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ra: Por contacto, por ingesti6n, sistémicos, asfixiantes y 

polivalentes. (30) 

Según el tipo ele compuesto activo se subdividen así: 

Clorados, como DDT y Eldrín. 

Organofosforados, como Parathion, Malathion y Azodrín. 

carbamatos, como Servin y Baygon. 

De éstos grupos, el ele los clorados ha disminuido su -

producción en la actualidad, y es el de los organofosforados 

el que ha tenido gran auge Últimamente: a este grupo perten,!l 

ce el Azodrín, cuyo empleo está muy difundido en México, ut,! 

lizandose en cultivos como: algodón, tomate, maíz, soya, so,l_ 

go, el chile, caila de azúcar, papa, tabaco, las cucurbita-

ceas, el trigo y los cítricos: todos ellos cultivos de prÍJI!!! 

ra necesidad en nuestro país. Este compuesto será el uti~ 

do en el desarrollo de la presente tesis. 

Los plaguicida& son utilizados generalmente a dosis bajas 

y las pruebas realizadas para determinar su grado de toxici

dad son casi si-pre suficientes en este sentido: empero, r,!l 

cientemente ha surgido la pregunta ele si éstos compuestos son 

capaces de producir datla a nivel genético (esterilidad, ahor-
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toa espont-'neoa, malformaciones congénitas, etc) en loa IUUII!! 

lea, el hombre mismo y au descendientes. 

Se hace patente le necesidad de eatablecer métodos ó •1.E 

temas de prueba sensibles, confiables y sencillos que sean~ 

paces de proporcionar la información sobre loa efectoa de loa 

plaguicidas a nivel del material genético. Bate ea el objeti

vo principal del presente trabajo. 

De lea pruebas de mutagenicidad •yormente dif1mdidaa P.2 

demos mencionar a lea aiguientu: •x.a prueba de Amea •, Bl en

sayo mediado por el huésped, Prueba del Locua upecífico, P~ 

baa utilizando a Dr91ophila melanocraster, Batuclioa citogenéti 

coa en mamíferos,tanto •in vivo• como "in vitro• y la Prueba 

de Inducción de mutaciones Daminantes Letalu en ratona. 

Loa sistemas utilizados seré: Bataclio citogenético •1n 

vitro•: y le prueba de Inducción de Mutacionea Dnminantu Le

tales en ratonu. 
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GENERALIDADES 

I.- Sistemas de Detección de Muúgenos Ambientales. 

Brevemente explicados, los sistemas de detección de mut;§ 

genes que más se han difundido son los siguientes: 

l) SISTEMAS BAC'l'EllIANOS. Posiblemente la prueba maÍs ampliUleA! 

te utilizada es aquella que emplea cepas de la bacteria ~

monella typhimurium especialmente construidas, esta prueba es 

frecuentemente seftalada como "La Prueba de Ames". 

La prueba de Ames utiliza diferentes cepas mutantes de -

.§. typhimurium auxotróficas a histiclina, y que dependen de un 

aporte externo de este aminoácido para crecer. 

En presencia de un canpuesto mutagénico, estas cepas son 

capaces de "revertir" su mutación 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 químicos. 

Se han utilizado otras bacterias como Escherichia, : coli 

y algunos sistemlls eucariótkos como el hongo Heurospora era-



.I!!. y la levadura Sacharomvces cereviaiae. 

La popularidad de estas pruebas para loa científicos, r,A 

clica en el hecho de que son las pruebas menos costosas y que 

requieren mínimas cantidades de -pacio y equipo. Por supues

to se necesitan personas altamente especializadas en procedi

mientos mic:r:obiol6gicoa. 

Muchos investigadores (5) estiman que estas pruebllll a P.! 

aar de proporcionar valiosa info:r:maci6n sobre el efecto de loa 

compuestos químicos sobre el Am.no puede ser cli:r:ectamante • 

trapolada al hombre, ya que clificilmente pod8lP08 encontrar IIIY 

chas semejanzas entre una célula bllcte:r:iana y organismos SUP.! 

rio:r:ea, como uh mamífero o el bcmhre mismo. 

2) ~ MBDIADO !2!, EL BUBSPBD.En este ensayo, el mamífero 

huésped durante el tratamiento con un mutágeno qmmico poten-

cial, es inoculado con un mic:r:oorganiamo indicador en el cual 

puede mecli:r:se f,cilmente su frecuencia de mutacián. 

BII importante notar que el mutágeno y el microorgaaino 

son adminiatradoa por diferentes viu. Dupaéa de un periodo -

de tiempo conveniente, el mic:r:oorgant.., ea retirado del ud.-
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mal y ae determina la inducción ele mutantes en él. La COIIIP.! 

radón entre la acción mutagénica en el microorganismo dire.s¡ 

u-nte y en el ensayo donde media el huésped, indica ai '.§ 

te puede modificarlo y formar productos mutagénicos como r.92 

sultado del IIIIIIIIÍfero. 

Bn esta prueba se han -pl•do las cepas de Amea, auxo

tróficas a histidina preferen~te, aunque también ae han 

utilizado cepas del hongo lleurospo¡a .SYH. en forma limi

tada. 

Bl ensayo mediado por el huésped .. un simple y r,pido 

procedimiento que proporciona informaci6n única en la cara.s¡ 

terización de agent .. mutagénicoa, pero presenta el miamo -

probl_. que la prueba de Ames, y .. au dificil extrapola-

ción de resultadoa al hombre. 

3) DR>SOPIIIIA MELANDGr.sTER. (-ca de la fruta) • Bl uso de -

.. te aia~ para .. tudioa de mutagéneaia presenta ciertas 

ventajas: 

Son raros loa organi81DCW superiora que puden ser co.a 

aezvadoa en tan gran m'imero, tan f6cil y econmiCllllllaDte CC1110 



puede serlo Drosophila. De esta forma,. uno puede estudiar nm 

chos tipos de alteraciones genéticas: Dcminautea Letales, -

Mutaciones Puntuales, Rearreglos CromoscSmicos, y Pérdida de 

los cromoscmas X 6 Y. 

4)~B!!:_~B8PBCI1'Ia>. La pruella de Locml específico 

en ratones, es un método para detectar y medir velocidades -

de mutaci6n en algunos Loci recesivoe. 

Bl método basicamente consiste an cruzar ratonas trata

dos y no tratados de tipo silvestre, aachos o haabru, CODJ! 

na cepa de ratones bamocigota para un númm:o 00110Cido de ge

nes recesivos. Los genes recesivos SOD tales que rápidamente 

se expresan como fenotipos visibles en el estado hamocigoto. 

Si una mutación ha ocurrido en c:aalquiera de loa loci -

probados en las células germinales de los anhales tratados, 

ser, detectada en la desc:endancia. Si no han ocm:rido mataci,e 

nea con el tratamiento, la progenie ser, del tipo silvestre. 

La principal desventaja de ésta prueba es que requiere -

la producci6n de gran número de animales y consecuen~te 

espacio considerable de alacenaje. 



glos de sus cromosomas. La incidencia de tales aberraciones 

cromos6micas puede ser correlacionada con la administraci6n 

o exposición a muúgenos químicos potenciales. 

Los procedimientos citogenéticos han sido también apl! 

cados al estudio de los cromosomas meióticos. TIiles proced,! 

miento& nos llevan a estudiar cambios crOIII08ómicos dentro -

del espermatocito mismo. 

Esta es una de las pruebas aás eficientes y que propo.!, 

ciona información de mejor calidad, y sobre todo, que puede -

ser aplicada al hombre sin mayor ri-go que una extracci6n -

de sangre. 

6) PMJEM ~ INOOCCION DE MU'?ACIONES DOMINUTES LETALES.!!, -

M'l'ONES. La mutación Dominante Letal es un evento genético -

que mata al individuo que la contiene. Bata prueba es un in

dicador conveniente de dafl.o genético grueso y ha sido -pl~ 

da ampliamente en mamíferos para medir loa efectos de rayos -

X y muúgenoa químicos. Los da toa de este sistema pueden ser 

apropiadamente extrapolados al 'ballbre, ya que se ha rec:onoc.! 

do que muchas enfermedadu hUIIIIUIAS autoaéimicaa son debidas a 
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glos de sus croraos011111•. La incidencia de tales aberracionea 

cromoaómicaa puede aer correlacionada con la administración 

o exposición a mut:4geno• químicos potenciales. 

Loa procedimiento• citogenéticoa han sido también apl! 

cados al estudio de los cromosaaa• -ióticoa. Tales proced! 

miento• nos llevan a estudiar cambios cr0111096micos dentro -

del eapermatocito mismo. 

Esta es una de las pruebas m6a eficientes y que propox 

ciona información de -jor calidad, y aobre todo, que puede -

ser aplicada al hombre ain mayor riesgo que una extracción -

ele sangre. 

6) PmJEBA ~ INDUCCION E!, MUTACIONES DOMilllUTBS LETALES!!, -

ltA'l'ONBS. La mutación Dominante Letal e• un evento genético -

que mata al inelivieluo que la contiene. Esta prueba es un in

elicador conveniente ele dafto genético grueso y ba sido -pi.,. 

da ampliamente en lllllllliferoa para -aJ.r loa efectoa ele rayos -

X y mut:4genoa químicoa. Los datos de este aiataaa pueden ser 

apropiadamente extrapolados al bambre, ya que se ha reconoc.! 

do que muc:bas &nrermadaclu humanas autoa6micu son debidas a 
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mutaciones Dominantes Letales. 

Las bases genéticas de la Letalidad Dominante son prin

cipalmente: la inducción de aberraciones numéricaa y estruc

turales de los cr01110a011111a, tales ca110 trulocaciones, aneu -

ploicliaa; secuencialmente, éato puede inducir: pérdida de -

preimplantación de cigoto• no-viablea, muerte fetal taiprana 

y eaterilidad de la progenie F1 -

The Adviaory Panel on Mutagenicity of Peaticidea, y la 

FEA Adviaory Committee on Protocola for Safety Bvaluation -

(24), han recient-nte recomendado qwi loa peaticidaa y a

ditivos de loa alimentoa,sean rutinariamente eatudiadoa para 

mutagenicidad en maa!feroa, antea de au regiatro. 

lteCCIIDi.endan aaimismo, el empl.eo de la prueba de Induc-

ción de Mutacionea Dcminantu Letal.ea, e indican c:omo puede 

aer integrada en la pr,ctica toxicológica de rutina. 

Bl ensayo, como cl,aicamente ae deacrille, consi.ate en -

inocular una sola vez, con una doaia aub-tóxica de la auata.n 

cia que se desea probar, a ratcmea o rataa machos, y crazar

loa con hambru no tratadaa por un periodo de tiempo conve -

niente para aaegurar la fertilización, entre 12 y 20 cUaa -

deapúa lu hembra• aon diaecadaa y ene:lnadoa loa útero• en 
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buaca de feto• muerto• tempranamente y aabrione• vivoa. 

Loa efecto• mutagénico• aon convencionalmente expre@ 

doa por medio del Indice Mutagénicos 

(Bmbrione• muerto•/ implantacionea totalu)XlOO. 

Conaiderando que la prueba de Inducción de Mutacionu 

Dominante• Letalu y el Batudio CitoguéUco •in viuo• -

reunen la• mejor•• caracterúticaa, y noa proporcionan da

to• directamente aplicablu al 'hmlbre: ••'n la• uUliaada• 

y utandarisadaa en el duarrollo de la pruente táia. 
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II.- caracteriaticaa de loa compueatos. 

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

Insecticida de acción r,pida aiatémica, utaacal y de 

contacto, utilizado contra una amplia gama de plagas en una 

variedad tamb1'n grande de cultivos. Peraiatenc:ia del a 2 

amaanaa. 

ea causado fitotoxicidad blljo condicionea de fdo inte,n 

so en manzanas y algunaa variedadea de sorgo. 

Se trata de un a61ido criatalino, miacil>le en agua. •.2 

luble en acetona y etanol, ligeramente aoluble en xileno, a 

ro caai inaoluble en lceroaeno y aceitMI. 

m, aguda para ratone• ea de 13.23 'flllll JCg. 
50 

Uaoa: Efectivo contra una amplia gua de plagaa. inclu-

yendo: ,caros, escarabajo COlNdor de hojas, cbinrbe y orugaa. 

El nombre quhiico del uodr!n u: Dimetil foafato de 3-

hidroxi-N-mtil-cia-crotonudde: por lo tanto pertenece al -

grupo de loa organofoaforadoa, cuyo principal IIIIIC&Di.8110 de -

acción•• 1nh1b1r a la coliDeaterua. 
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Batructura Química: 

Bn México asta inaac:ticida • fabricado y clistribuido por 

Química Lucava s .A. : Bclo. ele Mú. México. 

2) ~ MBTAll0 S1JLP0Ja'ro ( 12, 15, 16, 17, 27, 31, 46, 52, 26) 

Conociclo y potente mutágano, utilizado para •tanclarizar 

muchas ele las pruebas ele mutaganicidacl por mucholl ele loa gru

pos da imraatigaci6n. 

Pertenece al grupo ele loa mutáganoa alquilantaa, qua ac

túan directamente sobra al •tarial gaa6tico. 

Se reconoce su capacidad ele producir ai.rracionaa crcao

s6micas en células germinal•. 

Estructura Qulaic:a: 
o 

• a13-o-s-o-m3 



- .LU -

Punto de ebullici6n de 202-203•c, soluble en agua y soj, 

ventes polares. 

Fabricado por Ea•tman Organic ai-icals, Rochuter, N.Y. 

3) MB'l'IL MBllaJIUO ( 56, 25, 30 ) 

Sustancia ampliamente difundida en la industria de los 

colorante• y pintura•, se utiliza para inhibir actividad 'ba.s¡ 

terial y crecimiento de hongoa en auperfici- recién pinta

da•. 
Se ha reportado ( 25) que el Metil Mercurio produce da

fto cromoséimico en cilula• humanas •in vitro", i•to ha •ido 

confirmado por varios inveatigadorea. 

Parece ser que el Metil Mercurio interfiere con el -

terial genitico directamente causando ruptura•, también ae 

ha reportado que afecta la división celular normal, por in

teracción con loa grupo• sulfhidrilo de las proteínas qae 

rodean al Am. 



NATIRIAL Y NITODOS 
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MTBltIAL Y MB'mDOS 

1.- BQUIPO 

Microacopio 6ptico. (Zeizz Jena). 

Microacopio utereoacópico. 

Centrifuga clínica. 

campana de flujo laminar para cultivoa celularu "VBCQ)". 

Equipo de diaecci6n. 

2.- RMCTIVQS 

Cloruro de aodio. (Narck) • 

Metil Metano Sulfonato. (Eaatman Organi.c Chmlicala. Roche.a 

ter, H.Y.) 

Azodr!n. (química Lucava, Edo. de Máx •• Máx.) 

Bter etílico. (Merck) • 

Medio para cultivo celular IIIUl-P-10. (Gilleo. UM). 

Suero fetal de ternera. (Biocel. Néz.). 

Cloruro de potuio. (Nerck) • 

Alcohol Mt!lleo. (Nerck) • 
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Acic!o acético glacial. (Merck). 

Metil Mercurio. (call>iochmn, USA). 

Reparina a6clica grado reactivo. (Sigma eo., USA) 

Bicarbonato de sodio. (Merck). 

Colorante Gimua. (Sigma, Máx.). 

Colchicina. (Cibll-Geygi). 

3 .- MATBRW. 

Jaula• de p1'atico para ratone•. 

Pipeta• utm:ile• y no eatérilu de 1ml, 5 ml y 10 ml. 

Pipetas Paateur • 

cajaa de Petri. 

Portaobjetos de vidrio. 

Jarraa de Coplin para tinción. 

Filtro Millipore con mmlll:>rana de 0.22 micru de ~o, u

t6ril. 

Matraca• de vidrio utm:ilu. 

Fraacoa de tap6n de roaca •thilu de 30 ml aprmdmede-te. 

Jeringu de p1'atico daechabl• •thilu de 1mly5111. 

Tüoa de centrifuga de plático •thil• y no •thilu de -

capacidecl de 15 111. 



Guantea de 1'tex para cirujano. 

Algod6n. 

Tanque de a>2 • 

4.- MATBRrAL BIOLOGia> 

Ratone• de laboratorio cepa Balb-C. 

Sangre venoaa C0111pleta de donador• adultoa cltntcemer.te aanoa. 



PRDBBA DE INDUCCION DE MUTACIOlllES DOMINAN'rBS LETALES 

E111 M'l'OlllES. 

En eata prueba ae utilizaron ratones machos (cepa Ball>-C) 

mayores de 10 aemanaa de edad y habraa vírgenes de la misma -

edad. 

l.- Se inocularon intraparitonealmente loa machoa (30), en un 

volumen de 0.20 ml. con: Azodrin (2.5 mg/Kg. de peao): Metil -

Metano Sulfonato (100 mg/Kg de peao) y solución de cloruro de 

aodio o.as" para: problemas, control de referencia y controlu 

respectivamente. 

2.- Deapuea de 24 hra. para adaptación,•• colocÓ cada macho -

con 2 hmnbraa vlrgenea no tratadas. 

3.- Dieciocho diaa deapu6a todaa laa hembra• fueron sacrifica -

daa por eterización. 

4.- Se extrajeron loa doa cuernoa del útero y ma sección de la 

vagina,•• colocaron en ma caja de Petri que contenia aoluci6n 

salina fiaioiógica. Se lavaron varias vecea por caabio de .. ta -

aoluci6n. 



s.- Se bucaron mbrione• vivoa y cleciduamataa (mola•). indi

cativa• de mbrione• muerto• t:aaprana o tarcliament:e dupuu -

de la implantac:i6n. 



ES'l'UDIO CI'l'OGBIIIE'l'ICO BII Lf1JC0CI'1'0S BUMAIIOS 

•m VITIO• 

Medio g cultivo 

Madio 11am r-10• 4.0 1111. 

Suero Petal Bovino o.s al. 

Sangre completa heparinizada 0.3 1111. 

Pitoh-glutinina •m• 0.2 1111. 

~-º 1111. 

• Medio preparado conforme a .tu Npecificaciona del fabri -

cante. (Gibco. USA.) • 

IllICIO DBL CULTIVO 

1.- Se obtuvieron por punc16n venoaa c:1nco 1111. de aangre de 

donaclore• cllnicamante Nnoa utilizando ana jeringa Ntcil 

previamente heparinizada (0.2 mg/1111.de aangre). 

2 .- Se inici6 el caltivo atladiendo loa rMctivoe en el orden 

y cantidad indicacloa anteriormente. todo dentro de ana campa

na de flujo lawtar para pnnnar la eateri.lidacl. 

3.- Se incubaron loa frucoa a 37•c en maa at:ata mt.crobiol.6-



1 
1 
1 

gica, agit:6ndoloa doa veces al día durante 72 horas, hasta 

au cosecha. 

BXPOSICIOll1 

a) Batudio del efecto del tiempo de exposición. 

1.- A la• 24, 36 y 48 horas (15,16,20) de inici.ado el culti

vo ae aftadieron solucione• prev1--te esterilizadas de: Me

til Mercurio (concentraci6n final de 50 mcg/ml), (25), para 

el control de referencia: Azodrln (concentraci6n final de --

15 mcg/ml) a loa fraacoa probl-, y o.s ml. de solución de 

cloruro de sodio o.as" para loa cultivoa controles. 

2.- Se incubó en la forma descrita anteri=-ite. 

b) •Pulso• de 4 horas. 

1.- Dos horas después de iniciado el cultivo (Pag.23-2), se 

afladen solución de Azodrln, Netil Mercurio y So1uci6n salina 

fisiológica de la miaa manera que en el número 1 del inciso a. 

2.- cuatro horas deapu6s de iniciada la expoaic:ión se transfi

rió el cultivo a tllbos de centrífuga eatérilea, y se centrifll

g6 • 1,000 rpa durante 5 minutos. 

3.- Se retiró el sobrenadante utiliundo una pipeta Pastev.r -

estéril, se lav6 el botón celular cinco veces, cada uaa de e-



llas con 5 ml. de solución salina fisiológica estéril. 

4.- Se resuapendieron las células en 1 ml. de solución sa

lina fisiológica y se transfirieron a frascos .nuevos, don

de previamente se habían colocado medio 11AM F-10 y suero -

fetal bovino como en un cultivo normal. 

5.- Se aftaclieron 0.2 ml. de Fitohemagluti.nina, y se reini

ció la incubación hasta completar 72 horas antes de la co

secha. 

c) Estudio del efecto de la dosis sobre leucocit:oa 

humanos. 

1.- Veinticuatro horas después de iniciado el cultivo (Pag. 

23), se aflaclieron solucion- de Azodr!n en las siguientes-

concentraciones finales: 1,5,10,15 y 20 mcg/ml. para loa pr,2 

blenaa: Metil Mercurio concentraciones finales de 10,20,30, 

40 y SO mcg/ml. para loa control- de referencia y aoluci6n 

salina fisiológica 0.85" para loa control-. 

2.- Se reinició la incubación en la forma descrita anterior-

mente hasta completar 72 horu antes de la cosecha. 



<X>SBCBA DE LAS CELULAS 

Método moclificado de Moorhelld, (2,40) • 

1.- Doa horas antes de la cosecha (a lall 70 horas de culti

vo), ae aftaden a loa frascos 0.1 mcg/ml. de COlchicina. 

2.- Se centrifuga a 1,000 rpq/10' y se descarta el aobrena

dante. 

3.- Se reauapenden las célulall, se aftllden 5 ml. de solución 

hipot6nica de KCl 0.075 M., incubada previamente a 37°C. Se 

mezcla bien y se incuba en bafto maría a 37ºC. durante 15'. 

4.- Se centrifug6 a 1,000 rpq/5', se deacart6 el sobrenadan

te (las manipulacion• en este paao deben de ser mucho ••-

cuidado•••• pues la• células se encuentran muy fr'gilea: el 

tiempo total de exposición a la solución hipotónica no debe 

ser mayor de 25'). 

5.- Se reauapendiaron las células utilizando una pipeta Paa-

teur. 

6.- Manteniendo dentro de la pipeta Paateur la wapenaión de 

célula• se colocaron en el tv.l:lo 5 ml. de fijador de carnoy -

(Metanol-Aciclo acético 3:1 preparado en el mmeato), (20). 

7.- Con Wl solo 1110Yimiato •• _.c:laron las c:élv.lall r,pidamen

te con el fijador, evitando ui la formación de graoa difici

lea de manejar áa tarde,•• dejaron a temperatura ambiente --
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durante 30'. 

s.- Se centrifugó a 1,000 rpq/5', se descartó el aobrana

dante, se efectuaron cambios de fijador haata que el l!-

quido estuvo transparente. 

9.- Por último, se reauspendieron la• c,1u1.as en un volú

men de o.s-1 ml. de fijador fr-co y se prepararon la• la

minillas. 

PREPAMCIOR DE LAS LAMIBILLAS 

1.- Utilizando una pipeta Pasteur se dejaron caer 4-de una 

altura de 30 cma. aproximadamente 2 6 3 gotaa de suspensión 

celular sobre una laminilla saca, perfectamente libre de gra

sa y otras impurezas. (Si los cr0111011omaa no se dispersan bien 

o lo hacen d_.siado, se preparan nuevaa laminillas corrigien

do la altura). 

2.- Se dejaron aecar laa laminillaa a t-peratura ambiente. 

3.- Se tillaron con colorante G1-a al 1o,g durante 10•. 

4.- Se lav6 el exceso ü colorante con agaa corriente y se de

jaron secar a taperatura ambiente. 



OBSERVAClOR DE LAS LAMIRILLAS 

1.- Utilizando el.objetivo 10 x. •e ra•trearon 1aa lamini

lla• en buaca de metafa•u conveniente• para •u wliaia. 

2.- Con objetivo 40 X, •e determin6 el número modal de cro

moaomaa y el indice mitótico, (24)1 

R6mero de c,lula• en mitoaia / 1000 célulaa en cultivo. 

B• neceNrio contar un m1nimo de 4,ooo célulaa. 

3.- Con el objetivo de inlller•i6n •e identificaron 1aa abe

rracionea cromo•ámica• (rupturu,crm• en anillo,cli-

céntrico•, etc.). 

4 .- Se fotografiaron la• metafuu ucogidaa, y •e r•ll-

zaron amplificacione• •egán la• neceaidade• y conveniencia•. 
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RP.SULTADOS 

fl 

1.- Prueba de Inclucción de Mutaciones Dominante• Letales 

en ratones. 

Bata prueba H denrroll.6 inocullmdo 30 ratonea machoa 

mayore• de 10 HmanH de edad y de 30 gr. de puo para cada 

uno de loa compueato• utilizado• (ver material y átodoa): 

y cruzando cada uno de ello• con 2 bembru vúgene11110 tra

tada•. 

Se ucogi6 el Matil Metano Sulfonato ccao control de 

referencia debido a au reconocido podar mutagénico, en upe

cial a au probada capacidad de inducir mutacionea Daminantu 

Letal•• (1,4,8,12,21,23,24,40), y a qae u ampliamente rece

mandada por diferentu grupoa de inveatigadore• c:cmo mudge

no de elección para utandarizar métodoa de detecci6n de mu

dgenoa quúdcoa o fiaicoa. 

Loa rHultado• de la enminación uterina n encaentran 

en el cuadro Ro.I: donde pude obaervarae el alto grado cle-

mutacionu Daminantea Letalu (76 .45"). prodw:J.daa por el JI§ 

til Metano Sulfonato caaparúaolo COD el CODtrol (1.97") de 

aoluci6n Alina fiaiol.6gica, úto lntica qaa el miítodo • con-
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fiable y altamente reproducible. 

En el caso del Azodr!n, existe &610 un reporte pre-

vio de dallo genético investigado en este insecticida (45): 

se procedió en la misma forma que con el control de refe-

rencia y los resultados fueron similares. Se observó indqg 

ción de mutaciones Dcai.nantes Letales por el Azodr!n, aun

que en menor grado que con el NMS,•ólo del 28.75". Los re

sultados se encuentran en el cadro Ro • .I. 

En la gr'fica Ro.l se repreaentan en forma esqueáti

ca los resultados de esta prueba y•• ccmparan entre si -

los diferentes canpuestoa utilizado&. 

Bn la• figuras 1,2 y 3, •• observan ej-plos de úte-

roa gr,vido& mostrando los·zesultado& de esta prueba. 

CALaJLO DBEa .IBDJ:CB DE MD'l!ACJ:OR 

Se determinó el indice de mutación para cada uno de 

los c:aapuuto& de acuerdo a la f6rimla (52): 

~ 

DDJ:CB DB IIJBCJ:011 • ------- X 100 
DIPLM'IACJ:ODS 

'mBLBS 



1 

- ~~ -

Para controles (soluci6n Ali.na fiaiol6gica) 

0.17 
I.M.•-X 100 • 1.97 

8.59 

Para controles ele referencia (Metil Matano Sulfonato) 

6.98 

Para Azodr:ln 

I.M. •-X 100 = 76.45 
9.13 

2.30 
I.M. =-X 100 = 28.71 

8.01 
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Letalu en ratonee. 



Fiqúra No. ,!_ . Utero grávido normal (SSF) . 

Ficníra !!g.~ Otero grávido normal (arriba);SSF 
Utero de una hembra con mutaciones 
Dominantes Letales (MMS). (abajo) 



~ No. 1 • Utero grávido mostrando un embrion muerto 

(grupo tratado con Azodrin) 



PRIJBBA DE SIGHIFICARCIA ESTADIS'HCA. 

Loa resultados obteJddoa para loa diferentes canpuestos 

se compararon eatacl!aticuante aplicando pruebas no paramé-

tricaa,(Sl). Se cletermin6 aplicar este tipo ele pruebas, prin

cipalmente porque son las m acleaaaclas cuando se tiene un t,A 

mano ele muestra pequefto. Aclem6a, las prol:abiliclaclea obteDiclaa 

ele la mayoría ele las pruebas no paramátricaa son exactaa,incle

penclientamente ele la forma ele cliatribuci6n ele la población ele 

cloncle procede la muestra. 

La prueba escogida para este caso filé la ·Prueba ele la M,§ 

dianaª, que utiliza la determinación del valor ele x2• 

La prueba ele la Mecliana ea un prooeclimiento para probar -

si clos grupos independientes difieren en 8UII tendencias centr.1, 

lea. 

La hip6teais nula (&o), es que los dos grupos tienen la -

miama mecliana ¡ la hip6tesia alternativa (e:1) ea que la mecliana 

ele una poblaci6n ea diferente a la ele la otra. 
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a) Prueba de aignificancia para Metil Metano Sulfonato: 

Ho: PsSP • PMltS 

lllivel de Significancia al= 0.02 

ª1 1 Pssp ~ PMIIS 

Utilizando una tabla de contingencia de 2 • 2: 

Dabrione• Blllbrionea 
vivoa Muert:oa 

Control (SSP) 
9 

l 
o 

1 

A+B= 9 
A B 

Metil Metano 
Sulfonato. 2 7 c+D= 9 

e D 

B a 18 
A+C= 11 B+D= 7 

N <IAD - acl- N/2 >2 
x2 ·----------

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

18 <(63 - ol- 9 )2 52488 
x2 ·-------- ·-· 8.41 

9 • 9 :ir 11 :ir 7 6237 



Bl valor reportado en tabla• para 1 grado de libertad y 

• = o .02 es de 5 .41: como el valor calculado para el grupo 

de Metil Metano Sulfonato u de 8.41, •• recllaza la hip6t:uia 

nula y H concluye que exi•ten diferencia• significativa• en

tre la• dos mue•tra•. 

b) Prueba de aignificancia para Azoddn: 

Ro= Pssr • PAzodr!n• 

81 = Pssr ~ PAzodrin• 
Rivel de aignific:ancia ~ = 0.02 

Control SSP 

Azodrin 

9 

Embriones 
vivo• 

2.5 

A+c-11.S 

o 
A 

s.s 
e 

B+D= 5.5 

11 <149.5 - ol- e.5 >2 28577 
x2 ·---------- ·- • ,.2 

9 X 8 X 11.5 X 5.5 4554 

Íll A+B • 9 

c+D • 8 
D 

• •17 

Bl valor reportado en tablaa para 1 grado de libertad y 
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« .. 0.02 e• de 5.41, como el calcullldo para Azodrh u de 

6.2, •e rechaza la hip6te•ia nula y H concluye qae exi•ten 

diferencia• significativa• entre laa do• mueatru. 

c) A8i mi.amo •e compararon entre a1 loe grapo• de Aaodr!n y 

de Metil Metano Sulfonato. 

11c, "' PMMS • PAzodrin 

81 • PMMS ,' PAzodr!n 
Nivel de •ignificancia cae = 0.02 

Tabla de conting9ncia 2 s 2. 

Meill Metano 
Sulfonato 

2 

BlllbriODU 
Vi.VOII 

s.s 

7 
A 

2.5 
e 

A+C • 7.5 B+D • 9.5 

11 <lis - 3a.sl- a.s >2 3825 
r1. --- 0.745 

9 s 8 s 7.5 s 9.5 5130 

B 

D 

A+B • 9 

c+D • 8 

a• 17 
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Bl valor reportado en tablaa para 1 grado et. libertad 

y• .. 0.02 u et. 5.41, Coa) el calculado u et. o.745, no u 

poaibl• rechazar la hip6taia DUla y .. concluye que utad!a 

ticamente no exiaten 4iferenciaa ent.r• ame doa grupoa. 



2.- Batwlio cit:ogenético en leucocit:oa humanos •in vitro• 

a) Bxpoaici6n a cliferentu doaia de Azodr!n. 

Para este estudio, ae utilizó sangre de 10 donadores 

adultos clinicamente aanoa: .. hizo el enaayo a 1,5,10,15 y 

20 mcg/1111. para Azodr!n: y 10,20,30,40 y 50 mcg/111. para el 

control de referencia. 

Se utilia6 como control de referencia y con objeto de 

estandarizar el métodos Metil Mercurio, conocido apnte in

ductor de aberraciones cromoaámicu (5,7,25). 

Loa resultados obtenidos se encuentran en el caadro Ro. 

II (Azoddn), y en el cuadro Ro.IIl (Netil Mercurio): ul CJl 

1110 el comportamiento a las diferentes doaia en las gñficae 

Ro. 2 y 3 (Azodrln), y las gñficu RO. 4 y 5 (lletil Nerc:ario), 

Loa tipos de aberracionu preferen~te encontrados--

fueron1 rupturas cromoaámicas (fig.4 y 5): cr,.,.._a en ani

llo (fig. 6), y cromoaamu clicéntricoa (fig.7): n encontra-

ron tambi"': tétradas,coaleacencia y pal.verización crcaoacSai

ca, paro en una frecuencia tan laja qua 110 pmdan nr t..-doa 

en cuenta en ute ublllio. 



Siguiendo la foma de reportar de diverao• invutigado

r•• (6,9,10,13,14,15,16,17), lo• datoa •• upreaan mu por-

ciento de c61ula• aon allerracicmu crcuamd.ou (por ciento 

de c6lula• con rupmru y por ciento de c:61ulaa aon crcaoao

•• en anillo y dicátdcoa) • 

11 U.po de apaalai6D fu6 de 48 horu • todoa loa CA 

•oa. 



Do•i• Ro.de álula• Ro.de álula• Ro.de cel.oon Porcentaje de Porcentaje de c6-
mcg/ml. analiuda•. con ruptura. anilloa y di- c6lula• con lula• con anillo• 

ántrico•. ruptura•. y dic6ntrico•. 

o 397 5 o 1.25 o 

1 284 30 7 10.56 2.46 

5 234 56 31 23.90 13.20 

10 238 85 67 35.70 28.15 

15 309 133 164 43.00 53.07 

20 255 125 226 49.00 88.60 

Cllltivoa de 48 horu de expoaici6n. 

S!!!!!!!Q!2• .ll 

Aberracionu crcmoacSaica• producida• por Azodr1n a diferente• do•ia de expoaici6n. 
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1 5 10 15 20 

Asodrin, (mcg/al.) 

Gr,fic! !2• ¡. Por ciento de c:Qulu con c:r011MCWW• 

en anillo y dicmatricoe,. diferentee cloeie de 

Asoddn. 
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~ No. Í• Metafase mostrando múltiples rupturas 

cromos6micas ( Azodrín). 

~ , . 

Figura No. 5. Metafase con una ruptura cromos6mica 

(Cultivo tratado con Azodrín). 
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Figura No • .,2. Metafase mostrando un cromosoma en 

anillo. Tratado con Azodrín. 

Ei.gura No. l• Cromosomas Dicéntricos (Azodrín) 



Doaia Ro.ele cela. Ro.de cela. Ro .de c:ela • 110 .ele c:ela. Porcentaje Porcentaje de 
analizadaa. con ruptura• • con anillo• • aon dicen-- de cela. cela.con ani-

triaoa. c:on rupturaa. lloa y dic:én-
triaoa. 

o 300 3 o 1 1 0.35 

10 290 8 o 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 

baultado promedio de 3 experimento• realizado• l:llljo c:ondiaionu aimilaru. 

~!2·.ll! 

Allerracionea arcmoamiaaa producida• por Netil Mercurio (control de referencia) a 

diferente• doaia de expoaición. 



10 20 30 40 50 

Netil Mercurio, (acg/111) 

Gúfia 19. J. Por ciento de w1u1aa con ~· 

en anillo y cliwntricoe. cliferentee daaie .. -

lletil llercazio. 
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larH a loa de eont:rol de rderencia. con la diferencia de 

que en el •pu1ao• da 4 ara. no n obaerv6 indacci6n de abe

rracione•. Tambiú •e daterainó el Indice Nit6tico. 

Lo• tipoa de aberraciona encontracloa fueron: ruptu--

r•• cromo•6micaa. crcaoa_.. en anillo y clic:átricoa. 

Lo• re•ultadoa H 1111891:ran • el cadro ao.J:V y la grj 

fica •o. 6, donde n obaenan claraante J.aa diferenciaa 8JI 

tre cont:role• y prob1-a. 



Bxp. Azodrin No.da célula• Timnpo de axpoaición Porcentaje de Inclica Nit6--
mcg/ml. analizadaa. hor••· metaf•••• con tico. 

1 o mú ruptu-
ru. 

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 O.SS 

Control 200 4 1.8 
III 15 200 .. , 24 31 0.30 

15 200 24 34 0.28 

Control 200 4 2.1 
IV 15 200 4* 4 1.65 

15 200 4* 6 1.45 

* Pulao iniciado 2 Sra. daapuéa del cultivo. 

~.!2-ll 

Bfecto del Azodr.in aobre Leucocitoa b,manoa •1n vitro• a diferanta timapoa de axpoaición • 

.. 
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4 hrs. 24 hrs. 36 hrs. 48 hrs. 

Tiempo de exposición a Azodrin,(15mcg/m.1). 

Control (SSF) 

Azodr!n. 

Gr,fica !g. §.. Efecto del Azodrín sobre Leucocitos 

humanos a diferentes ti-pos de exposición. 



Bxp. Metil Mercurio No.de células Tiempo de Porcentaje de -tafa- Indice Mitó-
mcg/ml. analizadas • exposición. sea con lo as rup-- tico. 

turas. 

Control 200 4 2.1 
I 50 200 48 62 o.e 

so 200 48 60 0.69 

Control 200 5 1.8 
II so 200 36 58 1.0 

so 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 l.S 

50 200 4* 26 1.3 

* Pulso iniciado 2 era. deapuéa del cultivo. 

Efecto del Metil Mercurio sobre Leucocitos !lumlulos ªin vitro" a diferentes tiempos de ex

posición. 



. 
• 8 
1 
8 100 
B 
H 
• § 

75 ... 
u • M 

1 
8 50 

• 
~ ,. 
u 

25 
,3 
o 
1' • ... 
u o 
~ 
llt 

-57 -

4 hrs. 24 hrs. 36 hrs. 48 hrs. 

Tiempo de exposición a Metil Mercurio 

(50 mcg/ml) 

Control (SSF) 

Metil Mercurio. 

Gr,fica 112· 1, Bfecto del Metil Mercurio sobre Leucocitos 

hlmallOa a diferentu tiempos de exposición. 
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DISaJSION 

En la actualidad, existe wia gran preocupaci6n acerca de 

la repercusi6n genética que pueda tenar el incr-nto continuo 

de factores químicos a loa que se encuentra expuesta la pobla

ci6n, tanto por el uso desmedido de medicamentos como por el 

empleo cada vez mayor de plaguicidas para mejorar la produc-

ci6n de alimentos. Se sabe, en efecto, que existe un equili-

brio delicado entre la producci6n y la eliminaci6n de mutacig 

nea en una poblaci6n dada. Aa! la velocidad de producci6n de 

mutaciones eapon~neaa en cualquier especie, ha llegado a un 

6ptimo mediante la aelecci6n natural introduciendo nuevos ge-

nea a una velocidad suficiente para permitir la evoluc:i6n,pe-

ro no tan r,pido que ae exceda la capacidad de los factores •.!l 

lectivos para eliminar mutaciones perjudiciales. 

Si ae incr-enta la velocidad de producci6n de mutaciones, 

ae corre el peligro de aumentar la frecuencia de alteraciones 

hereditarias en la poblaci6n respectiva. 

Dlldo que ae ha d~atrado que diferentes campaeatoa quí

micos, en particular contauniuntea ambi.ental• aon mutagéni.--



' 

coa para ciertos organismos, se hace evidente la necesidad de 

contar con métodos que permitan la evaluación del potencial 

mutagénico de todo agente al que se encuentren expuestos los 

humanos, en forma rápida y confiable. 

Es importante seflalar que ningún método permite extrapo

lar en forma cien por ciento confiable los resultados obteni

dos en otros organismos, al hombre. Sin mabargo, no es posi-

ble llevar a cabo estudios en el humano directamente por raz,2 

nas éticas obvias. 

As! 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 hUlllill

no, se considera que el estudio compaz:ativo de los efectos de 

agentes químicos tanto "in vivo" (7,15), utilizando organi.s-

mos de distintas especies: como •1n vitz:o" recurriendo a dife

z:entes métodos (16,17), podría permitir decidir con -joras ll!! 

ses si un compuesto es o no potencialmente mutagénico para el 

hombre. 
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Conscientes de 1A importancia de contar en nuestro pais 

con métodos para 1A evaluación del efecto genético de conta-

minantes químicos del ambiente, nos propusimos estandarizar 

dos de ellos: La prueba de Inducci6n de Mutaciones Dominan-

tes Letales, que presenta ciertas ventajas ya que se trabaja 

con organismos superiores (ratones), cuyos resultados pueden 

ser extrapolados•• f,cilmante al haabre que si se trabaja 

con microorganismos procariotea: ac!aáa no se requiere mucha 

manipu1Aci6n da los animal.u, sólo ea .,.......rio inoc:ular una 

vez y 1A examinación uterina as ffci1-te realizable ya que 

se necesita sol.amante un microscopio astar-c:6pico. Bl mane

jo de los datos y su interpretación son muy aencilloa también 

(1,21,23). 

Bl estudio Citoganético •in vitro• ha mostrado (15,21) 

ser una prueba valiosa en 1A determinación del potencial muta

génico de loa produc:t:oa químicos, además, presenta la gran Va.!! 

taja da trabajar con células hUIBllilS (leucocitos) directamente, 

lo qua ningún otro método permite. Bs un ensayo fácil de rea

lizar y qua no presenta compliacionas -t:odalÓgicas. 
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La inducción de aberraciones crcmosómicaa por el Metil 

Mercurio se mantuvo dentro de lo reportado previamente (25), 

el comportamiento a diferentes dosis siguió el tipo de COlll

portamiento de una función: y= ax2 característico, tanto P.! 

ralas aberraciones del tipo de rupturas ccmo para la fona

ción de cromosomas en anillo y dicéntricoa. 

El hecho de no encontrarse diferencias a los distintos 

tiempos de exposición, puede deberse a que ésta canpuesto -

actúa directamente sobre el AJ:111, y es en el,periodo de sín

tesis de este 6cido cuando se causa el daflo:en UD cultivo de 

leucocitos cuya mitosis es inducida por fito~glutinina,el 

fenómeno de síntesis de ADl1 se efectúa durante las primeras 

24 horas exclusivamente, de tal manera que UD ti-pode ex-

posición mayor puede no incr-entar el daflo en forna cona~ 

rable. 

Con respecto al Azodr!n, los hallazgos en el experiamlto 

a diferentes dosis, sugieren una cinética del tipo del control 

de referencia cuando se considera el porciento de células.«m 

cromosomas en anillo y dicéntricos; pero en el caso de rupturas 

cr01DOSo6micas mas bien s-ja una cinética de aturaci6n, con 
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Conscientes de la importancia de contar en nuestro pais 

con métodos para la evaluación del efecto genético de conta-

minantas químicos del ambiente, DOS propusimos estandarizar 

dos da ellos I La prueba de Inducci6n de Nutaciones Dominan-

tes Letales, qua presenta ciertas ventajas ya que sa trabaja 

con organismos superioras (ratones), cuyos resultados pueden 

ser extrapolados •• f,cilmente al hembra qua si se trabaja 

con microorganismos procariotes: adaláa DO se requiere mucha 

manipulación de los animales, sólo es necesario inoclllar una 

vez y la examinación uterina es ff.cilmente realizable ya que 

se necesita solamente un microscopio estereoscópico. Bl ane

jo de loa datos y su interpretación son muy sencillos también 

(1,21,23). 

Bl estudio Citogenético •in vitro" ha mostrado (15,21) 

ser una prueba valiosa en la determinación del potencial muta

génico de los productos químicos, además, presenta la gran V8B 

taja de trabajar con células humanaa (leucocitos) directamente, 

lo que ningún otro método permite. Ea un ensayo fácil de rea-

lizar y que no presenta compilaciones metodol6gicas. 
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Bl empleo del Metil Metano Sulfonato y del Metil Mercu

rio, como·controles de referencia paralelos, tuvo wi doble 

propósito: primeramente confirmar que con nuestros métodos .!l 

ra posible detectar y cuantificar mutaciones (utilizando a-

gentes bien conocidos), y en segundo término poder estimar y 

comparar la mutagenicidad del Azodrín con dichos ccapuestos. 

La inducción de mutaciones doninantes letales por Metil

Metano Sulfonato confirma lo ya descrito por otros autores: 

el MMS es altamente mutagénico, y su aapleo para estandarizar 

la técnica es canpletamente satisfactorio. 

En cuanto al Azodrín, el experimento daauestra que ea CJ! 

paz de inducir este tipo de mutaciones en un grado considera

ble, awique no tan grande 001110 el MMS. 

Con el fin de canparar aáa adecmdamante los dos C0lllpueJl 

tos, loa datos se representan esqumticamente (grifica 1),C;2 

mo por ciento de embriones vivos o muertos. Bsto da una idea 

clara de los resultados. 

As! mismo, la prueba de significancia eatacliatica indica 

que las diferencias entre controles y problaaa son altu.nte 

significativas y que entre MMS yAzodrín, eataclisticamante no 

exiati6 diferencia. 
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La inducción de aberraciones cr01110sómicas por el Metil 

Mercurio se mantuvo dentro de lo reportado previamente (25), 

el comportamiento a diferentes dosis siguió el tipo de com

portamiento de una función: y= ax2 característico, tanto P.! 

ralas aberraciones del tipo de ruptur- C0lll0 para la forma

ción de cromosomas en anillo y dicéntricoa. 

El hecho de no encontrarse diferencias a loa distintos 

tiempos de exposición, puede deberse a que éste campuesto -

actúa directamente sobre el AIII, y ea en el,periodo de sín

tesis de este ácido cuando se causa el dafto:en un cultivo de 

leucocitos cuya mitosis ea inducida por fitohaaglutinina,el 

fenómeno de síntesis de AIII se efectúa durante las primeras 

24 horas exclusivamente, de tal manera que un tiempo de ex-

posición mayor puede no incrementar el daflo en forma ccnaidJ! 

rable. 

Con respecto al Azodrin, loa hallazgos en el experimento 

a diferentes dosis, sugieren una cinética del tipo del control 

de referencia cuando se 00DSidera el porciento de célulaa.aon 

cromosomas en anillo y dicéntricoa; pero en el caso de rupturas 

crcmoaoómicas mas bien semeja una cinética de saturación, con 



- 63 -

wi principio de gran datlo: esto es clif!cil de interpretar 

pero puede deberse a que el material genético presenta u

na afinidad limitada por el Azodr!n, y que a dosis altas 

no le esposible combinarse con él en una forma proporciona-

da. 

En el experimento a diferentes ti-pos de exposición, 

el Azodr!n se comportó en una forma muy similar al Metil

Mercurio, as{ que lo comentado anteriormente puede apli-

carse también en este caso. 

Es importante recalcar, que los resultados aquí pre-

sentados de ninguna manera son definitivos, aunque si fue~ 

temente sugestivos de que el Azodrín es un mutágeno poten

cial para la población: consideramos necesario llevar a C,A 

bo 111'8 pruebas en sistmas COIIIO: El ensayo mediado por el 

Huésped, lo que nos dar.la información sobre el metabolismo 

de este insecticida: también deben realizarse pruebas en -

sistemas de microorganiamos, tanto procariotes ("Prueba de 

Ames") • como eucariotes (ltaversi6n en llleurospora gye) : 

conjuntando los diferentes resultados, se podria concluir 

definitivamente sobre la capacidad mutagénica del Azodr!n. 
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CX>NCLUSIONES 

Podemos concluir, que la evaluación del potencial muta

g6nico de agentes qu!mico• utilizado• en la agricultura, y 

a los que se encuentra expuesta la población es una necesi-

dad urgente, por ello es importante el contar con métodos--

confiables que permitan obtener en poco ti-po una rupues--

ta. 

Los sistemas por lo• que opt:amoa para llevar a cabo tal 

valoración, damostraron ser muy confiablell,y dado su ffcil -

manejo y reproducibilidad pueden •er recomendado• como prue

bas de rutina a todos aquellos agentes químicos de quiene•-

•e sospecha puedan •er imtal¡énicoa, antes de permitirse su-

empleo y difusión. 

Los resultados obtenidos con el insecticida Azodrí.n,in

dican que cuando menos utilizando dos sistemas de detección, 

e•te compuesto es mutagénico: consideramos necesario llevar a 

cabo pruebas adicionales antes de temar una decisión al rapes 

to. 
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