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ra: Por contacto, por ingestién, sistémicos, asfixiantes y
polivalentes. (30)
Segin el tipo de compuesto activo se subdividen asi:
Clorados, como DDT y Eldrin.
Organofosforados, como Parathion, Malathion y Azodrin.
Carbamatos, como Servin y Baygon.

De éstos grupos, el de los clorados ha disminuido su -
produccidén en la actualidad, y es el de los organofosforados
el que ha tenido gran auge dltimamente; a este grupo pertene
ce el Azodrin, cuyo empleo estd muy difundido en México, uti
lizandose en cultivos como: algoddn, tomate, maiz, soya, sor
go, el chile , cafia de azicar, papa, tabaco, las cucurbita--
ceas, el trigo y los citricos: todos ellos cultivos de prime
ra necesidad en nuestro pais. Este compuesto serd el utiliza

do en el desarrollo de la presente tesis.

Los plaguicidas son utilizados generalmente a dosis bajas
y las pruebas realizadas para determinar su grado de toxici-
dad son casi siempre suficientes en este sentido; empero, re
cientemente ha surgido la pregunta de si éstos compuestos son

capaces de producir dafio a nivel genético (esterilidad, abor-



tos espontfneos, malformaciones congénitas, etc) en los anima

les, el hombre mismo y sus descendientes.

Se hace patente la necesidad de establecer métodos o sis
temas de prueba sensibles, confiables y sencillos que sean ca
paces de proporcionar la informacidn sobre los efectos de los
plaguicidas a nivel del material genético. Este es el objeti-

vo principal del presente trabajo.

De las pruebas de mutagenicidad mayormente difundidas po
demos mencionar a las siguientes: "La prueba de Ames”, El en-
sayo mediado por el huésped, Prueba del Locus especifico, Prue
bas utilizando a Drosophila melanoqaster, Estudios citogenétj
cos en mamiferos,tanto "in vivo" como "in vitro" y la Prueba

de Induccién de mutaciones Dominantes Letales en ratones.

Los sistemas utilizados ser&n: Estudio citogenético "in
vitro"; y la prueba de Induccidn de Mutaciones Dominantes Le-

tales en ratones.
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GENERALIDADES

I.- Sistemas de Deteccién de Mutdgenos Ambientales.

Brevemente explicados, los sistemas de deteccidn de mutd

genos que mis se han difundido son los siguientes:

1) SISTEMAS BACTERIANOS. Posiblemente la prueba mas ampliamen
te utilizada es aquella que emplea cepas de la bacteria Sal-
monella typhimurium especialmente construidas, esta prueba es
frecuentemente sefialada como "La Prueba de Ames”.

La prueba de Ames utiliza diferentes cepas mutantes de -
S. typhimurium auxotréficas a histidina, y que dependen de un
aporte externo de este aminodcido para crecer.

En presencia de un compuesto mutagénico, estas cepas son
capaces de "revertir" su mutacidn y regresar al tipo silvestre
(wild), el cual es capaz de sintetizar histidina.

Dichas cepas tienen mutaciones adicionales en la pared -
celular, que las hacen permeables a moléculas grandes, lo que
incrementa su sensibilidad a esta clase de agentes quimicos.

Se han utilizado otras bacterias como Escherichia.: coli

y algunos sistemas eucariSticos como el hongo Neurospora cra-



gssa y la levadura Sacharomyces cerevisiae.

La popularidad de estas pruebas para los cientificos, ra
dica en el hecho de que son las pruebas menos costosas y que
requieren minimas cantidades de espacio y equipo. Por supues-
to se necesitan personas altamente especializadas en procedi-
mientos microbiolSgicos.

Muchos investigadores (5) estiman que estas pruebas a pe
sar de proporcionar valiosa informacién sobre el efecto de los
compuestos quimicos sobre el AIN, no puede ser directamente ex
trapolada al hombre, ya que dificilmente podemos encontrar my
chas semejanzas entre una célula bacteriana y organismos supe

riores, como uh mamifero o el hombre mismo.

2) ENSAYO MEDIADO POR EL BUESPED.En este ensayo, el mamifero
huésped durante el tratamiento con un mutfigeno gquimico poten--
cial, es inoculado con un microorganismo indicador en el cual
puede medirse ficilmente su frecuencia de mutacién.

Es importante notar que el mutdgenc y el microorganismo
son administrados por diferentes vias. Después de un perfodo -
de tiempo conveniente, el microorganismo es retirado del ani-



mal y se determina la induccidén de mutantes en él. La compa
rasién entre la accién mutagénica en el microorganismo direc
tamente y en el ensayo donde media el huésped, indica si és
te puede modificarlo y formar productos mutagénicos como re
sultado del mamifero.

En esta prueba se han empleado las cepas de Ames, auxo-
tréficas a histidina preferentemente, aunque también se han
utilizado cepas del hongo Meurospora crassa en forma limi-
tada.

El ensayoc mediado por el huésped es un simple y répido
procedimiento que proporciona informacién Gnica en la carag
terizacién de agentes mutagénicos, pero presenta el mismo -
problema que la prueba de Ames, y es su diffcil extrapola--
cién de resultados al hombre.

3) DROSOPHILA MELANOGASTER.(mosca de la fruta). El uso de -
este sistema para estudios de mutagénesis presenta ciertas
ventajas:

Son raros los orgqanismos superiores que pueden sexr cop

servados en tan gran nimero, tan féicil y econimicamente como



puede serlo Drosophila. De esta forma, uno puede estudiar mu
chos tipos de alteraciones genéticas: Dominantes Letales, -
Mutaciones Puntuales, Rearreglos Cromosdmicos, y Pérdida de

los cromosomas X 6 Y.

4)PRUEBA DEL LOCUS ESPECIFICO. La prueba de Locus especifico
en ratones, es un método para detectar y medir velocidades -
de mutacién en algunos Loci recesivos.

El método basicamente consiste en cruzar ratones trata-
dos y no tratados de tipo silvestre, machos o hembras, con u
na cepa de ratones homocigota para un nimero conocido de ge-
nes recesivos. Los genes recesivos son tales que ra'pidanante
se expresan como fenotipos visibles en el estado homocigoto.

Si una mutacién ha ocurrido en cualquiera de los loci -
probados en las células germinales de los animales tratados,
serd detectada en la descendencia. Si no han ocurrido mutacio
nes con el tratamiento, la progenie serd del tipo silvestre.

La principal desventaja de ésta prueba es que requiere -
la produccién de gran nimero de animales y consecuentemente

espacio considerable de almacenaje.




glos de sus cromosomas. La incidencia de tales aberraciones
cromosémicas puede ser correlacionada con la administracién
o exposicién a mutfgenos quimicos potenciales.

Los procedimientos citogenéticos han sido también apli
cados al estudio de los cromosomas meidticos. Tales procedi
mientos nos llevan a estudiar cambios cromosémicos dentro -
del espermatocito mismo.

Esta es una de las pruebas mis eficientes y que propor
ciona informacidén de mejor calidad, y sobre todo, que puede -
ser aplicada al hombre sin mayor riesgo que una extraccién -

de sangre.

6) PRUEBA DE INDUCCION DE MUTACIONES DOMINANTES LETALES EN -

RATONES. La mutacidn Dominante Letal es un evento genético -
que mata al individuo que la contiene. Esta prueba es un in-
dicador conveniente de dafio genético grueso y ha sido emplea
da ampliamente en mam{feros para medir los efectos de rayos -
X y mutdgenos quimicos. Los datos Qe este sistema pueden ser
apropiadamente extrapolados al hombre, ya que se ha reconoci

do que muchas enfermedades humanas autosémicas son debidas a
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mutaciones Dominantes Letales.

Las bases genéticas de la Letalidad Dominante son prin-
cipalmente: la induccién de aberraciones numéricas y estruc-
turales de los cromosomas, tales como traslocaciones, aneu -
ploidias; secuencialmente, &sto puede inducir: pérdida de -
preimplantacién de cigotos no-viables, muerte fetal temprana

y esterilidad de la progenie Fy-

The Advisory Panel on Mutagenicity of Pesticides, y la
FDA Advisory Committee on Protocols for Safety Evaluation -
(24), han recientemente recomendado que los pesticidas y a-
ditivos de los alimentos,sean rutinariamente estudiados para
mutagenicidad en mamiferos, antes de su registro.

Recomiendan asimismo, el empleo de la prueba de Induc--
cién de Mutaciones Dominantes Letales, e indican como puede
ser integrada en la préctica toxicoldgica de rutina.

El ensayo, como cléisicamente se describe, consiste en -
inocular una sola vez, con una dosis sub-tSxica de la sustap
cia que se desea probar, a ratones o ratas machos, y cruzar-
los con hembras no tratadas por un periodo de tiempo conve -
niente para asegurar la fertilizacidn, entre 12 y 20 dfas -

después las hembras son disecadas y examinados los Gteros en
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busca de fetos muertos tempranamente y embriones vivos.
Los efectos mutagénicos son convencionalmente expresa
dos por medio del Indice Mutagénico:

(Embriones muertos/ implantaciones totales)X100.

Considerando que la prueba de Induccidn de Mutaciones
Dominantes Letales y el Estudio Citogenético "in vitro" -
reunen las mejores caracter{sticas, y nos proporcionan da-
tos directamente aplicables al hombre: serén las utilizadas

y estandarizadas en el desarrollo de la presente tésis.
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II.- Caracteristicas de los compuestos.

1) AZODRIN ( 18, 19, 32, 34, 45)

Insecticida de accién répida sistémica, estomacal y de
contacto, utilizado contra una amplia gama de plagas en una
variedad también grande de cultivos. Persistencia de 1 a 2
semanas.

Ha causado fitotoxicidad bajo condiciones de frio inten
S0 en manzanas y algunas variedades de sorgo.

Se trata de un sélido cristalino, miscible en agua, so
luble en acetona y etanol, ligeramente soluble en xileno, pe
ro casi insoluble en keroseno y aceites.

DL aguda para ratones es de 13.23 mg/ Kg.

Uaig : Efectivo contra una amplia qama de plagas, inclu-
yendo: ficaros, escarabajo comedor de hojas, chinche y orugas.
El nombre quimico del azodrih es: Dimetil fosfato de 3-
hidroxi-N-metil-cis-crotonamida; por lo tanto pertenece al -
grupo de los organofosforados, cuyo principal mecanismo de -

accién es inhibir a la colinesterasa.
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Estructura Quimica:
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En México este insecticida es fabricado y distribuido por

Quimica Lucava S.A.: Edo. de Méx. México.

2) METIL METANO SULFONATO ( 12, 15, 16, 17, 27, 31, 46, 52, 26)

Conocido y potente mutfigeno, utilizado para estandarizar
muchas de las pruebas de mutagenicidad por muchos de los gru-
pos de investigacidn.

Pertenece al grupo de los mutfigenos alquilantes, que ac-
tdan directamente sobre el material genético.

Se reconoce su capacidad de producir aberraciones cromo-
sémicas en células germinales.

Estructura Quimica:
(o]

GH3y—0—S—0—CH;3
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Punto de ebullicién de 202-203YC, soluble en agua y sol

ventes polares.

Fabricado por Eastman Organic Chemicals, Rochester, N.Y.

3) METIL MERCURIO ( S6, 25, 30 )

Sustancia ampliamente difundida en la industria de los
colorantes y pinturas, se utiliza para inhibir actividad bag
terial y crecimiento de hongos en superficies recién pinta-
das.

Se ha reportado (25) que el Metil Mercurio produce da-
fio cromosémico en células humanas "in vitro", ésto ha sido
confirmado por varios investigadores.

Parece ser que el Metil Mercurio interfiere con el ma-
terial genético directamente causando rupturas, también se
ha reportado que afecta la divisidn celular normal, por in-
teraccién con los grupos sulfhidrilo de las proteinas que

rodean al AIN.
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MATERIAL Y METODOS

1.- BQUIPO

Microscopio éptico. (Zeizz Jena).

Microscopio estereoscépico.

Centrifuga clinica.

Campana de flujo laminar para cultivos celulares "VECCO".

Equipo de diseccién.

2.- REACTIVOS

Cloruro de sodio. (Merck).

Metil Metano Sulfonato. (Eastman Organic Chemicals, Roches
ter, N.Y.)

Azodrin. (quimica Lucava, Edo. de Méx., Méx.)

Eter etilico. (Merck).

Medio para cultivo celular HAM-F-10. {Gibco, USA).

Suero fetal de ternera. (Biocel, Méx.).

Cloruro de potasio. (Merck).

Alcohol metilico. (Merck).



-19 -

Acido acético glacial. (Merxck).

Metil Mercurio. (Calbiochem, USA).

Heparina sédica grado reactivo. (Sigma Co., USA)
Bicarbonato de sodio. (Merck).

Colorante Giemsa. (Sigma, Méx.).

Colchicina. (Ciba-Geygi).

3.- MATERIAL

Jaulas de pléstico para ratones.

Pipetas estériles y no estériles de 1ml, S ml y 10 ml.
Pipetas Pasteur.

Cajas de Petri.

Portacbjetos de vidrio.

Jarras de Coplin para tincién.

Filtro Millipore con membrana de 0.22 micras de difmetro, es-
téril.

Matraces de vidrio estériles.

Frascos de tapSn de rosca estériles de 30 ml aproximadamente.
Jeringas de pléistico desechables estériles de 1 ml y 5 ml.

Tubos de centrifuga de pléistico estériles y no estériles de -
capacidad de 15 ml.



Guantes de létex para cirujano.

Algodén.
Tanque de (!)2.
4.-_MAT) I I

Ratones de laboratorio cepa Balb-C.

Sangre venosa completa de donadores adultos clinicamente sanos.



PRUEBA DE INDUCCION DE MUTACIONES DOMINANTES LETALES

EN RATONES.

En esta prueba se utilizaron ratones machos (cepa Balb-C)
mayores de 10 semanas de edad y hembras virgenes de la misma -

edad.

1.- Se inocularon intraperitonealmente los machos (30), en un
volumen de 0.20 ml. con: Azodrin (2.5 mg/Kg. de peso): Metil -
Metano Sulfonato (100 mg/Kg de peso) y solucién de cloruro de
sodio 0.85% para: problemas, control de referencia y controles
respactivamente.

2.- Despues de 24 hrs. para adaptacidn, se colocS cada macho -
con 2 hembras virgenes no tratadas.

3.- Dieciocho dias después todas las hembras fueron sacrifica -
das por eterizacidn.

4.- Se extrajeron los dos cuernos del Gtero y una seccidn de la
vagina, se colocaron en una caja de Petri que contenia solucién
salina fisiolégica. Se lavaron varias veces por cambioc de esta -
solucién.



5.- Se buscaron embriones vivos y deciduomatas (molas), indi-
cativas de embriones muertos temprana o tardiamente despues -

de la implantacién.



ESTUDIO CITOGENETICO LEUCOCITOS HUMANOS

“IN VITRO"
Medio de cultivo
Medio Ham P-10% 4.0 ml.
Suero Fetal Bovino 0.5 ml.
Sangre completa heparinizada 0.3 ml.
Fitohemaglutinina "m" 0.2 ml.

5.0 ml.

* Medio preparado conforme a las especificaciones del fabri -

cante. (Gibco. USA).

INICIO DEL CULTIVO

1.- Se obtuvieron por puncidn venosa cinco ml. de sangre de
donadores clinicamente sanos utilizandoc una jeringa estéril
previamente heparinizada (0.2 mg/ml.de sangre).

2.- Se inicid el cultivo afiadiendo los reactivos en el orden
y cantidad indicados anteriormente, todo dentro de una campa-
na de flujo laminar para preservar la esterilidad.

3.- Se incubaron los frascos a 37°C en una estufa microbiols-



gica, agitfndolos dos veces al dia durante 72 horas, hasta

su cosecha.

EXPOSICION

a) Estudio del efecto del tiempo de exposicidn.

1.- A las 24, 36 y 48 horas (15,16,20) de iniciado el culti-
vo se afiadieron soluciones previamente esterilizadas de: Me-
til Mercurio (concentracién final de 50 mcg/ml), (25), para
el control de referencia:; Azodrin (concentracién final de --
15 mcg/ml) a los frascos problema, y 0.5 ml. de solucién de
cloruro de sodio 0.85% para los cultivos controles.

2.- Se incubd en la forma descrita anteriormente.
b) "Pulso® de 4 horas.

1.- Dos horas después de iniciado el cultivo (Pag.23-2), se
afiaden solucidén de Azodrin, Metil Mercurio y Solucidén salina
fisiolSgica de la misma manera que en el numero 1 del inciso a.
2.- Cuatro horas después de iniciada la exposicidn se transfi-
rié el cultivo a tubos de centrifuga estériles, y se centrifu-
g5 a 1,000 rpm durante 5 minutos.

3.~ Se retird el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur --

estéril, se lavs el botdn celular cinco veces, cada una de e--
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llas con 5 ml. de solucidén salina fisioldgica estéril.

4 .- Se resuspendieron las células en 1 ml. de solucién sa-
lina fisioldgica y se transfirieron a frascos nuevos, don-
de previamente se habian colocado medio HAM F-10 y suero -
fetal bovino como en un cultivo normal.

5.- Se afiadieron 0.2 ml. de Fitohemaglutinina, y se reini-
cié la incubacién hasta completar 72 horas antes de la co-

secha.

c) Bstudio del efecto de la dosis sobre leucocitos

humanos .

1.- Veinticuatro horas después de iniciado el cultivo (Pag.
23), se afiadieron soluciones de Azodrin en las siguientes--
concentraciones finales: 1,5,10,15 y 20 mcg/ml. para los pro
blemas; Metil Mercurio concentraciones finales de 10,20, 30,
40 y 50 mcg/ml. para los controles de referencia y solucién
salina fisioldgica 0.85% para los controles.

2.- Se reinicié la incubacién en la forma descrita anterior--

mente hasta completar 72 horas antes de la cosecha.



COSECHA DE LAS CELULAS
Método modificado de Moorhead, (2,40).

1.- Dos horas antes de 1la cosecha (a las 70 horas de culti-
vo), se afiaden a los frascos 0.1 mcg/ml. de Colchicina.

2,- Se centrifuga a 1,000 rpm/10' y se descarta el sobrena-
dante.

3.- Se resuspenden las células, se afiaden 5 ml. de solucidén
hipoténica de KCl1 0.075 M., incubada previamente a 37°C. Se
mezcla bien y se incuba en bafio maria a 37°C. durante 15'.
4.- Se centrifugé a 1,000 rpm/5', se descartd el sobrenadan-
te (las manipulaciones en este paso deben de ser mucho més--
cuidadosas, pues las células se encuentran muy frégiles: el
tiempo total de exposicidn a la solucién hipotdnica no debe
ser mayor de 25').

5S.- Se resuspendieron las cé&lulas utilizando una pipeta Pas--
teur.

6 .- Manteniendo dentro de la pipeta Pasteur la suspensién de
células se colocaron en el tubo 5 ml. de fijador de Carnoy -~
(Metanol-Acido acético 3:1 preparado en el momento), (20).

7.- Con un solo movimiento se mezclaron las células répidamen-
te con el fijador, evitando as{ la formacién de grumos diffci-

les de manejar mfés tarde, se dejaron a temperatura ambiente --
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durante 30'.

8.- Se centrifugd a 1,000 rpm/5', se descartd el sobrena-
dante, se efectuaron cambios de fijador hasta que el 1i--
quido estuvo transparente.

9.- Por dQltimo, se resuspendieron las células en un vold-
men de 0.5-1 ml. de fijador fresco y se prepararon las la-
minillas.

PREPARACION DE LAS LAMINILLAS

1.- Utilizando una pipeta Pasteur se dejaron caer desde una
altura de 30 cms. aproximadamente 2 6 3 gotas de suspensidn
celular sobre una laminilla seca, perfectamente libre de gra-
sa y otras impurezas. (Si los cromosomas no se dispersan bien
o lo hacen demasiado, se preparan nuevas laminillas corrigien-
do la altura).

2.- Se dejaron secar las laminillas a temperatura ambiente.
3.- Se tifieron con colorante Giemsa al 10% durante 10'.

4.- Se lav$ el exceso de colorante con agua corriente y se de-

jaron secar a temperatura ambiente.



OBSERVACION DE LAS LAMINILLAS

1.- Utilizando el.objetivo 10 X, se rastrearon las lamini-
llas en busca de metafases convenientes para su anflisis.
2.- Con objetivo 40 X, se determind el nimero modal de cro-
mosomas y el {ndice mitdtico, (24)s

NGmero de células en mitosis / 1000 células en cultivo.
Es necesario contar un minimo de 4,000 células.
3.- Con el objetivo de inmersién se identificaron las abe-
rraciones cromosdmicas (rupturas,cromoscmas en anillo,di--
céntricos, etc.).
4.- Se fotografiaron las metafases escogidas, y se reali--

zaron amplificaciones segin las necesidades y conveniencias.



RESULTADOS.



RESULTADOS
>
1.- Prueba de Induccién de Hutaciones Dominantes Letales

en ratones.

Esta prueba se desarrolld inoculando 30 ratones machos
mayores de 10 semanas de edad y de 30 gr. de peso para cada
uno de los compuestos utilizados (ver material y métodos);

y cruzando cada uno de ellos con 2 hembras virgenes no tra-
tadas.

Se escogid el Metil Metano Sulfonato como control de --
referencia debido a su reconocido poder mutagénico, en espe-
cial a su probada capacidad de inducir mutaciones Dominantes
Letales (1,4,8,12,21,23,24,40), y a que es ampliamente recc-
mendada por diferentes grupos de investigadores como mutfige-
no de eleccidon para estandarizar métodos de deteccidén de mu-
tégenos quimicos o fisicos.

Los resultados de la examinacidn uterina se encuentran
en el cuadro No.I: donde puede observarse el alto grado de--
mutaciones Dominantes Letales (76.45%), producidas por el Me
til Metano Sulfonato comparéndolo con el control (1.97%) de
solucién salina fisiolSgica, ésto indica que el método es con-
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fiable y altamente reproducible.

En el caso del Azodrin, existe s6lc un reporte pre--
vio de dafio genético investigado en este insecticida (45);
se procedié en la misma forma que con el control de refe--
rencia y los resultados fueron similares. Se observdé induc
cién de mutaciones Dominantes Letales por el Azodrin, aun-
que en menor grado que con el MMS,s6lo del 28.75%. Los re-
sultados se encuentran en el cuadro No.I.

En la grifica No.l se representan en forma esquemfiti-
ca los resultados de esta prueba y se comparan entre si —-
los diferentes compuestos utilizados.

En las figuras 1,2 y 3, se observan ejemplos de ite--

ros grévidos mostrando los resultados de esta prueba.

CALCULO DEL INDICE DE MUTACION

Se determind el indice de mutacién para cada uno de

los compuestos de acuardo a la firmula (52):

DECIDUOMATAS
INDICE DE MUTACION =

X 100
IMPLANTACIONES
TOTALES
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Para controles (solucién salina fisiolSgica)

0.17
I.M.=

X 100 = 1.97
8.59

Para controles de referencia (Metil Metano Sulfonato)

6.98
I.M =

X 100 = 76.45
9.13

Para Azodrin

2.30
I.M, =

X 100 = 28.71
8.01
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Gragica No. 1. Induccién de Mutaciones Dominantes
Letales en ratones.



Fiqira No. 1. Utero grdvido normal (SSF).

Figira No._ 2, Utero grdvido normal (arriba);SSF
Utero de una hembra con mutaciones
Dominantes Letales (MMS). (abajo)



Fiqura No. 3. Utero grdvido mostrando un embrion muerto

(grupo tratado con Azodrin)



PRUEBA DE SIGNIFICANCIA ESTADISTICA.

Los resultados obtenidos para los diferentes compuestos
se compararon estadisticamente aplicando pruebas no paramé--
tricas, (51) . Se determiné aplicar este tipo de pruebas, prin-
cipalmente porque son las mis adecuadas cuando se tiene un ta
mafio de muestra pequefio. Ademis, las probabilidades obtenidas
de la mayoria de las pruebas no paramétricas son exactas,inde-
pendientemente de la forma de distribucién de 1la poblacién de
donde procede la muestra.

La prueba escogida para este caso fué la "Prueba de la Me
diana®, que utiliza la determinacidn del valor de xz.

La prueba de la Mediana es un procedimiento para probar -
si dos grupos independientes difieren en sus tendencias centra
les.

La hipétesis nula (Ho), es que los dos grupos tienen la --
misma mediana; la hipétesis alternativa (Hj) es que la mediana
de una poblacidn es diferente a la de la otra,
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a) Prueba de significancia para Metil Metano Sulfonato:

Ho : PgSF = Puyms
Nivel de Significancia o = 0.02

H) 1 Pggp # Pyys

Utilizando una tabla de contingencia de 2 x 2:

Embriones Bmbriones
vivos Muertos
Control (SSF) 9 0 A+B= 9
A B
Metil Metano
Sulfonato. 2 c 7 D =9
N = 18
A+C= 11 B+D= 7

, ¥ (|]ap - Bc|- 872 )2

(A+B) (C+D) (A+C) (B+D)

18 (|63 - o|]- 9)2 52488
- - = = 8.41
9x9x1lx7 6237




El valor reportado en tablas para 1 grado de libertad y
o = 0,02 es de 5.41; como el valor calculado para el grupo
de Metil Metano Sulfonato es de 8.41, se rechaza la hipStesis
nula y se concluye que existen diferencias significativas en-

tre las dos muestras.

b) Prueba de significancia para Azodrin:

Hy = Pgsp = PAzodr{n-
Rivel de significancia ol = 0.02

H) = Pggp # Ppzodrin-

Embriones Embriones
vivos Muertos
9 [}
Control SSF A B A+B = 9
Azodrin 2.5 5.5 C+D = 8
C D
A+C=11.5 B+D= 5.5 B =17

17 ([49.5 - o]- 8.5 )% 28577
2 . = = 6.2
9 x8x11.5 x 5.5 4ss4

El valor reportado en tablas para 1l grado de libertad y
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o = 0.02 es de 5.41, como el calculado para Azodrin es de
6.2, se rechaza la hipStesis nula y se concluye que existen

diferencias significativas entre las dos muestras.

c) Asi mismo se compararon entre si los grupos de Azodrin y

de Metil Metano Sulfonato.

By = Pums = PAzodrin
® Nivel de significanciaot = 0.02

H) = Puyg # PAzodrin

Tabla de contingencia 2 x 2.

BEmbriones Embriones
vivos Muertos
Metil Metano |, 7
Sulfonato A A+B = 9
B
5.5 2.5
Azodrin c D C+D = 8
A+C = 7.5 B+D = 9.5 =17

17 (as - 38.5|- 8.5 )2 3825
- - 0.745
9x8x7.5x9.5 5130

x2
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El valor reportado en tablas para 1 grado de libertad
yot = 0,02 es de 5.41, como el calculado es ds 0.745, no es
posible rechazar la hipStesis nula y se concluye que estadig

ticamente no existen diferencias entre estos dos grupos.



2.- Estudio citogenético en leucocitos humanos "in vitro"

a) Exposicién a diferentes dosis de Azodrin.

Para este estudio, se utilizé sangre de 10 donadores
adultos clinicamente sanos; se hizo el ensayo a 1,5,10,15 y
20 mcg/ml. para Azodrin; y 10,20,30,40 y 50 mcg/ml. para el
control de referencia.

Se utilizé como control de referencia y con cbjeto de
estandarizar el método: Metil Mercurio, conocido agente in-
ductor de aberraciones cromosémicas (S,7,25).

Los resultados obtenidos se encuentran en el cuadro No.
II (Azodrin), y en el cuadro No.III (Metil Mercurio): as{ co
mo el comportamiento a las diferentes dosis en las gréficas
No. 2 y 3 (Azodrin), y las gréficas NO. 4 y 5 (Metil Mercurio)

Los tipos de aberraciones preferentemente encontrados---
fueron: rupturas cromosSmicas (fig.4 y 5): cromosomas en ani-
1llo (fig. 6), y cromoscmas dicéntricos (fig.7): se encontra--
ron también: tétradas,coalescencia y pulverizacién cromosémi-
ca, pero en una frecuencia tan baja que no pueden ser tomados

en cuenta en este estudio.



Siguiendo la forma de reportar de diversos investigado-
res (6,9,10,13,14,15,16,17), los datos se expresan en: por--
ciento de células con aberraciones cromosSmicas (por ciento
de células con rupturas y por ciento de células con cromoso-
mas en anillo y dicéntricos).

El tiempo de exposicién fué de 48 horas en todos los cj

S08.



Dosis No.de células No.de células No.de cel.con Porcentaje de Porcentaje de cé-
mcg/ml. analizadas. con ruptura. anillos y di- células con lulas con anillos

céntricos. rupturas. y dicéntricos.

1] 397 S (1] 1.25 0

1 284 30 7 10.56 2.46

5 234 56 k)3 23,90 13.20
10 238 85 67 35.70 28.15
15 309 133 164 43.00 $3.07
20 255 125 226 49.00 88.60
Cultivos de 48 horas de exposicién.

CUADRO No. II

Aberraciones cromosémicas producidas por Azodrin a diferentes dosis de exposicién.
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Gréfica No. 2. Por ciento de células con cromoscmas
en anillo y dicéntricos, a diferentes dosis de
Azodrin.




Fiqura No. 4. Metafase mostrando miltiples rupturas

cromosémicas ( Azodrin ).

Figura No. 5. Metafase con una ruptura cromosémica

(Cultivo tratado con Azodrin).
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Fiqura No. 6. Metafase mostrando un cromosoma en

anillo. Tratado con Azodrin.

Eiqura No. 7. Cromosomas Dicéntricos (Azodrin)



Dosis HNo.de cels. No.de cels. No.de cels. No.de cels. Porcentaje Porcentaje de

analizadas. con rupturas. con anillos. con dicén-- de cels. cels.con ani-
tricos. con rupturas. llos y dicén-
tricos.
0 300 3 0 1l 1 /0 .35
10 290 8 0 6 2.75 2.00
20 250 13 2 30 5.20 12.80
30 320 32 4 55 10.00 18.4
40 285 57 7 102 20.00 38.2
50 245 94 12 178 38.30 77.5

Resultado promedio de 3 experimentos realizados bajo condiciones similares.

SUADRO No. IIT
Aberraciones cromosémicas producidas por Metil Mercurio (control de referencia) a

diferentes dosis de exposicidn.
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Gréfica No. S. Por ciento de células con rupturas cro-
mosémicas a diferentes dosis de Metil Mercurio.
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lares a los de control de referencia, con la diferencia de
que en el "pulso” de 4 Hrs. no se observd induccién de abe-
rraciones. También se determind el Indice Mitdtico.

Los tipos de aberraciones encontrados fueron: ruptu---
ras cromosémicas, cromosomas en anillo y dicéntricos.

Los resultados se muestran em el cuadro No.IV y la gré
fica No. 6, donde se observan claramante las diferencias ep

tre controles y problemas.



Exp. Azodrin No.de células Tiempo de exposicién Porcentaje de Indice Mité--

mecg/ml. analizadas. horas. metafases con tico.
1 o mfs ruptu-
ras.
Control 200 - 6 1.9
I 15 200 48 40 0.035
15 200 48 38 0.040
Control 200 - 5 1.5
II 15 200 36 32 0.65
15 200 36 36 0.55
Control 200 - 4 1.8
I1I 15 200-“ 24 31 0.30
15 200 24 34 0.28
Control 200 - 4 2.1
v 15 200 4q* 4 1.65
15 200 4 6 1.45

* Pulso iniciado 2 Hrs. después del cultivo.

CUADRO No. IV
Efecto del Azodrin sobre Leucocitos humanos "in vitro" a diferentes tiempos de exposicién.
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Gréfica No. 6, Efecto del Azodrin sobre Leucocitos

humanos a diferentes tiempos de exposicidn.



Exp. Metil Mercurio No.de células Tiempo de Porcentaje de metafa- Indice Mité-

meg/ml. analizadas. exposicién. ses con 1 o mfs rup-- tico.
turas.

Control 200 - 4 2.1

I 50 200 48 62 0.8
50 200 48 60 0.69

Control 200 - 5 1.8

II 50 200 36 58 1.0
50 200 36 55 0.79

Control 200 - 4 2.0

III 50 200 24 53 1.5

50 200 24 51 1.3

Control 200 - 4 2.2

Iv 50 200 4* 20 1.5

50 200 4 26 1.3

* Pulso iniciado 2 Hrs. después del cultivo.

CUADRO No. ¥V

Efecto del Metil Mercurio sobre Leucocitos Humanos “in vitro" a diferentes tiempos de ex-

posicidn.
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DISCUSION

En la actualidad, existe una gran preocupacidn acerca de
la repercusién genética que pueda tener el incremento continuo
de factores quimicos a los que se encuentra expuesta la pobla-
cién, tanto por el uso desmedido de medicamentos como por el
empleo cada vez mayor de plaguicidas para mejorar la produc--
cién de alimentos. Se sabe, en efecto, que existe un equili--
brio delicado entre la produccién y la eliminacién de mutacio
nes en una poblacién dada. Asi la velocidad de produccién de
mutaciones esponténeas en cualquier especie, ha llegado a un
Sptimo mediante la seleccidn natural introduciendo nuevos ge--
nes a una velocidad suficiente para permitir la evolucién,pe--
ro no tan rdpido que se exceda la capacidad de los factores se
lectivos para eliminar mutaciones perjudiciales.

Si se incrementa la velocidad de produccién de mutaciones,
se corre el peligro de aumentar la frecuencia de alteraciones
hereditarias en la poblacién respectiva.

Dado que se ha demostrado que diferentes compuestos qui-

micos, en particular contaminantes ambientales son mutagéni--
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cos para ciertos organismos, se hace evidente la necesidad de
contar con métodos que permitan la evaluacidén del potencial
mutagénico de todo agente al que se encuentren expuestos los
humanos, en forma rdpida y confiable.

Es importante sefialar que ningin método permite extrapo-
lar en forma cien por ciento confiable los resultados obteni-
dos en otros organismos, al hombre. Sin embargo, no es posi--
ble llevar a cabo estudios en el humano directamente por razo
nes éticas obvias.

Asi mismo, existen limitaciones en aquellos métodos desa-
rrollados en sistemas "in vitro" con respecto a aquellos rea--
lizados "in vivo".

A pesar de no ser extrapolable en forma absoluta al huma-
no, se considera que el estudio comparativo de los efectos de
agentes quimicos tanto "in vivo" (7,15), utilizando organis--
mos de distintas especies: como "in vitro"” recurriendo a dife-
rentes métodos (16,17), podria permitir decidir con mejores ba
ses si un compuesto es o no potencialmente mutagénico para el

hombre.
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Conscientes de la importancia de contar en nuestro pais
con métodos para la evaluacién del efecto genético de conta--
minantes quimicos del ambiente, nos propusimos estandarizar
dos de ellos: La prueba de Induccién de Mutaciones Dominan--
tes Letales, que presenta ciertas ventajas ya que se trabaja
con organismos superiores (ratones), cuyos resultados pueden
ser extrapolados mfs fAcilmente al hombre que si se trabaja
con microorganismos procariotes; ademfs no se requiere mucha
manipulacién de los animales, 851lo es necesario inocular una
vez y la examinacién uterina es fécilmente realizable ya que
se necesita solamente un microscopio estereoscépico. El mane-
jo de los datos y su interpretacién son muy sencillos también

(1,21,23).

El estudio Citogenético "in vitro® ha mostrado (15,21)
ser una prueba valiosa en la determinacién del potencial muta-
génico de los productos quimicos, ademis, presenta la gran ven
taja de trabajar con células humanas (leucocitos) directamente,
1o que ningin otro método permite. Es un emsayo f&cil de rea—

lizar y que no presenta compliaciones metodolégicas.
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La induccién de aberraciones cromosémicas por el Metil
Mercurio se mantuvo dentro de lo reportado previamente (25),
el comportamiento a diferentes dosis siguid el tipo de com-
portamiento de una funcién: y = ax? caracterfstico, tanto pa
ra las aberraciones del tipo de rupturas como para la forma-
cién de cromosomas en anillo y dicéntricos.

El hecho de no encontrarse diferencias a los distintos
tiempos de exposicién, puede deberse a que éste compuesto -
actia directamente sobre el AN, y es en el,periodo de sin-
tesis de este &cido cuando se causa el dafio;en un cultivo de
leucocitos cuya mitosis es inducida por fitohemaglutinina,el
fendmeno de sintesis de AIN se efectia durante las primeras
24 horas exclusivamente, de tal manera que un tiempo de ex--
posicidén mayor puede no incrementar el dafio en forma conside

rable.

Con respecto al Azodrin, los hallazgos en el experimento
a diferentes dosis, sugieren una cinética del tipo del control
de referencia cuando se considera el porciento de células.aon
cromosomas en anillo y dicéntricos; pero en el caso de rupturas

cromosoSmicas mas bien semeja una cinética de saturacién, con
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El empleo del Metil Metano Sulfonato y del Metil Mercu-
rio, como controles de referencia paralelos, tuvo un doble
propbsito: primeramente confirmar que con nuestros métodos e
ra posible detectar y cuantificar mutaciones (utilizando a--
gentes bien conocidos), y en segunde término poder estimar y
comparar la mutagenicidad del Azodrin con dichos compuestos.

La induccién de mutaciones dominantes letales por Metil-
Metano Sulfonato confirma lo ya descrito por otros autores:
el MMS es altamente mutagénico, y su empleo para estandarizar
la técnica es completamente satisfactorio.

En cuanto al Azodrin, el experimento demuestra gque es ca
paz de inducir este tipo de mutaciones en un grado considera-
ble, aunque no tan grande como el MMS.

Con el fin de comparar mfs adecuddamente los dos compues
tos, los datos se representan esquemiticamente (grdfica 1),co
mo por ciento de embriones vivos o muertos. Esto da una idea
clara de los resultados.

As{ mismo, la prueba de significancia estadistica indica
que las diferencias entre controles y problemas son altamente
significativas y que entre MMS y Azodrin, estadisticamente no
existié diferencia.
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un principio de gran dafio; esto es dificil de interpretar
pero puede deberse a que el material genético presenta u-
na afinidad limitada por el Azodrin, y que a dosis altas
no le esposible combinarse con &1 en una forma proporciona-

da.

En el experimento a diferentes tiempos de exposicidn,
el Azodrin se comportd en una forma muy similar al Metil-
Mercurio; asi que lo comentado anteriormente puede apli--

carse también en este caso.

Es importante recalcar, que los resultados aqui pre--
sentados de ninguna manera son definitivos, aunque si fuer
temente sugestivos de que el Azodrin es un mutigeno poten-
cial para la poblacidn: consideramos necesario llevar a ca
bo més pruebas en sistemas como: El ensayo mediado por el
Huésped, lo que nos daria informacidn sobre el metabolismo
de este insecticida; también deben realizarse pruebas en -
sistemas de microorganismos, tanto procariotes ("Prueba de
Ames"), como eucariotes (Reversién en Neurospora crassa);
conjuntando los diferentes resultados, se podria concluir

definitivamente sobre la capacidad mutagénica del Azodrin.



CONCLUSIORNRES.



CONCLUSIONES

Podemos concluir, que la evaluacién del potencial muta-
génico de agentes quimicos utilizados en la agricultura, y
a los que se encuentra expuesta la poblacién es una necesi--
dad urgente, por ello es importante el contar con métodos---
confiables que permitan obtener en poco tiempo una respues--
ta.

Los sistemas por los que optamos para llevar a cabo tal
valoracién, demostraron ser muy confiables,y dado su fécil -
manejo y reproducibilidad pueden ser recomendados como prue-
bas de rutina a todos aquellos agentes quimicos de quienes--
se sospecha puedan ser mutayénicos, antes de permitirse su--
empleo y difusidn.

Los resultados obtenidos con el insecticida Azodrin,in-
dican que cuando menos utilizando dos sistemas de deteccidn,
este compuesto es mutagénico; consideramos necesario llevar a
cabo pruebas adicionales antes de tomar una decisién al respec

to.
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