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Abstract: Genotoxicity of three pesticides used in Costa Rican banana plantations. The in vitro genotoxic-
ity of imazalil and thiabendazole fungicides and the insecticide chlorpyrifos, compounds used in Costa Rican
banana plantations, was evaluated with the single-cell gel electrophoresis technique (comet assay). The comet
assay is a simple, rapid and low cost technique for quantification of DNA damage. This assay detects DNA sin-
gle-strand breaks and alkali-labile sites in individual cells. The effects were analyzed by using human lympho-
cytes exposed to doses of 0, 25, 50, 75 and 100 pg/ml of each pesticide for 30 min at 37°C. The cells were
embedded in agarose, lysed, subjected to alkaline electrophoresis (pH> 13) for 20 min at 25V, neutralized and
dehydrated to be stained with a fluorescent dye and later comets visualization with the epifluorescence micro-
scope. Chlorpyrifos and imazalil induced significant DNA damage in a dose-dependent manner. Chlorpyrifos
was the major inductor of DNA breaks. These results indicate that both are genotoxic compounds in vitro.
Thiabendazole fungicide did not induced DNA damage using the comet assay for all concentrations tested. Rev.
Biol. Trop. 52(3): 601-609. Epub 2004 Dic 15.
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genotoxico.

La necesidad de producir una mayor can-
tidad y calidad de alimentos mediante el con-
trol de plagas trajo como consecuencia el uso
intensivo de los plaguicidas durante los dlti-
mos 50 afios (Garcia 1997, Chaverri et al.
2000). El uso creciente y la inadecuada mani-
pulacion de estas sustancias han despertado in-
quietudes sobre los riesgos y dafios que
podrian provocar en la economia, el ambiente
y la salud pdblica (Anénimo 1986, Jiménez
1995). Los plaguicidas representan problemas
de intoxicacion para las personas que manipu-
lan, aplican o trabajan con estos productos. De
acuerdo al tipo de toxicidad, estas sustancias
afectan el crecimiento y la sobrevivencia por

factores reproductivos, y en el caso de toxici-
dad aguda podrian causar la muerte de los or-
ganismos expuestos (Baradon y Frixione 1982,
Campbell 1987). También se les ha relaciona-
do a largo plazo con carcinogénesis, mutagé-
nesis, efectos reproductivos y hormonales,
entre otros. Los agroquimicos capaces de in-
ducir cambios en el material genético de tejido
somatico y germinal son considerados mutagé-
nicos, ya que contribuyen a la aparicion de
malformaciones congénitas y a la etiologia del
cancer (Hilje et al. 1987, Wesseling 1993,
1997). Estudios epidemioldgicos los han aso-
ciado con céancer géstrico, de piel, rifiones, hi-
gado, prostata, testiculos en individuos
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expuestos; ademas de sarcomas, leucemia, lin-
foma de no-Hodgkin, mielomas y otros (Wes-
seling 1997).

Desde 1992 Costa Rica es el pais de Amé-
rica Latina con mayor consumo de plaguicidas,
por hectarea y por trabajador (Sanz-Bustillo et
al. 1997). En 1993 se estimd que el consumo
de plaguicida era de 2 kg de ingrediente activo
por costarricense, 22 kg por trabajador agrico-
la 'y 64 kg por trabajador de las bananeras
(Wesseling 1997). Los trabajadores de la in-
dustria bananera tienen un alto riesgo de sufrir
intoxicaciones como consecuencia de exposi-
ciones a plaguicidas, principalmente al plagui-
cida paraquat y a los inhibidores de la
colinesterasa con consecuencias neurotoxicas
y riesgo de céancer a largo plazo (Wesseling
1997). En 1979, el uso del nematicida dibro-
mocloropropano (DBCP) fue suspendido lue-
go de comprobarse la esterilizacion y
reduccion del nimero de espermatozoides de
1500 trabajadores de compafiias bananeras (Ji-
ménez 1995, Wesseling 1996).

Estudios sobre el efecto genotdxico de la
exposicion ocupacional en trabajadoras de las
plantas empacadoras de banano mostraron que
las mujeres expuestas a plaguicidas presenta-
ban un aumento significativo de fracturas cro-
mosomicas y un mayor dafio en la hebra
sencilla del ADN, en comparacion con las mu-
jeres no expuestas. El dafio detectado en el
ADN fue mayor en las mujeres que tienen en-
tre cinco y quince afos de laborar en las empa-
cadoras. Las trabajadoras del empaque del
banano estan expuestas directamente al tiaben-
dazol y al imazalil, que se utilizan dentro de la
planta empacadora, y al insecticida clorpirifos
que viene impregnado en las bolsas que prote-
gen los racimos de la fruta (Cuenca et al.1997,
Ramirez 1998, Ramirez y Cuenca 2002).

Las lesiones en el material genético pue-
den aumentar el riesgo de padecer cancer, de
tener problemas reproductivos y otras afeccio-
nes, de ahi que el uso de biomarcadores es Util
para detectar el dafio genotoxico (Ramirez y
Cuenca 2002, Castro et al. 2004, Cuenca y Ra-
mirez 2004).

La técnica de electroforesis de células
Unicas o0 ensayo cometa es una de las pruebas
capaces de detectar dafios en el ADN y que es
aplicable a estudios de biomonitoreo (Lebailly
et al. 1997). Se caracteriza por ser un método
sensible, rapido, sencillo, de bajo costo y apli-
cable a varios tipos de células (Mckelvey-
Martin et al. 1993). La version de Singh et al.
(1988) bajo condiciones de lisis y electrofore-
sis alcalina (pH>13) permite analizar la migra-
cion del ADN debido a rupturas en la hebra
simple del ADN vy sitios &lcali-labiles (Speit y
Hartmann 1999). El ensayo cometa se utiliza
ampliamente para detectar en células indivi-
duales, el dafio in vitro o in vivo causado al
ADN por agentes genotdxicos, ya sean quimi-
cos o fisicos (Fairbairn et al. 1995, Rojas et al.
1999, Tice et al. 2000).

La técnica ha sido utilizada principalmen-
te para el estudio del dafio genético inducido
por plaguicidas, mutagenos ambientales, nitro-
saminas, drogas y fumado, entre otros (Betti et
al. 1994, Fairbairn et al. 1995, Rojas et al.
1999). Por otra parte, con algunas modifica-
ciones pueden evaluarse la induccion de enla-
ces cruzados, los mecanismos de reparacion
celular y de apoptosis (Fairbairn et al. 1995,
Speit y Hartmann 1999, Tice et al. 2000).

En el presente trabajo se utiliz6 el ensayo
cometa para evaluar la genotoxicidad in vitro de
tres plaguicidas utilizados en las industria bana-
nera de Costa Rica, con el fin de obtener infor-
macion sobre cuél o cuales de las tres sustancias
podrian contribuir al dafio en el ADN encontra-
do en estudios anteriores (Cuenca et al.1997,
Ramirez 1998, Ramirez y Cuenca 2002).

MATERIALES Y METODOS

Agentes quimicos: se evalud el efecto del
insecticida clorpirifos (Dursban) [O,0 dietilo-
(3,5,6-tricloro-2-pirinil) fosforotioato] C.A.S
#2921-88-2 (22.5% i.a) y de los fungicidas
imazalil [+1-(2-(2,4 diclorofenil)-2-(2-prope-
niloxi etil)-1H-imidazol] C.A.S #35554-44-0
(75% i.a) y el tiabendazol [2-(4-tiazolil)
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benzimidazol] C.A.S. #148-79-8 (22% i.a), en
formulaciones comerciales. El clorpirifos se
encuentra impregnado en las bolsas que pro-
tegen los racimos de banano, el imazalil y el
tiabendazol son usados como fungicidas pos-
cosecha.

Preparacion de las células: las células
blancas se aislaron de muestras de sangre de 6
donadores voluntarios (tres de cada sexo), sanos
no fumadores, con una edad promedio de 24.5
afios. Por cada individuo y tratamiento, se to-
maron 10 ml de sangre heparinizada que se pro-
cesO segun el procedimiento desarrollado por
Ramirez (1998), con algunas modificaciones.

Tratamiento in vitro de las células: se to-
maron 60 pl de linfocitos por tratamiento y se
expusieron a soluciones de 0, 25, 50, 75y 100
pg/ml de cada uno de los plaguicidas por 30
min a 37°C. La concentracién de 0 pg/ml se
empled como control negativo y se utilizd el
agua oxigenada (H,0,) como control positivo
a una concentracion de 40ug/ml (McKelvey-
Martin et al. 1993, Tice 1995).

Electroforesis de células Unicas: se reali-
z6 mediante la técnica implementada por Singh
et al. (1988) y Lebailly et al. (1997), con las
modificaciones hechas por Ramirez (1998). Se
prepararon dos repeticiones por cada tratamien-
to. Una vez terminado el procedimiento, se
deshidrataron los portaobjetos con etanol abso-
luto por 5 min para permitir la conservacion de
los mismos hasta su respectiva visualizacion.

Analisis microscopico: las preparaciones
se tifieron con 300 pl de bishenzimida (70
pg/ml) (Sigma H33258) y se observaron en un
microscopio de epifluorescencia (Leitz DIA-
PLAN). Por cada portaobjetos se tomaron foto-
grafias a 15 células al azar con el lente de 25X,
usando una camara (WILD MPS46/52) acopla-
da al microscopio. Se usd pelicula en blanco y
negro llford de 35 mmy ASA 400. La migracion
del ADN se determind tomando la medida de la
longitud del cometa en pm, en los negativos fo-
tograficos, aumentados 80 veces. Las células al-
tamente dafiadas con cabezas poco densas y
colas muy largas o con apariencia de nube se ex-
cluyeron del andlisis por considerarse células
apoptoticas o muertas (Fairbairn et al. 1995).

Analisis estadistico: se utilizo la prueba t-
student para evaluar la genotoxicidad de los
plaguicidas mediante incrementos significati-
vos en la migracion del ADN o longitud del co-
meta respecto al control negativo. Para
determinar si existe una relacion entre la con-
centracion y el dafio observado se uso el anali-
sis de regresion lineal simple. Para este andlisis
se utilizd, para cada plaguicida, la migracion
promedio total de ADN por concentracion
(Gutiérrez 1995).

RESULTADOS

El imazalil y el clorpirifos causaron dafio
en la hebra sencilla del ADN, siendo el clorpi-
rifos el que induce mayor dafio genotdxico. El
tiabendazol no provoco dafios estadisticamen-
te significativos en las concentraciones estu-
diadas en comparacion con el control negativo
(p< 0.05). Las concentraciones de 25, 50, 75y
100 pg/ml, tanto del imazalil como del clorpi-
rifos causaron incrementos altamente signifi-
cativos (p< 0.0001) en la migracion del ADN,
con respecto al control negativo. El dafio cau-
sado es dependiente de las concentraciones uti-
lizadas (Cuadro 1).

La concentracion mas baja de imazalil du-
plico la longitud de los cometas y la concen-
tracion de 75 pg/ml la triplico con respecto a
las células sin tratamiento. En la concentra-
cion de 100 pg/ml la migracion de ADN dismi-
nuy6 respecto al tratamiento de 75 pg/ml. El
clorpirifos provocé una mayor dispersion del
ADN. En la concentracién de 25 pg/ml la lon-
gitud del cometa aument6 2.2 veces y en la
concentracion mayor el incremento fue de casi
4 veces, en contraste con el control negativo
(Cuadro 1).

Existe una correlacion lineal positiva entre
la migracion del ADN y las concentraciones
probadas, tanto en el imazalil (r= 0.92) como
en el clorpirifos (r= 0.95) (p< 0.05); no asi pa-
ra el tiabendazol (r= 0.44), que no induce cam-
bios en la migracion del ADN al variar la
concentracion (Cuadro 2, Fig. 1). De este mo-
do, conforme aumenta la concentracion, la
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CUADRO 1
Longitud del cometa en pum de linfocitos de sangre periférica expuestos a distintos tratamientos con
los fungicidas imazalil y tiabendazol, y el insecticida clorpirifos (n =180 células/ tratamiento)

TABLE 1
Comet length (um) of peripheral blood lymphocytes exposed to different treatments of pesticides:
imazalil, thiabendazole and chlorpyrifos (n= 180 cells/ treatment)

Concentracion (pg/ml)

Imazalil
0 15.08
25 28.542
50 37.37%
75 44,312
100 41,522

Longitud promedio del cometa (um)

Clorpirifos Tiabendazol
15.47 18.39
35.39° 18.90
40.92b 18.88
46.38° 18.39
53.38° 18.20

a 'y b: Diferencias significativas con el control negativo correspondiente p< 0.0001 con la prueba t-student.

CUADRO 2
Dafio en la hebra simple del ADN. Regresion lineal simple para el anélisis de la variable concentracion

TABLE 2
Single stranded DNA damage. Simple linear regression for the analysis of the concentration variable

Plaguicida Variable Coeficiente de
correlacion (r)
Imazalil Concentracion 0.91
Clorpirifos Concentracion 0.95
Tiabendazol Concentracion 0.44

longitud del cometa también se incrementa. La
variabilidad en la migracion del ADN fue de
un 84% y 91% para el imazalil y clorpirifos,
respectivamente, como consecuencia de la ex-
posicion de los linfocitos a las concentraciones
de los plaguicidas (Cuadro 2).

DISCUSION

Los datos experimentales indican que el
imazalil y el clorpirifos son compuestos con
actividad genotoxica in vitro detectada con el
ensayo cometa.

La genotoxicidad del imazalil no ha sido
estudiada in vitro en células humanas; sin em-
bargo, Muto et al. (1997) y Sanderson et al.
(2002) demostraron la capacidad de este com-
puesto para inhibir la actividad del citocromo
P450 dependiente de monoxigenasas en ratones

Coeficiente de
determinacion (R?)

Coeficiente de
regresion (b)

Significancia
(t-student)

0.84 0.27460 0.028
0.91 0.34724 0.012
0.20 -0.00356 0.456

ddY y la enzima aromatasa CYP19 en células
humanas. La enzima CYP19 es importante en
la sintesis de esteroides por lo que el imazalil
podria afectar el sistema reproductivo.

El clorpirifos es uno de los insecticidas de
mayor uso en el mundo, de ahi que los posibles
efectos de su exposicion hayan sido amplia-
mente estudiados. Varios autores informaron
que esta sustancia causa dafio genético in vivo e
in vitro porque mostré resultados positivos al
evaluarla con diferentes sistemas, como los en-
sayos de aberraciones cromosomicas, de micro-
nlcleos, de mutagénesis e incluso con el ensayo
cometa. Sin embargo, su potencial mutagénico
y carcinogénico continda siendo controversial
(Stachetti et al. 1998, Rahman et al. 2002).

A diferencia del imazalil y el clorpirifos,
el tiabendazol no indujo dafio al ADN en las
concentraciones estudiadas. Lo anterior con-
cuerda con otras investigaciones que tampoco
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Fig. 1. Relacion dosis-respuesta observada después de
tratar linfocitos a diferentes concentraciones de los tres
plaguicidas.

Fig. 1. Dose-response relationship observed after treating
lymphocytes with three different pesticides.

observaron efecto genotoxico del tiabendazol
en ensayos in vivo e in vitro de aberraciones
cromosomicas y con los estudios de mutageni-
cidad y carcinogénesis en ratones, conejos y
bacterias (Lankas et al. 2001, Tada et al. 2001,
Watanabe-Akanuma et al. 2003). Ademas, el
tiabendazol presenta una débil actividad aneu-
génica en células somaticas y germinales que
es caracteristica de los compuestos quimicos
relacionados al benzimidazol (Mailhes et al.
1997). Watanabe-Akanuma et al. (2003) no
observaron efectos mutagénicos en bacterias
expuestas a tiabendazol. Sin embargo, infor-
maron sobre su capacidad mutagénica cuando
es fotoactivado con luz UV. El ensayo cometa
se ha utilizado en estudios in vivo con ratones
ddY y CD-1, a los que se les suministraron do-
sis orales de tiabendazol (200-2000 mg/kg)
para determinar el dafio al ADN en varios or-
ganos como el estémago, higado, pulmoén, en-
tre otros, y se encontraron incrementos
significativos en la longitud del cometa (Sasa-
ki et al. 1997, 2002). Sin embargo, la técnica
no ha sido empleada para evaluar el efecto ge-
notoxico del tiabendazol en células humanas.
Las rupturas que se producen en el ADN
pueden ser producto de: (a) La accion directa
de una sustancia genotdxica en el material ge-
nético, (b) La activacion de mecanismos de re-
paracion en las células y (c) Los procesos
normales de apoptosis, necrosis y duplicacion
celular. La técnica permite medir eficazmente
las lesiones como producto de la interaccion
directa de los plaguicidas con el ADN, porque
el tiempo entre la exposicion y la expresion del
dafio es muy corto como para desencadenar los
procesos de reparacion celular (Ribas et al.
1995). Algunos autores afirman que las fractu-
ras del ADN formadas mientras actGian los me-
canismos de reparacion por escision de bases,
también causan migracion del ADN, cuantifi-
cable con el ensayo cometa, por lo que la repa-
racion del ADN puede influir en los resultados
obtenidos en los estudios in vivo (Hartmann et
al. 1995 citado por Blasiak et al. 1999). Sin
embargo, los mecanismos de reparacion
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actlian si aparecen alteraciones en el material
genético, como las inducidas por los plaguici-
das genotoxicos.

Los cometas que se forman como produc-
to de los procesos normales de la célula no in-
terfieren, en este caso, con la interpretacion de
los datos obtenidos ya que los resultados se es-
tan comparando con el control negativo.

Para efectos de esta investigacion la pri-
mera causa es la mas relevante y consiste en la
modificacion quimica que sufre el ADN al
reaccionar directamente con el imazalil y el
clorpirifos. Se producen alteraciones en las
bases nitrogenadas, ya sean aductos o sitios
abasicos en la molécula. La mayoria de las sus-
tancias consideradas genotoxicas y/o carcino-
génicas son altamente electrofilicas, por si
solas; o pueden ser activadas a metabolitos
electrofilicos por medio de los mecanismos del
metabolismo xenobidtico de los seres vivos.
Las sustancias electrofilicas tienen la capaci-
dad de unirse covalentemente a moléculas
bioldgicas (Searle 1984). En compuestos or-
ganofosforados como el clorpirifos, el grupo
fosforilo es un sitio electrofilico potencial que
puede reaccionar con el ADN y su grupo alqui-
lo tiene la capacidad de interaccionar con cen-
tros nucleofilicos de la molécula como el
nitrégeno 7 de la guanina. En el caso del ima-
zalil, probablemente el grupo etil (alquilo) y el
anillo polar imidazole (C,H,N,) facilitan la ac-
cion de este plaguicida sobre el ADN. De este
modo, el clorpirifos y el imazalil podrian estar
actuando como agentes alquilantes (AA). Los
AA pueden reaccionar con centros altamente
nucleofilicos del ADN (atomos de nitrégeno) o
poco nucleofilicos (d&tomos de oxigeno). Laal-
quilacion de los oxigenos esta relacionada con
efectos mutagénicos y oncogénicos, mientras
que la de los nitrogenos se asocia con citotoxi-
cidad. La polaridad del fosforilo (presente en
el insecticida clorpirifos) y del anillo imidazo-
le (en el fungicida imazalil) podria favorecer la
unién de los plaguicidas al ADN, lo que lleva
a la formacion de aductos en la molécula que
se traducen en rupturas cuando se realiza el en-
sayo cometa. La accion del clorpirifos sobre el
ADN se caracteriza por la inhibicién de la

sintesis del ADN (Qiao et al. 2003). El tiaben-
dazol no provoca dafios genotdxicos significa-
tivos, debido a que no posee carbamatos del
tipo benzimidazol; ni es metabolizado a este ti-
po de sustancias, a diferencia de otros com-
puestos quimicamente similares como el
benomil y el carbendazin (Lankas et al. 2001).
Sin embargo, el tiabendazol inhibe el ensam-
blaje de los microtubulos lo que explica su le-
ve capacidad para provocar aneuploidias
(Mailhes et al. 1997).

Los dafios en el ADN producidos por
efectos genotoxicos estan relacionados con la
induccion de mutaciones y subsecuentemente
con la etiologia del cancer. Las células que su-
fren dafios en el material genético pueden ser
incapaces de reparar las lesiones provocadas
en su ADN, ya sea por deficiencia en los me-
canismos de reparacion 0 por reparaciones
erréneas o incompletas. La pérdida en la inte-
gridad del ADN podria expresarse y transmi-
tirse a la descendencia celular; lo que puede
aumentar el riesgo de padecer cancer y la posi-
bilidad de desarrollar inestabilidad genémica o
envejecimiento celular. Un aspecto a tomar en
cuenta es el sitio en el que ocurren las rupturas;
algunos plaguicidas pueden actuar sobre genes
supresores de tumores, en los proto-oncogenes
y en los genes involucrados en los mecanismos
de reparacion (Blasiak et al. 1999).

El imazalil y el clorpirifos causaron dafios
en la hebra simple del ADN de manera depen-
diente en las concentraciones usadas, sin em-
bargo, la linealidad positiva se perdié por el
efecto citotoxico que podria presentarse en
concentraciones altas, como en el caso del
imazalil en la concentracion de 100 pg/ml.

La genotoxicidad in vitro del imazalil y el
clorpirifos indica que estos plaguicidas proba-
blemente contribuyeron al dafio encontrado en
el ADN de los linfocitos de las trabajadoras ba-
naneras, observados por Ramirez y Cuenca
(2002), y a una mayor frecuencia de fracturas
cromosomicas observadas también en esta po-
blacion (Cuenca et al. 1997). No obstante, es-
tas trabajadoras estdn expuestas a mezclas
complejas de plaguicidas, por lo que habria
que analizar el comportamiento de las mezclas



INTERNATIONAL JOURNAL OF TROPICAL BIOLOGY AND CONSERVATION 607

de ambos compuestos y de cada uno combina-
do con los otros plaguicidas usados en las plan-
taciones, para evaluar posibles efectos
antagonicos o sinérgicos que modifiquen su
potencial genotoxico. Por otra parte, en la vi-
da real lo que se expone es el organismo com-
pleto, donde estan activos los mecanismos de
tolerancia, reparacion y el metabolismo xeno-
bidtico, efectudndose simultdneamente la ac-
cién conjunta de diversos 6rganos y hormonas
que participan en la detoxificacion, de tal mo-
do que se debe tener mucha cautela al extrapo-
lar los resultados que se obtienen en estudios in
vitro a lo que ocurre in vivo (Betti et al. 1994,
Ramirez 1998).

En los estudios de monitoreo genotdxico
es fundamental contar con biomarcadores de
gran sensibilidad y bajo costo que permitan
aplicarse a muestras de diferente tamafio. La
técnica de electroforesis de células Unicas cum-
ple con estos requisitos. Aunque es un método
inespecifico, al igual que los ensayos de aberra-
ciones cromosomicas y de microntcleos, cons-
tituye una valiosa herramienta para estudiar el
potencial genotdxico de agentes quimicos o
ambientales, por lo cual esté siendo aplicada en
gran cantidad de investigaciones.

RESUMEN

Se evalud la genotoxicidad in vitro de los fungici-
das imazalil y tiabendazol y del insecticida clorpirifos,
formulaciones empleadas en las bananeras costarricen-
ses, utilizando la técnica de electroforesis de células uni-
cas (ensayo cometa). El ensayo cometa es una técnica
simple, rapida y de bajo costo para la cuantificacion de
dafios en el ADN, en términos de rupturas y sitios élcali-
labiles, en la hebra simple del ADN de células individua-
les. Se expusieron linfocitos humanos a concentraciones
de 0, 25, 50, 75y 100 pg/ml de los plaguicidas, por 30 min
a 37°C. Las células fueron embebidas en agarosa, se pro-
voco la lisis de sus membranas citoplasmaticas y se some-
tieron a electroforesis alcalina durante 20 min a 25V. Por
Gltimo, las preparaciones se neutralizaron y se deshidrata-
ron, para el posterior tefiido de las Iaminas con el fluoro-
cromo y la visualizacion de los cometas en el microscopio
de epifluorescencia. El clorpirifos y el imazalil inducen
dafios significativos en la hebra sencilla del ADN en for-
ma dependiente de la concentracién, siendo el clorpirifos
el mayor inductor de rupturas en el material genético. Es-
tos resultados indican que ambos se comportan como

compuestos genotoxicos in vitro. El fungicida tiabenda-
zol mostré resultados negativos en las concentraciones
empleadas.
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