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CAPITULO
PROLOGO

Demostrar cientfficamente ¢l efecto que producen

los elementos del ambiente sobre los organismos, impli=

ca la realizacién de una serie do actividades de

inves-
tigacién que deben efectuarse con el

rigor metodoldgico
que sefialan los clnones de la investigacién cientffica,
con el deseo de guiar mis conocimientos por el camino

de la bisqueda cientffica, ejecutéd todos estos clnones

para realizar el estudio que describo en los capftulos
siguientes.

Para este trabajo el clemento que estudié fue el

plomo, la célula fue el gameto deo ratones de la cepa -

BALB/C y el efecto buscado fue la letalidad de la gene-

racién F1 de estos ratones,

La primera actividad para alcanzar el propésito fue

realizar una investigacidn biblioyr§fica para conocer -

los antecedentes de: el elemento, el organismo y varia-

bles seleccionadas.,

Los resultados se presentan en el
Capftulo

Il, en el que se describen las evidencias que

apoyan a los siguientes juicios planteados,

derivados -
de reportes cientfficos:

£} plomo produce dafie en algunos sistemas humanos,

Se encuentra en derecho=habicntes del

1.M.5.5,

3. No se ha demostrado IN YIVO o IN VITRO efecto letal




Dominante del plomo.
4. No se ha utilizado la metodologfa adecuada para
demostrar efectos L.D. en Generacién Fl'
se deriva el objetivo y
de este la hipétesis de trabajo gue se plantea para su

En base a estos juicios,

demostracién mediante la metodologfa que se siguié du-
rante todo el

experimento y que sc resume en el Capftu-
o V.

El Capftulo VI describe las caracterfsticas de la
informacién obtenida y se¢ presenta el anflisis y las =

inferencias derivadas de estos resultados.

La Discusidén se presenta en ¢l Capftule VIl que ade-
mSs incluye las conclusiones, e! resumen y una bibliogra-

ffa que es una seleccidn de citas de referencia que apo-

van los juicios expresados en el contenido de este docu-
mento.

Esta demostracidn experimental tuvo como propésito

personal el ser utilizada como tésis para adquirir el

agrado de Licenciatura en Ciencias Biolégicas.




CAPITULO 1) )
ANTECEDENTES

1. DE LOS EFECTOS DEL PLOMO COMO PROBLEMA DE CONTAMI-

CION AMB IENTAL,

Actuaimente los residentes del ambiente urbano es~

tan en contacto con una cnorme variedad de productos

qufmicos a los que sus ancestros no habfan sido expues-
tos por ello es posible que los pesticidas, medicamentos,
cosméticos, aromatizantes, colorantes y conservadores de
alimqntos, y en genceral los contaminantes ambiontales -
sean capaces de producir efectos biolSgicos nocivos en

estos sujetos tales como alteraciones hereditarias, entre
otros.

Existen estudios que muestran que el plomo a concen~

traciones ambientales produce absorcidén aumentada de

plomo en los humanos (9, 20, 21). Por otra parte algu-

nos investigadores sefialan que con esas concentraciones
ambientales se produce dafio bioldgico a diferentes sis-

temas del organismo humano y animal (0,8, 10, 11). Uno

de estos sistemas afectados es ol genético, como lo se-
fialaron en sus cstudios citogenéticos Schwanitz (36), -

Schmid (35) y Bauchinger (3, 4).

Por otro lado Varma (38) en 1974, indicé en un es-
tudio oxperimental con ratones que ¢l plomo produce efec-
to Letal Dominante en la Generacidn Fl do los mismos, sin

embargo las concentraciones de plomo administradas o los




ratones por via oral en el agua de uso se estimaron en-
tre 66,000 y 100,000 mca/g de peso, que son muy altas
comparadas con las medias (X =10 - 40 mcg/60 Kg. de pe~-
so) encontradas en poblaciones humanas.

‘En un estudio realizado por el Departamento de in-

vestigacién en Salud Pdblica del 1.M.S.S. en 1974 (13),

en una muestra aleatoria calculada de la poblacién dere-
cho-habiente que asistié a los laboratorios clfnicos, se
encontré que el 3.4% del total de 3,240 sujetos estudia-

dos, resultaron con niveles de plomo sangufneo por arri-

ba de 40 mcg., lo que fué considerado como absorcién au-

mentada de plomo, por lo que se conoce que el ambiente de

la Ciudad de México contiene concentraciones de plomo en-

tre 5 mcg y 15 mcg por m3 de aire, que producen absorcién

aumentada de plomo en su poblacién (7,27); también se co-
noce a nivel internacional que ol plomo produce dafo enzi-

mético (19, 26, 29-30, 32), inmunolégico (23) y genético
(3-5, 25, 28, 38),

Se¢ han realizado algunos estudios previos en busca

de posibles alteraciones hereditarias producidas por el

plomo., Las caracteristicas de los estudios hasta ahora

realizodos se resumen en los Cuadros (1, 2, 3), los que

se¢ han organizado en funcidén de los niveles de estudio -

y de los métodos empleados, en ellos se sefalan los pa-

trones de exposicién y algunas obscervaciones de cardcter
técnico,

Como puede apreciarse en dichos cuadros se carece

de informacién relacionada con el

estudio de los efectos
biol6gicos del plomo con patrones de exposicidn y concen-




$

traciones similarcs a las del ambiente urbano.
Debido a la importancia que puede representar el
posible dafio genético, es necesaria la valoracién de los

efectos, sobre este sistema biol8gico, del plomo a con-

centraciones similares a

las de la atmésfera del ambien-

Por esta razén el Departamento de Investiga-
cién en Salud Plblica del

te urbano.

1.M.S.S., dentro de la |fnea
de investigacién sobre riesgos ambientales decidié rea-

lizar un conjunto de estudios sobre los efectos biol§gi~

cos del plomo bajo condiciones de contaminacién ambien~

tal. En este trabajo se presentan las obser ac ones rea-

lizadas durante uno de estos estudios.




CUADRC 1

ESTUDIC DE LAS ALTERACIONES HEREDITARIAS PRODUCIDAS POR PLOMO

1, ARERRACIONES CROMOSOMICAS
1.1, ESTUNIOS EN MATERIAL T10LOGICO EXPUESTO "IN VITRO”
1.2, ESTUDIOS CITOGENETICOS EN MITOSIS INDUCIDAS ™ IN VITRO”
LHA DE AD’» DURAC [ON D] OBSERVAC 1ONES e
LSPECHE oSS { INISTRA- PER10DO LA EXPOSI- RESULTADOS AL DISENO EX- CITA S
ciIeN g ioLoGIco CloN PER IMENTAL
rcerato de Metafases No encontraron Las conc. son
Yimster Pb a 325.1¢ In 1 itrol de fibro- 10 horas | olteraciones muy altas. Es-|Bauchinger,
corn blastos cromosomicas pecificadas M. %72
Acetato de Aumento en la - | Ko reportaron
PL o 32.510« . prevalencia de el tiempo de
mt 3.251° . . aberraciones -- | cultivo fas
mca/mli 3. . . y ;
e s s N - . z.
Homb meo/ml . 3281¢ In vitrofLinfoncitos] ? especi cromosomicas dell conc. son muy Schwanit
- ficada . 1470 :
mce/mi tipo gaps y rup- altas P
turas, en lin-
. toncitos de sand
gre periférice
Acetato de Pb Aumento en rup-
Hombre o 3.251¢€ tn vitro} Cultivos 23 horas | turas del tipo Dosis altas Schmid E.
mca/ml 24 horas 48 horas | caps 1972
El Pb no modi
. . ! |
Acetato de Po §ultyvos d¢ Lesién acromdtid FIC? os alte
. 4% hrs., s raciones pro-
a 3.2° K L ca, rompimiento .
Homb | itro 24 hora 24 hrs. an- de cromatides e ducidas por el
ombre nvt - T3 kes del prof ¢ raes agente Alki-- Bouch, B. U
N ={ isocromatides i~y - 1974 R
cesamiento en Leucocitos lante Chinos § -
de muestras ) por IJQ ¥y 200 )
Roentgen
* CSlculo estimado

[T
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ESTUDIO DE LAS

ARERRAC IONES CROMO3O4ICAS

ALTERACIONES HER

CUADRO 2
EDITARIAS PRODUC 1DAS POR PLOMO

1.1 ESTUDIOS EN INDIVIDIR
1.2, ESTUDIOS CITOSENETHOOS N MITCSIS INDUCIDAS * 1IN VITRO
-
vid 0E A DURAC {ON DI [oBSERVAC IONES AL
[SPESHE rOSI3s MINISTRA- PER LODC LA EXPOSI- RESULTADOS BISEND EXPER!-= CITA
CION 8 10L0GICO CION MENTAL
Aumento en la in- No ca Pu"bl?
cidencia de dsio calcylar dosis
Ratones | dcetato de Pb Dieta Adultos 2 semanas | cromatide en cé- por g. de peso iy,ueo AL
lulas de médula or no haber re= 196¢
osea portado el peso
y edad de los
animales
Hombre No cuantifi= Laboral tj Adultos No especi- Aumento ¢r la pre
cada Troba jado ficada calencia de abe=«|No refirieron
res rraciones cromosotlas caracterfs- {Bauchin-
wnicas del tipo ~|ticos de sus - |ger, M.
tomabre No cuantifi= Axbiental ] Adultos No especi-— =Gaps” y rupturas controles 1972
cada ficade en linfoncitos de B
sanare periférica e
Auento en 1a prg+
valencia de abew=|No reportaron el
Hombire Yo cyantifi- |Laboral Hombres | No especi=| rraciones cromosojtiempo de culti-f Schwanitz
cada fSbrica Aduitos ficada micas del tipo =|vo ¥y fas concen=} G.
de aceratd “Gaps” y rupturastraciones son = 1670
de Pb en binfoncitos de|muy altas
sangre periférica
Nombre Lo especifi= Intovica-{| Edad X 7 aRos o encontraren
cadas cién la—-} Adulta rango 1 No descartaron
boral a 22 afos . . la presencia de
diferencias
dombre | ¥o especifi- [Laboral | Edad X 7 afos otros factores |go pgid,E,
cadas Adulta rango 1 potenciaimente 1072
a 12 anes capeces de pro-
ducir alteracio~] ‘.
Hombre No especii- Ambiental| Edad Toda ta significativas nes cromosamicss
Adulta vida

cadas




CUADRO 3

ESTUDIOS DE LAS ALTERACIONES HEREDITARIAS PRODUCIDAS POR PLOMO

i. FERRAC JONES CROMOSOMICAS:

ESTUDIOS EN IXDIVIDUO

1.1,
1,2, ESTUDIOS LETAL DOMINANTE
VIA DE ADMI-[DURACION DE LA :Esgf‘gégé"gs CiTa
ESPECIE DOsSIS NISTRACION EXPOSICIO - .
Xp 1ON RESULTADOS PER IMENTAL
Ratén macho} + 100, 000% Oral en el 28 dias Baja en ferti- | Dosis muy al-{ Yarma,
8 semanas - 66,000 agua de uso lidad y mutage tas M.
megfg de sub. nicidad: IM en 1974
acetato de Pb la 3 semana -
del Lote tra=--

tado = 9,4 con
x2= 5,38 (P2
0.01). IM en -
la semana del
Lote tratado =
10.4 con X2=

10.4 (P20.05

[}

)

#* CSlculo estimado.

1l

Indice Mutagénico.

= No. total de productos no viables X 100

No. de

implantes
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DEL METODO PARA EL DISENO EXPERIMENTAL DE EFECTOS
LETAL DOMINANTE.

Los efectos biolSgicos de un agente contaminante

dependen de sus propiedades ff{sicas y qufmicas, de los

patrones de exposicién y de

las caracterfsticas intrin-

secas de! sistema biol8gico expuesto, por esta razén cs

necesario hacer unas consideraciones preliminares sobre

estos aspectos, ya que son determinantes para el disefio
experimental,

2.1 PATRONES DE EXPOSICION

Como producto de la industrializacién, el plomo se

ha ido agregando al medio ambjente, fundamentalmente en

el aire, agua y los alimentos, por lo que las personas

se encucntran continuamente expuestas al metal., Ya que

las concentraciones de este, no son homogénecas cn el ai-

re, agua y alimentos, los individuos tienen diferentes

patroncs de exposicién; por otra parte, estas diferencias
pucden atribuirse a otras fucntes de contacto tales como

de tipo laboral, accidentes, manfas o hdbitos.

Por vfa oral de absorbe el 104 del plomo ingerido y
por vfa respiratoria se absorbe por

lo menos ¢l 50% del
plomo inhalade (21),

Usuuolmente se ingieren 3°0 mecg. por

dfa, de los que se absorben 37 mcg. En el airve urbano -




durante la mayorfo de los meses del afio se encuentran

[
mcg. por m3

5
de plomo, pero en los meses de mayores con-

. . 3
centraciones puede incrementarse hasta 15 mcg. por m" .~

Si un sujeto normal de 60 kg. de peso respira 1l m

do
aire por dfa,

su absorcién por esta vfa es de 30 meg.
de esta forma la absorcién total es de 65 mcg. por dfa
durante las &pocas de menor contaminacidn que equivalon
o 0,01 mcg. por gramo de peso corporal, En las épocas
de mayor contaminacidn aérea, la absorcién se incremen-
ta a 0.02 mcg. por gramo de peso corporal. (Cuado 4).
La existencia de diferentes patroncs de exposicién

determina que se presenten dentro do una misma poblacién
diversos conjuntos de sujetos que pueden responder en -

forma diferente al contacto con el agente en estudio,

debido fundamentalmente a que han desarrollado en dife-

rente grado mecanismos homeusidticos capaces de neutra-
lizar las modificaciones bioqufmicas determinadas por el

agente. Por esta raz8n dentro del disciio experimental

deben seloccionarse para estudio elementos provenientes
de uno sélo de estos conjuntos o simularse las circuns-

tancias a las que cstan sometidos cada uno de estos con-
Juntos, por lo tanto es necesario rcalizar observaciones

bajo condiciones de exposiciédn aguda, subaguda y crénica,

En el presente traubajo se pretendon realizar observaciones
bajo condiciones de exposicién aguda, por ser el primero
de una serie de estudios,

Debido o que existen graves problemas técnicos para

la produccién de atmésfeoras con concentracioncs constan-



tantes y controladas de plomo, no es factible simular -

dosde este punto de vista las caracterfsticas de expo--

sicién humana. Sin embargo al considerar que el interés

bisico de estos estudios es la identificacién del efecto

biol8gico del metal a concentraciones y exposiciones si-

milares a las del ambiente urbano, es8 convenicnte admi--~

nistrar el metal en el agua de uso con lo quo se obtiene

una exposicién gradual distribuida durante el tiempo de

cxposiciédn; no es pertinente seleccionar la administra-

cién intragdstrica o parenteral de uso habitual en estu-
dios farmacol6gicos, ya que de esta forma se oxpondrfa
sibitamente al animal a concentraciones extrarordinaria-

mente altas que no son observables on c¢circunstancias ha-
bituales. No obstante ello debe reconocerse que al va--
riar la vfa y el patrén de administracién se puede modi-

ficar la respuesta, pero la decisiédn tomada esta m&s pré-
xima a la realidad.

No se dispone de evidencias que permitan sustentar
la decisidn de las concentraciones aquivalentes de plomo

entre diferentes especics, desde el punto de vista estric-

to, la fnica forma de identificar dosis equivalentes, es

mediante estudios paralelos en las especies que interesa
estudiar, por esta razén la decisién final e¢s arbitrarfa

y a juicio de cada grupo de investigadores. Pucsto que
el plomo sc distribuye en todo el organismo, se conside-
ra conveniente seleccionar como dosis equivalentes, en

cl disefio experimontal, las dosis por gramo

de peso.




CUADRO 4

CALCULO DE PLOMO ABSORBIDO POR HABITANTE, BAJO DIFERENTE CONCENTRAC IONES DE
CONTAM INACIOK AEREA o

Basados en los datos de un sujeto de 60 kg. de peso

Plomo ingerido por

mcg de plomo absorbidos .
_ Concentraciones del plomo en Volumen res-
en un dfa por gramo de = . . . -
aire ambiental mcg x m piratorio + vfa oral en mcqg
peso 2 10
Peso corporal (60,000 g)
CONCENTRACION DE PLOMO Volumen PLOMO INGERIDO : mcg POR GRAMO
EN EL AIRE BIENTAL RESPIRATOR IO POR V1A ORAL CALCULO DE PESD POR DIA
1~ i2 358 1?(12! + 3¢
2
- 0o 0.02083
60, 000 gramos
21 12 350 20(12) + 3350
2 . 0.02583
60,000 gramos
44 12 350 0(12) + 3350
2 10 = 0.045%3

60,000 gramos




2,2, CARACTERISTICAS DEL SISTEMA BIOLOGICO,

Por lo que respecta a las caracterfsticas intrin-
secas del sistema biol8gico expuesto, estas son detormij~

nantes en las respuestas observadas debido fundamenta |-

mente a las diferencias entre las sensibilidades de aus

procesos biogufmicos al agente en estudio, por esta ra-

26n es necesario realizar estudios sobre cada uno do los

conjuntos de elementos que biol6gicamente tengan las mis-

mas caracterfsticas intrinsccas. Desde el punto de vis-

ta considerado, es de esperarse que exista una diferen-

cia en la respuesta ol plomo cuando se exponen sistemas
biol8gicos como células somfticas o células germinales;

si el objetivo del estudio es el de identificar los

riesgos sobre ¢! producto de la concepcién existen indi-

cios que apoyan como la mejor decisién el scleccionar -

inicialmente como sistema biolégico para estudio las cé-
luas germinales.

2,3. SELECCION DEL METODO.

Los agentes qufmicos son potencialmente capaces de
producir todo tipo de mutaciones, cs decir son capaces
de producir cambios en e! material genético que pueden
variar desde alteraciones en un s§le genc o mutaciones

puntuales, hasta modificaciones en un conjunte de genes

o nutaciones estructurales, En la actualidad sc cuonta




con métodos Gtiles para detectar este tipo de alteracio-

nos en diferentes sistemas biol8gicos, desde bacterias -
hasta mamfferos, pero la seleccién del método a emplear
debe hacerse en funcién del objetivo del estudio, de lasa

caracterfsticas del agente sospechoso y del

sistema bio-
16gico disponible,

las alternativas de eleccién suelen
reducirse a métodos citogenéticos, prueba de Letal!l Domi-

nante y estudio con hfesped intermediario (24), Este —-

Gltimo sirve fundamentalmente para detectar los produc--
tos con propiedades mutagénicas que pudioran ser formados
como resultado del metabolismo del huésped y para indagar

si este es capaz de neutralizar la actividad mutagénica

de! compuesto. Por lo que respecta a los métodos citoge-

néticos, sirven para identificar grandes mutaciones que -
son perceptibles al microscopio usuolmente se buscan en
mitosis inducidas "in vitro” en cédlulas germinales, en

linfoncitos o fibroblastos,

La Prucba Letal Dominante sc basa en el estudio de
la progenic e¢ngendrada de animales tratados con agentes
sospechosos de ser potencialmente mutagénicos.

Con esta
pruebd ue detectan mutaciones letales, ¢s decir cambios

en ¢l material genético que son incompatibles con la --

supervivencia del producto de la concepcién.

(2, 16,17).

2.4. SELECCHION DEL METODO EN FUNCION DE LOS OBJETIVOS
DEL ESTUDIO,

Desde e} punto de vista de Salud Pdblica

interesa




ante todo identificar los agentes que son capaces de

producir alteraciones hereditarias en el producto de la

concepcifn humana, las concentraciones mfnimas capaces

de producir tales efectos, las condiciones de exposicifn

en los que estos se presentan y la identificacifn do los
sujetos susceptibles en funcién de sus caracterfsticas ~
biol6gicas intrinsecas.~ Por lo que el método de entudio

a eleccibn ser8 aquel que mejor cumpla con estos requisi=
tos.

2,5. CARACTERISTICAS DEL AGENTE

Ya que el plomo es un elemento, desde el punto de -
vista tebrico no es posible que sufra degradacién dentro
del organismo, por lo que no se tienen bases para sospe-
char 1a formacién de subproductos potencialmente nocivos;

en cuanto a los compuestos que pueden formar el plomo den-

tro dol organismo, hasta

la fecha no se ha logrado iden~

tificar alguno activo bjol8gicamente, por esta razén pa-

rece ser por ahora no muy importante el empleo del método

del huésped intermediario.

Este método serfa (til para

estudiar riesgos en sujetos cxpuestos laboral o acciden-

talmente a alguno de los compuestos de plomo de uso in--

dustrial tal comu ¢l tetraetilo de plomo.




2,6. SELECCION DEL METODO EN FUNCION DEL SISTEMA BI0LO-
GICO DISPONIBLE,

Es obvio que para los objetivos de la Salud Pibli-

ca el sistema biol6gico de eleccién es el humano, sin

embargo por razones éticas y pricticas no es posible --
realizar en este sistema biol6gico un estudio en ¢l que
se cumplan todos los objetivos ya presentados, ¢l Gnico

tipo de estudio factible en individuos humanos es uno -

de car8cter testimonial, por lo que la obtencién de evi-

dencias debe hacerse en otros sistemas biol8gicos.

Desde ¢l punto de vista pricticao la eleccibn del -=
sistema biol8gico se hace en ¢!l nivel de equilibrio de -

dos factores fundamentales uno de cllos son los recursos
disponibles y el otre la mayor proximidad filogenética y
biolégica con el hombre. Aunque la decisién sea la 6pli-
ma, desde los puntos de vista considerados, siempre surge
el problema de la extrapolabilidad de las observaciones,

pues la inica manera de validarla serfa la realizacién
de wstudios paralelos.

De acuerdo con las consideraciones previas se eli-

gi6 como método la prucba Letal Dominante en el ratén de-
bido

fundamentalmente a:

1) El clemento obijetivo gque se valora es el producto de
la concepeidn,

2) El Sraano blunco en el que se detectan los efcctos -
del agente en estudio son las gametas,




Se realizan observaciones en mamfferos.
Por su factibilidad en Funcién de disponibilidad,

tiempo de reproduccién y posibilidades técnicas.

3. DEL METODC DE ANALISIS DE RESULTADOS

Uno de los problemas para demostrar los efectos del
plomo han sido la validez de los métodos empleados en el
disefio y ol andlisis de resultados, como lo demucstra la
controversia existente entre los diferontes reportes de
la Bibliograffa Internacional (14, 16, 17, 31), acerca de
la técnica de andlisis de resultados que debe uti!izarse
para demostrar el efecto en la generacién F1 como lo se-

fiala Salsburg (34) y Legator (24). Por lo que se hace -

necesario comparar los diforentes métodos de andlisis de

resultados usados por los investiyadores para conocer su

validez. E! presentc estudio compara los procedimientos

. 2 . .
estadlisticaso X7, andlisis de la varianza y un método de

fndices propuesto por Ray. V. (33).




CAPITULO 11
OBJET I VDO

Demastrar experimentalmente si el plomo a cuncen-
traciones ambientales administradas a ratones machos

BALB/C, produce alteraciones Letal! Dominante (L.D.)

en su generacién Fl.




CAPITULO IV
HIPOTESIS DE TRABAJO

El plomo a concentraciones ambientales simuladas apli-
cadas a ratones machos BALB/C, no produce efecto Letal

Dominante en la Generacién Fl'




CAPITULO V
METODOLOG I A

EL DISENO EXPERIMENTAL

1. Se formaron cuatro lotes de tratamiento c¢on

diez ratones machos cada

lote, el primer lote

(10) fue el contro! y tres lotes (T1, T2, T3)
experimentales.

DE LAS CONCENTRACIONES AMBIENTALES

Los tratamientos fueron administrados mediante
una solucién de acctato de Plomo por via oral,
como maniobra Gnica de aplicacién a los ratones
machus, Los tratamientos (T) (Cuadro §5), co--

rresponden a las siguientes dosis:

TRATAMIENTO-DOSIS

T0 = Pb 0.0 mcg/m!
T1 = Pb Q.11 mcg/m!
T2 = Pb 0,14 mcg/m}
T3 = Pb 0.26 mcy/ml

Estas dosis fueron calculadas a partir de los

mcg de Pb absorbidos en un dfa por g. de peso




corporal en un hombre de 60 Kg., y se hace la
conversién de la dosis, humano a ratén por

gramo de peso. (Cuadro 5).

Los mcg de Pb absorbidos en un dfa fueron éul-

culados utilizando la siguiente férmula:

MCG DE PB ABSORBIDOS EN UN DIA POR G. DE PESO ==

S (2)

= (mcg x m3) x Volumen Resp. + Pb ingerido (mcg)
2

10
Peso Corporal (60,000 g)

La férmula expresa ol total de Pb respirado (2,4)

e ingerido por vfa oral (29) de la concentracién

de Pb existente en ol ambiente (Cuadro 4)

DE LA IDENTIFICACION LETAL DOMINANTE EN GENERACION F

1

Cada ratén macho al dfa siguiente de la aplicacién de

la maniobra,

por semana,

Cuadro 5.

se aparced al azar con tres hembras virgenes

durante cuatro semanas, como se muestra en el

Diariamente se revisd en las hembras la existencia

de tapdn vaginal que reficere el primer dfa de gestacién




(22). -

Se sacrificéd a todas las hembras gestantes, 11 dfas
después de encontrarles tapbn vaginal.

Se localizé Gtero extrayendo los productos de la con-

cepcién para identificarlos como: productos viables y pro-

ductos no viables; estos Gltimos fueron identificados his-

tolégicamente como deciduomas.




CUADRO 5

CARACTERISTICAS DE LA APLICACION DE LA MANIOBRA : RO

PROCEDIM1ENTO JCONCENTRACION (POSIS ORAL POR | CONCENTRACION DE LA

GRUPOS |No. DE RA-
£STUD1AD0S | TORES MA-— DE ATMOSFERICA S|- jncg/g DE PESO | SOLUCION DE ACETATO DE
cHOS RALE /| APAREAMIENTO JMULADA* (mcg/m3 ) POR DIA PLOMO (mcg/mi)

3 ratones

CONTROL 10 hembras duran- 0 0.00 0.00
te 4 semanas
3 ratones

| 10 hembras por 15 0.020 0.11 S
semana duran- $ ol

te 4 semanas

3 ratones
hembras por

H 10 semana duran- 21 0.025 ‘ 0.14
4 semanas

3 ratones

i 10 hembras por 44 0.046 ‘ 0.26
semana duran-

te 4 semanas -

* Calculada para un hombre de 60 kg. de peso con una frecuencia respiratoria de 20




4. DE LOS DATOS

Los datos fucron obtenidos de los siguientes even~
tos observados:

1. Ndamero de ratones machos

2. Namero de ratones hembras cembarazadas
3. Ndmero total de implantaciones

4. Ndmero de productos viables/macho

5. Namero

de productos no viables/macho

4.1 INFORMACION OBTENIDA

Los resultados fuecron registrados diariomente en -
una bit§cora.

5. DE LOS METONOS DE ANALISIS DE RESULTADOS

o .. . ye
S¢ celaboraron los siguientes indicadores:

5.1 METODO PROPUESTO POR RAY.V.
1, No. total de

implantaciones
» Total de hembras

embarazadas




5.2

“

No. total de productos
viablos

No, total de hembras
embarazadas

No. total dc productos
no viables

No. total de hembras
embarazadas

No. total de productos
no viables
No, total de implantes

METODO DE LA VARIANZA

X 100

Kii = No. total de productos
' viables

No. total de implantes
\

Xij = Xij X semana

METODO DE X2

7.

No. total de implantes
viables

Tratamiento

tratamiento

X No. de ratones por T



8. No. total de implantes
no viables
Tramiento




CAPITULO VI
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Se estableci6 la siguiente hipStesis nula: No
existen diferencias significativas entre los resulta«
dos de los tres procedimientos empleados y se aplica-
ron tres procedimientos estadfsticos a los datos, cu-

yos resultados se describen a continuacién:

1. DEL METODO PROPUESTO POR RAY. V. (33)

En el Cuadro 6, se observan: decremento significa-
tivo de 5.11 (o= .05) en la relacién productos viables/
hembras embarazadas para ol grupo de ratones de la sema-
na 4 - tratamiento 3, comparado con la X = 6.35 del grupo
control; en la relacién productos no viables/hembras em-

barazadas del grupo de ratones machos de la semana 1 tra-

tamiento 3, se observa un incremento significativo de

2.41 (&€= ,0t) comparado contra la X = 1.41 del grupo --
control.

Para verificar estos resultados significativos me=-
diante la reproducibiiidad, sec separaron los grupos de
10 ratones machos en 2 subgrupos de 5 ratones cada uno y
se les aplicS el mismo procedimiento estadfstico, Cuadros

(7 y 8), donde sec observa que los datos no son reproduci-

dos consistentemente en ambos subgrupos.




Para la relacibn productos viables/hembras embare

zadas, sélo el segundo subgrupo de la semana 4 = tratoe

miento 3, presenta decremento significativo de 2,07

(o€ =,0¢) comparado contra la ? = 06,27 de! grupo confirnl,

mientras que en el primer subgrupo se observa decremon-
to 6.33 que no es significativo.

Adem8s, en el primer subgrupo de ratones machoy —-

aparece en la semana | - tratamiento 3 un decrementu

significativo de 4.44 (06¢=.05) no reproducido en el ge-

gundo subgrupo de ratones machos.

En la relacién productos no viables/hembras embarqg-

zadas, se observa para lg semana 1 - tratamiento 3 un -

incremento significativo de 2,78 (ot=,0%) cn el primer

subgrupo de ratones machos que no es reproducido este -
incremento significativo @(n.of) en el segundo subgru-
po de ratones machos,




CUADRD 6

EFECTO LETAL DOMINANTE EN GENERACION F, DEL TOTAL DE RATONES BALE.C
AGRUPADOS POR LOTES DE TRATAMIENTO POR SEMANA

No.total Prod.no viable

No,total de Prod.viable

No.total Prod,no viabl

No.total de implantes X

o.total de implantes

o,tota! de hembras No.total de hembras No.total de hembras
embarazadas embarazadas embarazadas 100
|semana TO| Tt T2 T3 | 10 71 T2 | T3 TO T1 T2 T3 TO T: | T2 T3
1 7.4 7.95} 7.55] 8.18} 6.23| 6.85] 5.90f 5.76] 1.15] 1,107 1.69 2.41[15.6 J13.%5 {21.¢ [20.%
2 7.60 7.803 8.74] 8.39{ 6.3°) 6.55} 7.74} 7.28] 1.2s} 1.25 1.0Q0 1.1 f16.4 {16.0 f11.3 }ji3.2
3 7.8 7.7 4 6.231 7.33] 5.83} 6.8 | 7.18) 6.25] 2.0} 0.0 1.0§ 1.0%)25.% [12.3 |12.7 [14.7
4 8.25 {8.00 | 7.77) 6.33| 7.00} 6.37| 5.61f 5.11} 1.250 1.63 1.57 1.22115.2 |20.6 [21.X 11€.3
X 7.8 7.9 18.1 |7.6 | 6.35] 6.64] 6.61| 6.10] 1.47] t.24] 1.39 1.45 18,2 Jis.6 f16.¢ {re.2
a——— ———

de V.A. Ray (33)

Nivel de significacién al 5%, cuando la relacidn implantes muertos/total de implantes X 100&Y tomande




o ,"'

CUADRO 7

 EFECTO LETAL DOMINANTE EN GENERACION Fq
MACHOS BALB/C AGRUPADOS POR LOTES DE TRATAMIENTO POR SEMANA

DEL SUBGRUPO 1 DE 5 RATONES

SEMANA T0 T1 T2 T1 72 T3 70 T1 T2 T3 T0 T1 T2 T3
1 7.13 }7.56] 7.63 6.60] 6.25] 4,448 1.13| .89 1.38] 228§ 15.8] 11.818.0 [38.%
2 7.50 } 7.89] 8.82 6.59{.7.55{ 6.10f 1.42| 1.33] 1.28] 1.3 19 | 16.91a.4 |17.6
3 8.13 | 7.27 ] 8.60 6.64| 7.70) 6.66f 1.75] .64] .9 | 1.33f 21.5| 8.8]10.5 |16.6
4 8.22 |7.70{ 6.87 6.20 5,69} 6,338 1.0 | 1.5 | 1.26] 1.17] 12.1) 19.5 18.4 [15.6
X §7.75|7.61] 7.98 6.49 | 6.78{ 5.88ff 1,33 1 1.09 | 1.21 1.64} 17.1 | 14.3 15,3 22.1




CUADRC 8

EFECTO LETAL DOMINANTE EN GENERAC1OM Fy DEL SUBGRUPO 2 DE ~ RATONES
MACHOS BALB/C AGRUPADOS POR LOTES DE TRATAMIENTO POR SEMANA

T2 T3 ﬂ To T1 T2 13

T2 T3 'TO T1
123 I'l 1.27} 1.83]2 15.4 }15.4 ] 14.4 R1.6

1 7.8 [8.27] 7.5 5.66 .2
2 7.75) 7.73] 8.66 7.92]8.75 || 1.0 | 1.18] .75] .88 Jf13.0 |15.3) 8.7]9.1
3 7.6 8;33 7.92 6.75]5.0 2.2 | 1,33] .17} .33 5§29 16 14.7}1 6.3
3 8.3318.43) 7.77 5.63/2,67 || 2.0 | 1.86f 2.13)1.33 [§24 22 27.4133.3

6.49(6.0 }T.é 1.41f 1.47]1.14 f20.4 f17.2( 18.8{17.6

Lo

X 7.8718.19 7.71




2!

DEt METODO DL ANALISIS DE LA VARIANZA (17)

Los datos Fueron eclaborados de la relaciédn produc-

tos viables/total de implantes de la gencracién Fl de

los ratones machos. Sc aplicéd andlisis de la varijanza

a los datos obtenidos en la primera scmana de aparea--

micento, para contrastar las diferencias entre

las me=-
dias de los cuatro grupos de tratamientos,

los resulta=-
dos se muestran en el Cuadro ¢ donde se observa.

Que
el cuadrado medio de las medias

szm 0,0436 (c8lculo
directo de la varianza de las medias y astima a 62) y el

o
cuadrado medio, dentro de los grupos $p°= 0,032 (es-
timacién centrada de 62), estas contidades sz y sz

se contrastan para ver si hay diferoncia significativa
usando la razén F, donde

F observada = 1,238
y F 0.95 (36,33) = 1.84

Como F observada = 1,24&F 0.97 (36,33) = 1.84, no
es significativa (#&= ,Q%),

Tambifn sc¢ practicd andlisis
de varianza a

los datos obtenidos en la tercera semana

de uparnnmicntp posterior a la aplicacién de tratamien-
tos (Cuadro 1C), donde se obsmerva que F observada = 1,1%
&F 0.95 (34,37) = 1.84, no es significativa (@(=.05).

Ademds,

se establecié la siaguiente hipStesis nula:

No existen diferencias en las medias de las cate-

gorfas (tratamientos ¥y semanas de aparcamiento) contras-




tadas con un nivel de significacién del 5%,

Los resultados se presentan en el Cuadro 11 donde
se observa que la razén F observada = 0.21&4F 0.95 -~
(17,268) = 2.1 no es significativa («€= ,05)}.




CUADRO 9

ANALISIS BE LA VARIANZA POR CATEGORIAS (TRATAMIENTOS-GRUPOS DE
EMBARAZADAS) DURANTE LA PRIMER SEMANA DE APAREAMIENTOS

SUMA DE CUA-{GRADOS DE CUADRADO
DRADOS LIBERTAQ MED IO RAZON F
S,C -t coM,
F OBSERVADA
MEDIAS Ll
{entre los grupod 1.57 365 0.0436 F=,0436_ 24 S
.0352 . e
F CALCULADA i
DENTRC :
(de los grupos) 1.16 33 0.0372 F =1.24 €F 0,97 (36,33) =
= 1.84
TOTAL 2,73 56




CUADRO 10

ANALISIS DE LA VARIANZA POR CATEGORIAS (TRATAMIENTOS GRUPOS DE
EMBARAZADAS) DURANTE LA TERCERA SEMANA DE APAREAMIENTO

SUMA DE CUA- | GRADOS DE § CUADRADO
DRADOS LIBERTAD MED IO AZON F
S.C. G.L. C.M.
F OBSERVADAS
MEDIAS :
(entre los grupos) 1.161 34 0.03414 F i‘.fgiim =1.1%
L.L-Sb
F CALCULADA
DENTRO
{de los grupos) 1.097 37 0.02581 F = 1.18€F 0.9° (34,37)=
1.54
TOTAL 2.256 71




CUADRO 11

ANALISIS DE LA VARIANZA POR CATEGORIAS (TRATAMIENTOS-
SEMANAS DE APAREAMIENTO)

SUMA DE CUA<4GRADOS DE CUADRADO
DRADOS L ISERTAD MEDIC RAZON F
S.C. G.L. C.M.
F, OBSERVADA
MEDIAS
(entre los grupos) 0,992 15 0.06613 F=0,00661 _ 0.21
0.03111 :
DENTRO F, CALCULADA
{de los grupos) 8.338 268 0.03111 F=0.21&F.95 (17,268)=
= 2.1
TOTAL 9.33 283




3. DEL METODO DE X2 PARA LA INDEPENDENCIA (2)

Se clasifican las observaciones por dos caracte~

rfsticas: viabilidad de los productos de la Gencra=-

cién F1 y tipo de tratamiento, y se¢ establece la hi-

pStesis:

La distribucién de las dos caracterfsticas

son independientes,

Los resultados se presentan por tipo de tratamien-

to y por semana de aparecamiento en ¢! Cuyadro 12 donde
, 2
se observa que en la semana l-tratamiento 3, la X -—

observada = 5.99 >X2(°(= .05) = 3.84, rechazéndose la

hip6tesis de independencia con el nivel de significa--
cién del 5%.

También se observa significancia (o= .05) en los

grupos tratamiento 1 y 2 de la semana 3 con Xz obser-

vada = 8,65 y 8.81 respectivamente > 3,84, rechaz&ndo-

se la hip6tesis de independencia.




ANALISIS DE

CUADRO 12

X2 POR CATEGORIAS (VIABILIDAD DE LOS PRODUCTOS-TRATAMIENTOS)
DURANTE LAS CUATRO SEMANAS DE APAREAMIENTOS

Ti# T2% T3
SEMANA 2 observada = 0.15 < X2 observada = 1.45 &£ Xz observada = 5,09 ;}
2 2
1 x? @~ .05) = 3.84 x* (o= .0r) = 3.84 x> foc=.05) = 3.8
- 2
SEMANA X2 observada = .01 & X2 observada = 1,87 &€ X~ observada = 0.63 £
hod 2 ]
2 T (8= ,07) = 3.5 ° &=05) =3.54 X~ (= .05) = 3.84
SEMANA x* observada = 8.65 > XZ observada = 8.81 » 2 observada = 3.75 &
3 X% (&= .07) = 3.81 x> (= ,05) = 3.8 x? @<= .05) = 3.84
SEMANA 2 observada = 1.13 & X2 observada = 1.78 & observada = .45 &
4 x? &= ,05) = 3.84 x2 @= .,0c) = 3.84 x® (@¢= .0r) = 3.84

SE COMPARAN CONTRA TO ENTRE PRODUCTOS VIABLES Y NO V]ABLES.




CAPITULO Vi
DIsSCUSION

Para conocer el potencial mutagénico de substancias
contaminadas o drogas en modelos mamffe¢ros, se requiere
que el disefio experimental de ensayos Letal Dominante
se caracterice en sus resultados por incremento csta-
dfsticamente significativo en la proporcién de produc-
tos no viables de la Generacidn Fl' acompaiiado de de--
cremento estadfsticamente significativo en la propor--

cidn de productos viables de la misma generacién.

Para determinar si existen e¢stas respucestas muta-

génicas, se han propuesto varios procedimientos esta--

dfsticos para analizor resultados exporimentales y vali-

dar las conclusiones que son gufas de la interpretaciédn
experimental (34).

Para analizar los resultados de este experimento

seleccionaron el método propuesto por Ray. V, (33),

anfilisis de varianza y las tablas de contingencia de
con ¢l fin de obtener mediante comparacién analftica,
el método que proporcione mayor validez para las inferen-

cias. Al aplicar la modificacién del método propuesto
por Ray.V. sc obtuve incremento significativo de los pro-
ductos no viables del lote de 10 ratones machos BAL3/C

correspondientes al tratamiento Y = somana 1, sin embar-

g0 no se acompaind de decremento signiiicativo de los pro-

ductos viables como sc observa on el

Cuadro O, Para que



oste

incremento de los productos no viables serd consi=-

derado v8lido para inferir que el tratamicnto 3 produ-

ce efecto Letal Dominante en la Generacién Fy durante

la primera semana de apareamiento posterior a la manio-

bra, es necesario que se¢ manifieste en todos los rato-
nes machos del lote tratamiento 3 semana 1, por lo cual
se separd a los 10 ratones machos en dos subgrupos de

5 ratones machos cada uno para determinar la reproduci-
bilidad de los datos;

encontrando como lo demuestran

los Cuadros 7 y 8, que #élo en ¢l primer subgrupo de

ratones machos aparece un

(ol= .05), lo que hace

sitivo,

incremento significativo

sospechar un resultado falso po-

Por una parte se podrfa inferir que con esta dosis

de plomo (0.26 mcg/ml) se produce efccto Letal Dominan-

te en la Generacién Fy y por otra serfa sospechar un

resultade falso positivo, por lo que se decidié aplicar
el mismo método de anSlisis para observar la reproduci-

bilidad de los datos como se demuestra en los Cuadros

7 y 8; c¢ncontrando que estos datos no se reproducen si-
milarmente en ambos subgrypos, por lo cual se confirma
esta alternativa contradictoria.

Para poder corroborar esta inferencia de un resul-
tado falso positive, primero se aplicd un andlisis de
la varianza para obscrvar si existfa variabilidad en la
Ceneracién F1 entre cada pratén macho y por grupo de tra-
en-

tamiento durante la primera semana de aparcamiento,

contrando que no uxiste diferencia signilicativa @=,05)




entre las medias con F observada = 1.24 & F calculada
0.9¢ = 1,84, Cuadro 9,
De la misma manera aplicando ¢l mismo método de

andlisis para la tercera semana, se¢ encontré que no ==

existen diferencias significativas ®™=,05) en las medias

de Fl' entre los ratones machos y entre los grupos de -~

tratamiento, con F observada =

= 1.184F calculada 0.95 =
= 1.84. Cuadro 10.

Posteriormente se aplicé a los mismos datos el mé~
todo de X2 para observar la independencia entre la cali-
dad del producto de la Generacién Fl respecto de los di-

ferentes tratamientos,encontrando para la semana 1 tra-

tamiento 3 un efecto significative @L=,05) de dependen-
cia simitar al método propuesto por Ray. V.

Con estos andlisis se infiere que a pesar de que -
aparecen cfectos significativos en la Generacién Fl del

tratamiento 3, por los métodos de la XZ y el propuesto por

Ray.V. ¢l anflisis de la varianza y ¢! anflisis de re--

producibilidad nos hacen sospechar en este grupo de ra-
tones de 1o semana 1 -~ tratamiento 3 fa existencia de
resultados falsos positivos.

Para observar el cfecto del plomo en diferentes cs-

tados do espermatogénesis, se aplicaron los mismos méto-

dos de andlisis a los datos resultantes de las diferen-
tes semanas de aparcamiento. Al aplicar el método pro-
puesto por Ray. V. en las diferentes semanas,

obscrva--
mos decremento significativo ©{= .05) de los productos

viables en la semana 4 - tratamiento 3, pero no se obser-




va incremento signilicativo en los productos no viables,

Cuudre 6; que os atribufble al realizar la roproducibi=

lidad del scounde subgrupo de ratones. Cuadro §.

Cuando sc aplicéd el anflisis de varianza a los gru-
pos por semanas de aparcamiento - tratamientos, no se -
encontrd diferencias significativas, | observada = 0.21
€F Calculada 0.95 = 2.1

Cuando se aplicé el andlisis de Xz a los mismos -~
datos se observé que en la semana 3 los grupos de trata-

miento 1 y 2 son significatives (0= 0.05), pero esta es

atribufble a incremento de los productos viables, no de~

cremento de los mismos, que serfa el efecto del plomo.

2. CONCLUSIONES

En este trabajo se presentan evidencias que su-
q

gicren que el plomo a las concentraciones proba-

dus no causa efecto Letal Dominante en 1a Gene~-

racidn F1 de los ratones machos BALB/C en las -

cuatre primeras semanas de aparcamiento poste--

riores al tratamicnto dnico, corrohordndose la

hipStesis general.

2.

Los tres procedimientos de andlisis estadfsti-



"estadistico para observar efectos de sustancias

co emplecados, producen resultados diferentes
entre si.

El uso simultdneo de tres técnicas de andlisis

mutagénicas, permite sospechar y demostrar re-
sultados falsos positivos atribuibles a varia-
bles independientes del proceso medido., Sin
cmbargo el método qde se recomienda para anali-
zar este tipo de investigaciones, e¢s el andli-

sis de la varianza.

Es necesario continuar con estudios similares
para corrcoborar las evidencias cncontradas en

este estudio,

No hay que olvidar las mutaciones que se pueden
producir en genes letales vecesivos, que podrian

sor transmitidos a través de muchas generacio=--

nes, y difundirse a muchos individuos, antes que

lleguen a manifestarse abiertamente, el efecto
de los yones letales recesivos puede tardar mu-
cho m&s tiempo que ¢l de los letales dominantes,

pero eso no los hace menos indescables.



3. RESUMEN

Et prop8sito de este documento fue presentar evi--
dencias que apoyan la tesis de que el plomo no produce

ningin efecto Letal Dominante en la Generacidn Fl de¢ los

ratones BALB/C. Se probé la hipétesis que so sustentd

que fue: El plomo a concentraciones ambientales simula-

das aplicadas a ratones machos BALB/C, no producen cfec-

to Letal Dominante en la Generacidn Fl'

Se presentaron cvidencias sobre la veracidad de los
datos analizados por diferentes métodos estadfsticos. ~
Al final en las conclusiones se incluyen tres diferen~-
t;s métodos de anflisis estadfstico que son ¢l propues~-
to por Ray. V., Andlisis de Varianza y AnSlisis de Xz,
asf como la necesidad de vepetir este experimento duran-

te varias ocasiones para demostrar las evidencias obte-
nidas
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