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RESUMEN

En el presents trabajo se evalud ia mutagenicidad de los herbicidas paraqual (1, 1"-dimetii-4,4-bipindinium cloruro)
y glifosato [N-(fosfonometil} glicina] usando el fest de Ames con Saimonelia typhimurium, cepas TA97, TA98,
TA100, TA102, en presencia o ausencia de 5-9, con y sin praincubacién.

Las dosis de paraquat utilizadas fueron 0.2, 2.0 y 20.0 ug/caja y lnicamente la segunda dosis produjo efecto mu-
tagénico positivo en ia cepa TA100, bajo tooas las condiciones experimentales empieadas. Es posible que ef me-
canismo de accién mutagénica del paraquat sea similar al de los mutdgenos oxidativos, ya que este herbicida ge-
nera radicales de oxigeno cuya implicacién en la accién mutagénica ya ha sido demostrada. Las dosis de glifosa-
to ulilizadas fueron 0.48, 4.80 y 48.00 ug/caja. Las tres dosis resultaron positivas en las cuatro cepas, bajo todas
las condiciones experimentales empleadas.

Segun los resultados de este trabgjo, el glifosato en su formulacion comercial puede ser considerado mutdgeno
directo y fuerts. Parece que el glifosato en su formulacién comergial tlens mayor potencialldad mutagénica que en
su estado puro, aunque con los datos obtenidos en ol presente trabajo no se puede conciulr si dicho efecto es
ocasionado por los compuestos presentes en la mezcla, o si s originado por una interaccion entre ef principio ac-
tivo del herbicida y los componentes presentes en la formulacién comercial. Es importants, por lo tanto, identificar
fos compuestos prasentes en la formulacién comercial def herbicida y evaluar ef efecto mutagénico de cada uno
de elios.

ABSTRACT

in the present work the mutagenicity of herbicides paraquat (1, 1'-dimethyl-4, 4’-bipyridinium chioride) and glypho-
sate [N-(phosphonomethyl) glycine] was investigated using Ames test with Salmonela typhimurium, strains
TAS7, TA98, TA100 and TA102 in the preserice of melaboiic activation and absence of S-9 preparation from aro-
clor 1254 induced rats. The tests were performed in boths ways, with and without preincubation, Paraquat was
used at the following doses: 0.2, 2.0 and 20.0 ug/plate. Showed mutagenic effect only on the strain TA100 under
all experimental conditions. The mutagenic action of paraquat can be attributed to the oxygen radicals generated
by this compound.

Glyphosate in its commercial formula was used at the following doses: 0.48, 4.80 and 48.00 ug/piate, producing
positive mutagenicity on every lested concentration, straln and experimental conditions.

”»

This study demostrated that complex“"_r’m'xmre of the commercial formuia of giyphosate can be considered direct

i

and'strong mutagen that can cause frameshift and base substitution mutations in Saimonelia typhimurium. It ap-
pears that the commercial mixturs has a more polent mulaganic action than glyphosate in its pure state. From the-
se data we can not concluds weather the mutagenic effect is dus 1o the active principle present in tha mixture or if
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a mutagenic compd was formed by Interactions in the commercial formula. Therefore, it is important to méke che-
mical analysis of the components of the formuia and study fts mutagenic activity separately.

INTRODUCCION

A pesar de la gran utllidad de los herbicidas en la agri-
cultura, su uso, sin los controles adecuados, tiene
desventajas para la salud, ya que algunos son fuertes
téxicos y ofros pueden causar alteraclones genéticas
por exposiciones crénicas que estan por debajo del
nivet téxico.

Los herbicidas y sus residuos llegan al hombre a
través de la cadena alimenticia a diferentes niveles.
Algunos plaguicidas considerados de alta 0 moderada
toxicidad tienen la capacidad de bloacumularse y sus
residuos se han encontrado hasta on la leche mater-
na; ademas, en aguas de consumo, lejidos grasos de
aves, peces y mamiferos,

En general, la poblacidn humana corre el riesgo de
entrar en contacto con los plaguicidas en forma direc-
ta o indirecta. El amplio uso de estos compuestos en
la agricultura implica la exposicién de los operadores,
ast como ) efecto residual cuando los alimentos co-
sechados han sido rociados directamente implicando
una exposicion indirecta a la poblacién que los consu-
me {Benignl ef al, 1979).

Aproximadamente el 50% de la poblacién tiene una
exposicidn diracta con los plagulcidas {fabricantes,
transportadores, expendedores, agricultores, etc.) y el
100% de la poblacion esta expuesta a residuos.

En nuestro pais existen aproximadamente 200 sus-
tancias activas de plaguicidas y 600 productos comer-
clales, de los cuales 300 son insecticidas (50%), 180
son herbicidas {30%) y 90 son fungicidas (15%), dis-
tribuidos por 53 casas comerciales (Londofio, 1984,
com. pers.). Muchos de estos compuestos so han
identificado como genotéxicos potenciales. Teniendo
en cuenta el peligro potencial que slgnifica para el
hombre la exposicién a los herbicidas se hace nece-
sarto evaluar ei daflo genético que podrian causar.
Debido a que estos quimicos son compuestes amplia-
mente usados, es dificil identificar subpoblaciones ex-
puestas que se prasten a un andlisis epidemiolégico
confiable; por lo tanto, ef enfoque prioritario para bus-
car su potencial carcinogénico es evaluar la actividad
mutagénica de estos compuestos.
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Caracteristicas quimicas de los herbicidas para-
quat y glifosato

El paraquat (fig. 1) es un herblicida de amplio espactro
y accién postemergents, usado en Colombia con el
nombre comercial de gramoxcne y distribuido por la
compafila quimica BASF. Su férmula molecular es
C12H14Clz2N2z v su peso molecular es 257.2 (Wayland,
1982). EI primer reporte de su actividad como herbic-
da fue dado por Brian en 1958,

H;CL N- N-_*CH] 2C1°

I, 1" - dimetil -4,4'- bipiridinium cloruro

Fig.1.  Estructura quimica del paraquat

Es un sélido blanco cristalino, de sabor &ckio amonia-
cal, no volatil, higroscépico, poco soluble en alcohol,
soluble en agua, y se inactiva en el suelo (Haley,
1979). '

Se ha encontrado que, por su capacidad de produdir
superdxidos, es téxico para el hombre y ofros organis-
mos. El punto de ataque puede ser diferente: en plan-
las, altera el proceseo de fotosintesis, y en los anima-
s, como los ratones, principalmente ataca las
membranas alveolares (Wayland, 1982),
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El paraquat es considerado como un poderoso fi-
totéxico debido a que reduce los procesos de fo-
tosintesis y respiracion. Los sintomas de toxicidad
aguda en ratones incluyen hemorragia intraalvealar,
edema puimonar, fibrosis extensiva y cambios epite-
liales. El paraquat penetra la piel intacta produciendo
toxicidad dermal (Onyeama y Oshme, 1984). La letali-
dad media (LDso) en ratones es de 30 mg/kg (Way-
land, 1982; Ferndndez y Zuleta, 1986}.

El glitosato (fig. 2) es un herbickia distribuido con el
nombra comercial de roundup y comercializado por la
compafila Monsante Colomblana. Su férmula molecu-
lar es CaHaNOsP y su peso molecular es 169.1
(Evans, 1972).

Esla sustancia es un sélido blanco inodoro, introduci-
do por la compariia Monsanto en 1971 como un dnico
praducto de amplio espectro, pu;lémergente y herbl-
cida no seiective (Evans, 1972). -

Olorunsogo y Christian {1979) reportaron que el glito-
sato administrado intraperitonealmente en ratenes tie-
ne una letalidad media (LDso) de 192 a 279 mg/kg.
Esta baja toxicidad puede conducir a su uso incontro-
lado por el desconocimiento de su efecto genotdxico a
doslis bajas de exposicion crénica.

Los sintomas que acompafan la intoxicacién por glifo-
sato Incluyen elevada temperatura rectal, convulsio-
nes, asfixia y rigor de muerte, pero el mecanisma de
accién no esta exactamente determinado. Debido a la
multitud de efectes que presenta es muy probable que
el efecto total del herbicida involucre mas de un modo
de accién. Se ha establecido, sin embargo, que el
principal mode de accion consiste an la inhibicién de
la blosintesis de aminoacidos arométicos. Su accién
herbicida (o de matamalezas) ocume por 1a incapaci-
dad de ias plantas para producir proteinas.

Efactos en los édcidos hucleicos

El paraquat, al ser sometido al test de letales domi-
nantes en ratones machos, resulté ser negativo a do-
sis de 4 mg/kg, administrados oralmente {Anderson et
al., 1976).

En concentraciones de 5x10° M, el paraquat produce
4.1% de aberraclones cromosdmicas en semillas de
tigo. Ademas, se enconiré que tiene un efecto directo
sobre el DNA de planias y animales (Haley, 1979),
Benigni et al. (1979) encontraron que produce muta-
ciones letales recesivas en la cepa diploide p3 de A.

nidulans y sintesis de DNA no programado (UDS) en
células epiteliales humanas.

El paraquat demostré capacidad para producir muta-
clones hacia adelante {“forward mutations”) en S.
typhimurium. Por ejemple, Benignl ef al. {1979) en-
contraron un aumento significative de mutaciones 8-
AG', en cepas de S. typhimurium eficlentes para repa-
racion.

Haley (1979} reportd que en bajas concentraciones
retarda la mitosis de hepatocitos cultivados, ademas
de afectar el sistema lisosomal, induciendo un decre-
cimlento en las reacciones enziméticas. £l mismo au-
tor observé al microscopio electronice lesiones y cam-
bios patolégicos inducidos por el paraquat en higado
de rata, luego de inyectar intraperitonealmente dosis
de 10 y de 20 mg/kg durante dos semanas. Las ob-
servaciones no revelaron la presencia de fumores du-
rante 112 dias de seguimiento. Tampoco se considerd
teratogénico ya que no se observaron embriopatias
luego de fratar las hembras con dosis méximas y
minimas durante ires generaciones.

: En cuanto a fa mutagenicidad y la carcinogenicidad

del glifosato, existen muy pocos estudios. Vigfuson
(1980} reporté que en dosis de 25 mg/ml, inhibe ol
crecimiento de knfocitos humanos. En camblo, una
dosis 100 veces menor (0.25 mg/ml) es suficiente pa-
ra interactuar con et DNA y aumentar significativa-

_ mente la frecuencia de intercambio entre cromatidas

hermanas (SCEs) en dichas células. Seiler {1977) en-
contro que el giifosato no produce micronicleos en
eritrocitos policromaticos de la médula 6sea de ratén.

MATERIALES Y METODOS

A. Prueba de mutagenicidad

En el presente trabajo se empled el tast de Ames con
Salmonelia lyphimurium, de acuerdo con el protocolo
descrito por Ames etal. (1975) y Maron y Ames
(1983),

El indicativo de mutagenicidad esta dado por la rever-
sion especifica a través de fa substituclén de un par
de bases o de la adicion o pérdida de un par de bases
eh un punto critlco del cistrén mutadoe, de tal manera
que la bacteria pase de his” a his*. |_as salmonelas re-
vertantes s& reconocen porgue crecen en medlo mini-
mo sin histidina.
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El precedimiento puede resumirse de la siguients ma-
nera: en lubos estériles de 13x100 mm (previamente
codificados) se colocaron 0.1 mi de ia sustancla a
evaluar, 0.1 ml de cultive fresco de la cepa bacteriana
(aproximadamente 10° bacterias) y 0.5 ml de la mez-
cla 8-9 con enzimas microsomales (o del buffer). Se
agitaron rapidamente los tubas en un vértex a baja
velocidad y se preincubaron a 37°C, durante 25 min.
Luego se les agregé 3 ml de agar blando fundido a
45°C, se agharon rdpidamente y se vertieron indivi-
duaimente en cajas de agar minimo sélido (previa-
mente codificadas), las cuales se movieron circular-
mente (para lograr un extendide homégeneo). Luego
so dejaron reposar unos 15 min y se incubaron a
37°C, durante 48 h. El conteo de colonias revertantes
his* se reallzé en un cuentacolonias Spencer.

Cepas bacterlanas

Se utilizaron 4 cepas de Salmonelia typhimurium
(TAS7, TASB, TA100 y TA102) donadas gentilmente
por ol doctor Bruce Ames (Universidad de California,
Berkeley, CA, USA). Dichas cepas se conservan en
nitrégeno liquido a -170°C. Las marcas genéticas de
las cepas se chequearon siguiendo la técnica de Ma-
ron y Ames (1983).

La fraccién microsomal (S-9) usada para la activacién
metabdlica, se preparé segin las inslrucdenes de
Maron y Ames (1983). EI S-8 se obtuvo de homogeni-
zado de higado de ratas machoe Sprague-Dawley, con
5 meses de edad. Para inducir las enzimas microso-
males, se inyectaron las ratas intraperitonealments
con aroclor 1254 a una dosis de 500 mg/kg, disueito
en acelte de malz estérl (200 mg/ml). Cinco dias de-
pués de la inyeccidn, se sacrificaron los animales por
dislocacion cervical y se les extrajo el higado en con-
diciones asépticas. El higado se mantuvo a 45°C. A
los animales se les suspendié el alimento 14 h antes
del sacrificlo.

El higado se lavé con KCI 0.15 M y se homogeniz6 en
tres volimenes de la misma solucién (KCI 0.15 M).
Luego se confrifugd a 9000 g y a 45°C durante
10 min. El sobrenadante se guardé en nitrégeno liqui-
do a -170°C hasta el momento de usaro. Unos minu-
tos antes de usar el S-9, se le agregaron a dicha frac-
clén los cofactores, de tal manera que 1 ml de mezcla
(S-8) queda con la sigiiente composicién: 0.1 mi de
homogenizado (S-9), 0.02 ml de solucién de sales
MgCi=-KCl {1.66 M KCI + 0.4 M MgClz), 0.04 ml de
NADP (0.1 M}, 0.005 ml de glucosa 6-fosfato (0.1 M),
0.5 mi de bufer fosfaio pH 7.4 (0.2 M: NaH2PO4.Hp0-
NasHPO4}y 0.335 mi de agua destilada.
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Todas las pruebas se llevaron a cabo por triplcado,
con y sin preincubacién, con y sin activacién metabdli-
ca (mezcla S-9). En cada uno de los experimentos se
realizaron simultaneamente controles positives y ne-
gativos. Con el fin de detectar reproducibilidad de los
resultados todo el grupo de prusebas experimentales
se repitid en diferentes épocas.

Compuestos quimices

El trabajo se realizé con las formulaciones comerdla-
les de los herbicidas paraquat (gramoxone) y glifosato
(roundup) adquiridos en una de las casas distribuido-
ras de agroquimicos. En la evaluacién mutagénica de
cada herbicida se usaron las siguientes dosis: gramo-
xone 0.2, 2.0 y 20.0 pg/caja y roundup 0.48, 4.80 y
48.00 ng/caja.

Como controles positives se utilizaron mutagenos am-
pliamente reconocidos tales como mitomicina C
(MMC, 0.5 g/caja), el cual es mutageno directo, y 2-
aminofluoreno (2-AF, 10 g/caja), que s mutageno in-
directo.

La mitomicina C se emplet¢ para la cepa TA102, y ol
2-AF se empled para las cepas TA97, TAS8 y TA100.
Como controles negativos se utiizé agua destilada
estéril y la mezcla activadora S-9.

La investigacién se llevd a cabo en dos grupoes experi-
mentales realizados en épocas diferentes, pero bajo
idénticas condiciones de laboratorio.

B. Prueba de toxicidad

Para la prueba de toxicldad se eacogié la cepa TA100
por ser una de las més sensibles.

Se utilizaron sels dosls diferentes, a saber: gkfosato
0.48, 4.80, 4B.00, 480.00, 4x10° y 4x10* pgicala, y
paraquat, 0.2, 2.0, 20.0, 200.0, 2x10° y 2x10* ug/caja.

La cepa se cultivé en 15 ml de caldo nutritive en un
erlsnmayer de 125 ml de capacidad, durante 14 h a
37°C. A partir del cultivo fresco se hicieron diluciones
de 10° 107 y 10® en solucién estéril pepténica
0.1%. Para realizar la siembra se procedid de la si-
guiente manera: en fubos estériles de 13x100 mm
{previamente codificados) se agregaron 0.4 ml de so-
lucion pepténica, 0.1 ml de bacteries y 0.1 ml de la
dosis del compuesto. Los tubos se incubaron a 37°C
durante 25 min. Luego se les adicioné 3 ml de agar
nutritivo blando fundido a 45°C, se agheron répida-
mente en un vériex a baja veloddad y finalimente se
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vertieron individualmente en cajas de agar nutritivo
sélido, las cuales se movieron circularmente (para lo-
grar un extendido homogéneo). Posteriormente se de-
jaron reposar unos 15 min y se incubaron a 37°C, du-
rante 48 h. Al cabo de ese tiempo se contd el nimero
de colonias por caja en un cuentacolonias Spencer.

El nimero de colonlas que crecié en las cajas ex-
puestas se comparé con el numere de colonias de los
controles. Para cada dosis se hallé el porcentaje de
sobrevivencia con base en la siguiente fdrmula:

"X colonlas cajas expusstas
% sobrevivencia = P x 100

X colonias cajas control

C. Andlisis estadistico

La estimacién de la mutagenicidad se hizo con base
en la relacién de actividad mutagénica o RAM {Com-
moner, 1976).

E! compuesto se consldera mutagénico si produce el
doble 0 més de colonias revertantes en refacin con
las observadas en los controles negativos, o sea, si el
valor RAM es mayor que 2.

a-b
(]

RAM =

enh donde:

a= promeadio de colonias revertantes en las cajas
expuestas

b= promedio de colonias reveriantes en las cajas
del control negativo

C= promedio de colonias revertantes dal total de
controles negativos

Para tener una mayor confiabilidad estadistica se usd,
ademas, el procedimiento descrito por Katz (1979),
con una confiabilidad del 85% {p <0.05).
a(M-0.5) - Kb(m+0.5)
Kab{M+m)

en donde:

as= nimero de cajas del control negativo
b= numero de cajas expuestas
me=  sumatoria de colonias revertantes en las ca-

jas del control negativo

Mu sumatoria de colonlas revertantes en las ca-
jas expuestas

K= sobravivencia

Sl el valor de © es mayor que 1.64, el compuesto eva-
luado se considera mutagénico.

RESULTADOS

Los resultados de mutagenicidad de los diferentes
grupes experimentales (controles negativos, controles
positives y herbicidas), con las cuatro cepas utliiza-
das, se resumen en los histogramas de ias figuras 3,
4, 5y6.

Paraquat:

En la figura B se representan los promedios de rever-
sibn de las cuatro cepas de S. typhimurium tratadas
con diferentes dosis subtéxicas de paraquat.

En la tabla 1 aparece el porcentaje de sobrevivencia y
las dosis letales (LD) del paraquat en la cepa TA100.
Como puaede observarse en esta tabla y en la figura 7,
todas las dosis de paraquat ulilizadas en este frabajo
produjeron efecto téxico; a medida que aumenta la
dosis, disminuye la sobrevivencia, la cual Nega a cero
a partir de las dosis 200 pg/caja. Asl por ejemplo, la
sobrevivencia con las dosis 0.2, 2.0, 20.0 y 200.0
ng/caja es de 85, 75, 65 y 25%, respectivamente.

En las tablas 2, 3, 4 y 5 aparecen los promedios de
las revertantes obtenidas con glifosato y paraquat, en
las pruebas de mutagenicidad. Los datos de seis ca-
jas procedentes de los dos grupos experimentsales se
juntaron en un solo promedio teniendo en cuenta la sl-
militud de los datos obtenidos en cada experimento.

En relacién con la mutagenicidad del paraquat s6lo se
encontraron resuliados posiiivos en la cepa TA100
bajo todas las condicicnes expstimentales, y alguna
mutagenicidad con la dosis 0.2 pg/caja en la cepa
TAS8, en presencia de S-8 y con preincubacién.

El andlisis estadistico sobre la mutagenicidad del pa-
raguat se hizo con base en ¢l fratamiento formulado
por Katz (1979). No se utilizé la relacién de actividad
mutagénica (RAM} por haberse trabajado con dosis
subtoxicas y este analisks no incluye factor de comec-
clon para tales casos. Estos resultados pusden obser-
varse en |as tablas 2, 3, 4 y 5 donde aparecen los pro-
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medios de colonlas revertantes por caja y el valor de
9 del andiisis de Katz para las cuairo cepas iratadas.

Glifosato

En ia figura 9 se representan los promedios de rever-
sién de las cualro cepas de S. typhirnurium tratadas
con diferentes dosis de glifosato.

En la tabla 1 (prusbas de toxicidad) aparece el por-
centaje de sobrevivencia y las dosis letales (LD) de la
cepa TA100 tratadas con e glifosato. En esta tabla y
en la figura 7 se observa que la toxicidad del glifosato
en la cepa TA1Q0 se inicla en dosis mayores de 0.48
ug/cala ¥ que dosis iguales o mayores de 4.8x10°
pno/caja producen una letalidad del 100%.

Como puede cbservarse en las tablas 2, 3, 4 y 5, sl
glifosato produje alto efecto mutagénico en las cepas
TAS98, TA100 y TA102, bajo todas las condiciones ex-
perimentales, 0 sea, en presencia o ausencia de S-9,
con y sin preincubacién. Los resuitados fueron positi-
vos con ambas pruebas estadisticas: RAM y Katz.

De acuerdo con la relacion de actividad mutagénica
{RAM) ol glifosato dio resuitados negalivos en la cepa
TA97; pero al aplicar el procedimiento esiadlstico de
Katz, todas las dosis utilizadas del compuesto fueron
positivas para la misma cepa.

La figura 9 representa la mutagenicidad del glifosato
en las cuatro cepas de S. typhimurium en funclén de
la dosis. En todas las cepas se observa un aumento
progresivo del nimero de revertantes con las dosis
0.48 y 4.80 pg/caja; en cambio con la dosis 48.00
ng/caja disminuyd notablemente of nimero de raver-
tantes. (Esio puede ser causado por el efeclo téxico
de dicha dosls y/o por la acumulacién del dafio genéti-
co}.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las dosis de paraquat a partir de 0.2 ug/caja produje-
ron efecto téxico en todas ias cepas pero Unicamente
fueron mutagénicas en la cepa TA100. Respecto al
efecto tdxico se observé que éste difiere en las- distin-
tas cepas bacterianas. Lo mismo se ha evidenciado.a
nivet de organismos superiores, en los glie ain sus
proplos $rganos responden con diferente sensibilidad
a las mismas susiancias de acuerdo con el tejido ex-
puesto, Por o tanto, la identificacién de dosis tolera-
bles ¢ permisibles de compuestos quimicos es cues-
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Perme.

TECN, 39
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HoraBig Yebido & Ia complefidad del comportamlento
de los seres vivos. Esto es todavia mas complejo
cuando se refiere al sefecto de dosis mutagénica y/o
carcinogénica, ya que el efecto mutagénico y/o carcl-
nogénico depende de muchos factores tales como es-
pecie, tefido expuasto, interaccién genédtica, estado fi-
slolégico, intensidad de la exposicién, mecaniamos de
reparacién, sexo, eic, Ademas, las dosls mutagénicas
pueden ser mil 0 més veces menores que las dosis no
téxicas y por lo tanto permigibles. Con base en las an-
teriores consideraciones s concluye ademés que no
es valido exirapolar los resultados toxicoligicos de
una cepa & otra; en consecuencia, debe realizarse
una curva de toxicidad para cada una de las cepas in-
cluidas en un trabajo experimental.

El efecto tdxico del paraquat podria ser causado a
través de la formacién de semiquinonas, que a su vez
generan radicales superéxidos (Levin et af,, 1982), E|
efecto mutagénico del paraguat encontrado en la ce-
pa TA100 estd de acuerdo con los resultados de
Maddy (1984), pero no coincide con los hallazgos de
Benigni et al. (1879) quienas reportan que el paraquat
es negativo en el fest de reversién con S. typhimurium
en las cepas TA1535, TA1538, TAS8 y TA100. Sin
embargo, este mismo autor demostré que el paraquat
sf induce mutaciones hacia adelanie en S. typhimu-
rium 8-AG' (resistente a la 8-azaguanina) y que Indu-
ce mutaciones letales recesivas en A. nidulans y
sintesis de DNA no programado (UDS) en células epi-
tellales humanas. Ademéas, Haley (1879) encontré que
produce aberraciones en semilla de trigo. Estos ha-
llazgos Indican claramente que el paraquat sf inte-
ractoa con sl DNA y tiene accién mutagénica. Es po-
sible que el mecanismo de accién mutagénica del
paraguat sea parecido al de los mutdgenas oxidativos
tales come rayos X, peréxido de hidrégeno, fenlihkira-
zina, 1-butil hidroperdxide, estreptonigrina y daunomi-
cina, ya que todos elios, asi como el paraquat, gene-
ran radicales de oxigeno cuya Implicacién en la accién
mutagénica se ha demostrado previamente, Uno de
las efectos principales de los agentes oxidantes es la
formacién de imina glicol en el DNA, sobra ta cual
actia la N-glicosilasa, presente en la reparacién de
bases especificas (Frenkel et &i., 1981). Esto podria
causar una lesién en el DNA que a su vez fije la muta-
cion,

Con el fin de delectar mas claramente @ potenclal
mutagénico del paraquat (formulacién comercial) seria
interesante trabajar en futuras investigaciones con do-
sis menores alas t6xicas y subtéxicas, o sea, meno-
res que 0.2 pg/caja. Esto es imporiante sl se tiene
en cuenia que la poblacién esté expuesta a dosls muy
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pequefias, medibles en ppm, que generalmenta son
consideradas permisibles por no ofrecer toxicidad o
efectos inmediatos.

~ Segin los resultados de este trabajo, el glifosato en
su forrmedacion comercial puede ser considerado
mutageno directo, fuerte y capaz de producir diferen-
tes lesiones en ol DNA. Lo anterior se deduce al ob-
gervar que el herbicida result positive bajo todas las
condiciones experimentales, es decir, en presencia o
ausencia de S-9, y con y sin preincubacion en las
cuatro cepas avaluadas: TA97 y TA98 (que detectan
desplazamiento de lectura por adicién o pérdida de un

par de bases), y TA100 y TA102 (que detectan substi-
tucién de bases).

Vigfuson ! al. (1980) también encontraron efecto po-
sitivo de la formulacidn comercial del ghlosato. Este
investigador observé un incremento significativo de in-
tercambic entre cromatides hermanas (SCEs) en lin-
focitos humanos. Parece que el glifosato en su tormu-
lacién comercial tiene mayor potencialidad
mutagenica que en su estado puro, pues existen re-
portes de efectos mutageénicos negativos reallzados
con al glifosato puro en la prueba de reversién con S.
lyphimurium, cepas TA1535, TA1537, TA1538, TA98
y TA100 (Moriya et ai, 1983). También se observd
efecto negativo en el test de micronicisos (Seiler,
1977). Sin embargo, el gifosate purc tamblén ofrece
peligro. Por ejemplo, Seiler {(1877) reporté efecto mu-
tagénico en 5. typhimurium, cepa his G48. El efecto
mutagenico en la formulacién comercial, pero negati-
vo en o principio activo puro, también se ha observa-
do con ofros herbicidas tales como 2,4-D que dio re-
sultados negativos al trabajar con el principio activo
puro en S. typhimurium (Zeetterberg et al, 1977); en
cambio, la formulacién comercial produjo aberraclo-
nes cromosémicas en linfocitos humanos cultivados in
vitroy mutaciones puntuales en 8. lyphimuriumn (Zule-
ta y Garcés, 1983).

Con los datos obtenidos en la presente evaluacién
mutagénica del glifosato no se puede condluir si dicho
efecto es ocasionade por el herbicida puro o por los
compuestos presentes en la mezcla, o st es originado
por una interaccion entre e! principio active y los com-
ponentes de la formuiacién. Es Importante, por lo tan-
to, identificar los componentes presentes en la formu-
lacién comercial del herbicida y evaluar el efecto
mutagénica de cada uno de ellos.

Los resultados con los controles positivos utilizados,
2aminofluorenc y mitomicina C, estan de acuerdo con
los reportados por Ames et al.(1975) y Maron y Ames

(1983). Por ejemplo, el 2-AF, caracterizado por mu-
chos investigadores como mutégene indirecto, dio re-
sultados positivos sclamente cuando se le adiciont S-
9. Este indica la efectividad de la mezcla activadora
oblenida en nuestro iaboratorio.

La mitomicina C fue positiva en presencia o ausencia
de S-9, lo que le confiers el cardcter de mutdgeno di-
recto tal como se ha demosirado ampliamente por
otros aulores. Lo anterior demuestra que el presente
trabajo se desarrollé bajo las condiciones técnicas y
cientificas exigldas.

Finalmente, debe anotarse que an los dos grupos ex-
perimentales reallzados en diferentes épocas, pero
bajo idénticas condiciones de lahoratorio, se obtuvo
reproducibilidad de los resultados, lo que confiere alia
confiabilidad al presente trabajo.
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Tabia 1. Prueba de toxicidad. Porcentaje de sobrevivenda y dosis
letal (L.D} en la cepa TA100

Compuesto Dosis/caja % sobrevivencla LD

()]
Paraquat 02 85 15
2.0 75 25
20.0 85 s
200.0 25 75
2000.0 0 100
20000.0 0 100
Glifosato 0.48 100 0
4.80 85 15
48.00 60 40
480.00 50 50
4x10° 0 100
4x10¢ 0 100

Tabla2 Actividad mutagénica del paraquat y del glifosato en la capa TA97, con o sin preincubacidn y en presencie de S-9 (homogenizado
de higado) o buffer

59 (3.5 mi) Buther (0.5 m)

Compisesto Dosia'caj Preincubscion Bin praincubanidn Praincubscion . Sin preincubaciin
{9}

|

S0 RAM 8 X SD RAM @ X SD RAM @

8
£

H20 oiml 108 10 & 7 100 16 o 10
2] 500 126 12 2 17 10 25 119 23
Parsgust 02 N 10 40 & 8 20 B4 4 40 64 14 £.0
20 15 & 178 13 1] 5L 13 L] -6 1 3 «17.0
200 -] 2 A7.0 8 2 -0 7 2 -17.0 ¥ 2 ~17.0
Gltlosats oAs 213 22 0 150 196 19 11 180 192 17 0.8 140 208 18 11 166
4.80 268 4 14 240 248 21 16 250 2n 20 12 200 2% 3w 13 @20
) 48.00 206 14 0.9 260 182 12 09 250 202 17 10 260 197 14 1.0 20
2MF 0.0 &5 28 44 484 580 A 48 457 72 7 028 50 &4 ] 03 40

@-Mﬂmmﬂﬂ-.mmduhd-hmmm = Ralacion de scivided mutagénica; 8w Yalor obtenito sn o andiisie sstadislion de
Fasx; 3-AF u 2-amminofiuorenc; SO = Deaviaciin estinder

~ Ammsilidedes Biolégioes, Vol 16, No. 80



Tabla 3. Aeﬂvldadmutaoénimddparaquatydelgﬁudom la copa TAU8, con o sin preincubacién y en prassncia de S-0 {homogenizedo

da higado) o bufter
$-9{0.5ml) Bufler (0.5 mi)
Compussto Doslaicals Preincubecién Sin pretncubacidn Praincubacion Sin preincubacisn
(n0)
X SD RAM ® X sp A e X sD Ram ] X sSp RM °
HO oam 2% a 28 ) 2 8 28 3
8% 500 28 & 26 ] 20 2 2 3
Paraqust 02 34 12 40 25 13 10 23 s 18 22 2 02
20 3 3 11 18 3 07 18 2 20 22 a 12
200 14 f 19 12 7 20 8 5 50 17 12 0.4
Gilosato 048 oM -] WO 720 BEO 10 00 6800 785 1% 200 &40 870 &5 274 0.0
480 7% 55 207 720 820 0] 280 730 780 o4 08 700 172 112 320 7o
4800 450 65 163 630 4 141 150 62D 448 166 170 620 425 41 170 81.0
>
24F 108 147 "3 535 900 1603 % s Wo 5 004 03 23 5 0.1 2.8

u-Mthﬂ“Mﬂdﬂw RAM = Relaciin de soiividad mutagénion; 8 = Valor obtenide en #f andlisla estadistioo de
Katz; 2-AF = 2-amincliuorenc; 8D = Desviaoidn eslindar

Tabla 4. Aciividad mutagénica del paraquat y del glifosato en ka cepa TA100, con o sin preincubacién y en preeencia de 5-9 {hemogenizado

de higadu) o butier
' 8-8{0.3 ml} Bufter (0.5 m)
Compuasto Dosla/caje Praincubacién “Sin prednoubaoikin Praincubacion Sin preincubaciin
)
X S0 RAM 8 X SD RAM ¢ X s Rw o X sSD RAM 9
HaO oAml 102 13 112 ? 58 10 103 23
59 00 104 18 104 1 10 7 108 21
Parsquat 02 % [ 20 108 1 20 w " 30 o8 11 20
20 112 0 70 110 9 50 108 T 70 121 33 80
200 ° o8 13 70 @ 12 o 0 80 96 17 8.0
Glilosaio 048 678 218 58 500 ed2 240 650 470 848 248 53 480 &0 20 55 480
480 1254 34 112 B840 1232 18 104 290 1173 228 104 750 1161 277 10.0 804
4800 618 W 50 720 544 325 40 SO0 718 38 60 720 BOS 304 es 780
2-AF 100 1033 a 80 800 968 0 83 850 105 10 o1 12 WS 12 ¢o1 03

X= Promacio de caverianies en sels oajas, procsdentes de dos experimenios; RAM « Relacidn de actividad mutsginics; 8 = Valor cbteniic an s andlisls estedistioo de
Kaiz; 2-AF = 2-aminofiuoreno; £D = Dasviacin estinder

AbtiJunio 1987



et |

45
Tabla 6. Actividad mutagénica del paraquat y del gicastc an la cepa TA102, con o sin preincubacién y en presancia de -8 (homogenizado

de higgado) & buffer
S-# (0.3 ml) Buifer (0.5 mi)
Compuasia Doalecaja Preincubacion Sin preincubacién Praincubaaidn Sin praincubacién
)
X sD Ram 8 X SsD RAM o X S0 RaM e X 8D RAM ¢
HeO 0iml 180 a 134 21 153 20 135 30
89 500 184 a2 203 19 217 21 198 13
Parsquyt 0.2 12 11 25 18 20 61 8 27 A30 65 16 90
20 80 12 50 B8 1% 4.0 & 24 100 &0 20 1.8
200 25 10 470 [ 3 200 13 7 210 10 3 200
Glifosats 048 533 84 24 380 B4 109 24 980 568 140 22 380 584 188 26+ 400
480 768 148 19 550 B4D 216 42 620 742 170 12 840 814 210 49 €0.0
@ 218 12 04 210 22 W 08 250 280 42 D5 250 249 18 07 27.0
2-AF 1000 1040 7] 57 830 1124 59 59 880 10{8 49 47 620 1048 &7 S5 a0

X = Promedic de reverianies en aeis cajas, de dos axpermentos; RAM = Flelsckon de actividad mutagénica; 6 = Valor obisnide en ol anilisis sstadistico de
Kaiz; 2-AF = 2-aminolluorenc; SO w Desviaciin astindas
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