, ya que es
un andalogo del &cido glutdmico que inhibe la glutamina sintetasa por unién
irreversible (Hoerlein, 1994). La enzima glutamina sintetasa es una enzima clave en
la homeostasis celular por su papel en el control del uso de nitrégeno dentro de las
células y ademas de ser utilizada para construir proteinas, dona atomos de
nitrdgeno a las enzimas que forman moléculas ricas en este elemento, como los
nucledtidos del DNA y los aminoéacidos (Eisenberg et al., 2000). La inhibicion de la
glutamina sintetasa da como resultado una acumulacion de amoniaco que altera
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los sistemas de transporte de electrones e induce la produccion de radicales libres
(Krogmann et al., 1969) los cuales a su vez causan peroxidacion lipidica y muerte
celular (Hess, 2000).

La peroxidacion lipidica puede tener diversos efectos sobre las funciones celulares
ya sea directamente, al reaccionar con proteinas, acidos nucleicos o indirectamente
a través de receptores de las vias de sefializacion. Asi segun Hess, (2000) la
peroxidacion lipidica de las membranas resulta en cambios de fluidez, aumento de
permeabilidad, disminucién del potencial de membrana que puede conllevar a la
muerte celular, por lo tanto el plaguicida Finale habria ocasionando la disminucion
en la frecuencia de PCE aqui reportada.

La mayor disminucién de eritrocitos policromaticos en dosis bajas puede deberse a
gue las dosis al ser tan bajas no son detectadas por el sistema metabdlico del
organismo lo que permitiria aparentemente una acumulaciéon del plaguicida al ser
afin con las membranas lipidicas, lo que en consecuencia no favoreceria su
excrecion ni eliminacion (Klaaseen and Eaton, 1991) y por ende conllevaria a los
procesos de peroxidacion lipidica.

Por otro lado, los eritrocitos como la mayoria de las células eucariotas superiores
tienen la capacidad de auto destruccion por la activacion de la apoptosis. La
apoptosis es un tipo de muerte celular que usan los organismos multicelulares para
eliminar células dafladas o no necesarias de una forma perfectamente controlada
gue minimiza el dafio de las células vecinas. Los restos celulares resultantes, que
estdn siempre rodeados de membrana plasmatica, son eliminados mediante
fagocitosis, evitando la inflamacidén en esa zona (Taylor et al., 2008). Los reportes
existentes sobre la accion apoptética de plaguicidas especialmente
organofosforados (Dutta and Bahadur, 2016; Esquivel-senties and Vega, 2012;
llboudo et al., 2014; Mesnage et al., 2013) sugieren que la causa de la disminucion
de la frecuencia de eritrocitos policromaticos responde a la activacion de sefales
apoptéticas al entrar el plaguicida en contacto con la célula corroborando lo
reportado en este estudio.

También, el glufosinato de amino ha demostrado ser citotoxico en varios tipos de
células, segun Fujii et al.,, (1996) y Watanabe, (1997) los embriones de raton
expuestos in vitro a glufosinato desarrollaron apoptosis en el neuroepitelio del
cerebro y ademas los embriones tratados tenian defectos especificos, incluyendo
retraso general del crecimiento, aumento de la muerte de embriones, hipoplasia del
prosencéfalo a 10 ug / ml, y labios hendidos a 20 ug / ml. El examen histolégico
mostrd la muerte celular en todo el neuroepitelio en la vesicula cerebral y el tubo
neural. También Voccia et al., (1999) describe que el plaguicida, puede alterar el
intrincado equilibrio del sistema inmune causando disfuncion sistémica incluyendo
cambios histopatolégicos de células y deterioro de 6rganos.
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Asociar la problemética de los plaguicidas y los riesgos a nivel genético, permite
determinar de manera eficiente, si existe la posibilidad de que estos quimicos
interactien con el DNA alterandolo y causando mutaciones que sean a largo plazo,
las causas del desarrollo de algun tipo de enfermedad, como el cancer, el cual
tiene grandes repercusiones en todo el mundo y es una de las causas principales
de muerte a nivel mundial (NIH, 2016). Se prevé que el cancer se convierta en la
principal causa de muerte en todo el mundo, con un aumento de 21,6 millones
nuevos casos por afio pronosticados para 2030 (Ferlay et al., 2013), ademas la
pérdida de afios de vida y productividad junto con la discapacidad que el cancer
representa aumenta el costo econémico a escala global, en comparacién con otras
causas de muerte y por lo cual se deben tomar medidas urgentes para evitar
sufrimiento y muertes innecesarias y reducir la gran carga economica y el impacto
social de esta enfermedad.

Para evaluar los dafios genotdxicos originados por la exposicion aguda al
plaguicida Finale, se analiz6 la existencia de lesiones cromosomicas inducidas no
reparadas y cromosomas enteros rezagados que se expresan como alteraciones
cromosoémicas en sangre periférica y se observan como micronucleos. Dado que
por medio de esta prueba no se puede identificar si estos son causados por
cromosomas enteros o por fragmentos cromosémicos, Morales (2004) aclara que si
su origen fuese un cromosoma entero el plaguicida habria reaccionado con la
tubulina, alterando la organizacion y dinamica microtubular y trastornando la
formacion del huso mitotico.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el plaguicida Finale
ejerce un efecto genotoxico in vivo en los eritrocitos policromaticos presentando
diferencia significativa en cada una de las dosis del plaguicida al compararlas con
el control negativo, notandose una tendencia creciente de dafio genotdxico segun
el aumento de la dosis, llevando a un incremento de las lesiones primarias sobre el
ADN, lo cual, esta directamente relacionado con el aumento en las alteraciones
genéticas celulares.

En este estudio el DNA estaria siendo afectado por los metabolitos del plaguicida
generados durante el proceso de biotransformacién que lleva a una conversion
metabdlica de los xenobidticos (plaguicida) presentes en el organismo o también a
una metabolizacion deficiente de los mismos. Por regla general, el metabolismo
convierte los xenobiéticos liposolubles en grandes metabolitos hidrosolubles que
pueden excretarse con facilidad (Repetto, 1997).

La biotransformacion se realiza principalmente en el higado mediante enzimas que
conjugan el metabolito con un sustrato enddégeno, de manera que la molécula se
hace mas polar, lo cual facilita la excrecién. Pero entre biotransformacion y
toxicidad hay una relacion compleja. Puede entenderse la biotransformacién como
un proceso necesario para la supervivencia, protege al organismo de la toxicidad
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impidiendo que se acumulen en él sustancias nocivas. Sin embargo, en ese
proceso pueden formarse, como productos intermedios, metabolitos reactivos que
son potencialmente nocivos mediante la activacion metabdlica y de esta manera
inducir toxicidad; los metabolitos intermedios oxidados que no se conjugan pueden
unirse a estructuras celulares y dafarlas, induciendo lesiones primarias que al no
ser reparadas o ser mal reparadas pueden generar lesiones pre malignas y
desencadenar a largo plazo un posible proceso carcinogénico. También si el
sistema de biotransformacién estd sobrecargado, puede producirse una
destruccion masiva de proteinas esenciales o de membranas lipidicas y ello puede
desembocar en muerte celular. (Trump and Arstila, 1971).

La activaciéon del oxigeno es un fendémeno que pueden desencadenar los
metabolitos de los xenobioticos. Pueden autooxidarse bajo la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO). Esas especies derivadas del oxigeno, entre
las que figuran el superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo,
pueden dafar el ADN, lipidos y proteinas de las células. Segun Bernardi et al,
(1999) y Circu and Aw, (2010) el dafo oxidativo al ADN es de extrema importancia,
debido a que las bases nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones que a
Su vez pueden resultar en carcinogénesis, apoptosis, necrosis y enfermedades
hereditarias.

Existen mecanismos de reparacion del DNA que se activan en el momento en que
éste sufre modificaciones oxidativas. Cuando las ERO alcanzan el nucleo, estos
mecanismos de reparacion se activan y funcionan de manera eficiente, ya que
continuamente revisan que exista una adecuada secuencia de bases en la
molécula de ADN y en caso de existir alguna mutacion (ya sea ruptura,
entrecruzamiento o eliminacion de bases) reparan el dafio causado. Cuando el
dafo o lesiébn no son reparados o son reparados incorrectamente, los dafios son
fijados y expresados como mutaciones. Estas mutaciones ocurridas en células
somaticas no se transmitiran a las siguiente generaciones pero si pueden
constituirse en el paso inicial del proceso de transformacion celular e iniciacion del
cancer.

Esta interaccion de las ERO con la molécula de DNA explica la razon por la cual se
pudo dar el incremento en la frecuencia de micronucleos en eritrocitos
policromaticos de ratdn notandose una tendencia creciente de dafio genotoxico
segun el aumento de la dosis (figura 6), siendo segun Natarajan, (2002) la cantidad
de alteraciones observadas proporcional al potencial carcinégeno del compuesto
de prueba.

Este estudio por lo tanto concluye que las diferentes dosis del plaguicida Finale
influencian significativamente la frecuencia de los biomarcadores de dafio genético
y citogenético generando un conocimiento que puede servir en el uso, disefio y
ejecucion de programas vigilancia epidemioldgica y a la intervencién y prevencion
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oportuna de los riesgos de salud con el fin de mejorar la calidad de vida de las
poblaciones expuestas.
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9. CONCLUSIONES

La Dosis Letal 50 (DL50) establecida para el plaguicida Finale en ratones Albino
suizo maduros sexualmente es de 486 mg/kg.

Los sintomas locales y sistémicos de intoxicacion mas frecuentes producidos por el
plaguicida Finale en ratones Albino suizo fueron, hipersensibilidad y pérdida del
equilibrio, con un 92,5% y 52,2% de ocurrencia, ademas de somnolencia,
convulsiones y disnea entre otros.

El efecto citotoxico causado por el plaguicida Finale a las células de sangre
periférica de raton fue observado en la disminucion del ndmero de eritrocitos
policromaticos en un total de 1000 células totales difiiendo todas las dosis
significativamente con respecto al grupo control negativo.

El efecto genotdxico en los eritrocitos policromaticos de sangre periférica de raton,
presentd diferencia significativa en cada una de las dosis del plaguicida al
compararlas con el control negativo, evidenciandose un incremento en la
frecuencia de micronucleos a medida que aumentaban las dosis.

Conociendo la relacion exposicion-efecto dada por las caracteristicas genotoxicas
presentadas por las dosis del plaguicida Finale se puede determinar que existe
riesgo potencial en el desarrollo del enfermedades como el cancer ocasionado por
la interaccion de este con el DNA y la posible fijacion de mutaciones, constituyendo
esta prueba como la forma mas efectiva de poder hacer prevencion temprana de
los problemas de salud mediante la toma de decisiones y acciones tendientes a la
reduccion y eliminacion de los riesgos.
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10.RECOMENDACIONES

Se deben hacer estudios adicionales incorporando el uso de otros biomarcadores
con el objetivo final de confirmar de forma mas clara las propiedades genotéxicas
del plaguicida sobre el DNA.

Se recomienda para la regulacién y control de plaguicidas basarse en los diferentes
conocimientos derivados no solo de estudios in vivo, sino también de estudios in
vitro al igual que en registros de intoxicaciones accidentales o intencionales.

Ejecutar proyectos de monitoreo genético con pruebas in vitro, en donde se
evallen poblaciones humanas expuestas ocupacionalmente al plaguicida lo que
permitiria predecir riesgos de salud a largo plazo y complementen las pruebas in
vivo realizadas.
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