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RESUMEN

Los meristemos apicales de la raiz de Vicia faba
fueron tratados con diferentes concentraciones de acetato de
etilo con el objeto de conocer su comportamiento_gﬁnivel ge-
nético. Los resultados obtenidos, al analizar células en ana
fase, demostraron que este solvente produce alteraciones cro
mosfmicas como aberraciones morfolégicas (fragmentos senci-
llos y dobles, puentes subcromatfdicos y puentes sencillos
y dobles), cromosomas retardados (con el centrdmero inacti-
vado e isocromosomas) y anormalidades en el huso mitético
{(anafaes multipolares). También se registr$ la frecuencia de
micronficleos en cé&lulas en interfase.

El acetato de etilo tuvo un efecto c-mitStico depen
diente de la concentracifn y la evaluacién del Indice mitéti
co mostr$ que .a concentracifn mis baja (0.50%) fue estimulan

te, mientras que la mayor (2.50%) tuvo un efecto inhibidor.




INTRODUCCION

En las ﬁitimas décadas se ha dado gran importancia
a los problemas de higiene ocupacional que afectan a los tra-
bajadores de la industria, debido a lo cual se han formulado
una serie de leyes que regulan la concentracién de los solven
tes industriales y otros contaminantes ambientales en diversas

partes del mundo (Moreton y Falla, 1980).

Los solventes industriales se utilizan profusamente
en las industrias de adhesivos, pinturas, lacas, barnices Y
tintas (CEMEF, 1976); sin embargo, no s6lo son importantes
por su amplio uso en la elaboracién de numerosos productos,
sino también por el abuso que de ellos se hace como inhalan-
tes, lo cual representa uno de los problemas mis criticos de

farmacodependencia en nuestro pais.

En un grado mayor o menor, todos los solventes son
tbéxicos y las personas que los inhalan, involuntaria o volun
tariamente, son dafados en su salud (Gutiérrez-Flores, 1975),
ocasionando, ademis, alteraciones en su comportamiento las

cuales tienen repercusiones sociales complejas.

Entre los productos inhalables utilizados con mayor

frecuencia se encuentran los distintos tipos de cemento (to-




lueno, acetona, etc.) y solventes comerciales como tetraclo-
ruro de caébono y acetatos alif&ticos (Torres-Ruiz, 1975).

Asi mismo se ha dado a conocer la existencia de un gran nG-
mero de abusadores del tfner, el cual se conoce como una mez
cla balanceada de solventes activos, latentes y diluyentes
(Gutiérrez-Flores, 1975) que incluyen: tolueno, n-hexano, eta
nol, acetato de etilo, isopropanol, benceno y n-heptano (CEMEF,

1976).

En estudios de intoxicaciones crfticas con benceno
(CEMEF, 1976) se ha descrito a este inhalante como productor
de hemopatfas y m@ltiples alteraciones fisiol6gicas, histol8
gicas y morfolégicas en el organismo, siendo la mujer mds
susceptible a este tipo de intoxicaciones ya que le provocan

cuadros muy serios de anemia.

Respecto a inhalaciones crénicas de tolueno, se ha
demostrado fatiga y dificultad para la coordinacién muscular,
nerviosismo, insomnio (Von Oettingen et al., 1942), asf como
adelgazamiento de la vaina de mielina con acumulacifn de fila
mentos y pérdida de axones (Korobkin et al., 1975; Cianchetti
et al., 1976). Al quedar en contacto con la piel o las membra
nas mucosas, el tolueno puede provocar dermatitis, pneumonfa

y hemorragia pulmonar (Zeman y Klatil, 1959).
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Tambié&n se ha reportado dafio a nivel genético oca-
sionado por algunas de estas sustancias; Rieger y Michaelis
(1970) y Rosas (1980), en estudios realizados en las c&lulas
meristemdticas de la rafz de Vicia faba demostraron que el

alcohol etflico es un inductor de dafio cromosémico.

Gémez-Arroyo (1980) encontr® que el tfner y algunos
de sus principales componentes como tolueno, benceno y n-hexa
no producen alteraciones en los cromosomas de los meristemos

de la rafz de Vicia faba.

Otro constituyente importante del tfner es el ace-
tato de etilo que forma parte de los &€steres alif&ticos, de
amplia utilidad en la industria como solvente de lacas, bar-
nices, nitrocelulosa y acetato de celulosa. Tambien se emplea
en la fabricacifén de la piel artificial, pelfculas fotogrs-
ficas y pl&sticos. Asf como en la manufactura de pinturas,
f&rmacos sintéticos y en la preparacifn de esencias frutales
artificiales (Fassett, 1963), constituyendo una fuente de
intoxicacibén involuntaria para aquellas personas que por ra-
zones ocupacionales han sido sujetas a una exposicién conti-
nua. De ahf que uno de los problemas m&s importantes en la
higiene industrial sea el control del grado de exposicién de
las personas que trabajan en presencia de los vapores de sol

ventes (Fern8ndez y Droz, 1974).



Se ha observado que los vapores de acetato de etilo
en concengraciones de 200 ppm producen la pérdida del olfato
’ hacia determinados aromas, Ya que a esta concentracién emite
un fuerte olor (Barrios y Devoto, 1931). Por otra parte, se
. ha descrito que las concentraciones de 400 ppm causan irrita
cifn severa de las membranas mucosas Y dermatitis (Nelson
et al., Marsden y Seymour, 1963; Ferndndez y Droz, 1974),
mientras que concentraciones m&s elevadas tienen un efecto

narc8tico (Marsden y Seymour, 1943).

El acetato de etilo tambien se encuentra como cons-
tituyente de materiales de construccién de polimeros y refri
gerantes en la industria aeronadtica y espacial, lo cual re
presenta una fuente de contaminacién en los compartimientos
herméticamente cerrados (Tikhonova et al.,, 1978). Althoff
(1931), report8 la muerte de un trabajador en el interior de
un tanque donde se utilizaba pintura que contenfa 80% de ace
tato de etilo. La autopsia demostr8 que todos los 8rganos y

tejidos olfan fuertemente a dicho solvente.

-Se considera que una intoxicacifén aguda por acetato
de etilo disminuye la presién sistémica Y la presifn arterial
pulmonar (Nakano y Kessinger, 1971). Tambien ejerce una accién

depresiva sobre la contractilidad del miocardio, originando

el colapso cardiovascular y subsecuentemente la muerte (Nakano




et al., 1973).

Debido a su solubilidad en el plasma, los vapores
inhalados de este solvente pasan a través de los alveolos
pulmonares, hidroliz&ndose r&pidamente en etanol y &cido acé
tico a nivel vascular (Fassett, 1963; Gallaher y Loomis, 1975).
Esta reaccifn es catalizada por esterasas no especificas den
tro de la sangre y de ciertos 8rganos (hfgado, pincreas y
corazbén). Estos dos productos de la hidr8lisis se transfor-
man principalmente en acetil~coenzima A que es oxidada duran
te el ciclo tricarboxiflico o de Krebs y ademds es degradada
via cetogénesis que conduce a la formacién de &cido acetil-
acético, &cidop@ -hidroxibutirico y acetona (Ferndndez y Droz,
1974; Kojima et al., 1979). Por lo que la exposicién indus-
trial al acetato de etilo provoca un aumento de la concentra

cién de éster, etanol y eventualmente acetona en la sangre.

En estudios realizados en ratas se ha observado que
la acumulacién de alcohol etflico (Gallaher y Loomis, 1975)
y &cido acético, debido a una excesiva inhalacién de acetato
de etilo, altera el metabolismo del piruvato ya que causa un
incremento significativo en los niveles de &cido pirfivico
contenidos en la zangre y en el higado. Asf mismo se incre-
menta el &cido l&ctico y decrece el glicSgeno, siendo estas

alteraciones bioquimicas responsables de sus efectos t6xicos




(Seth y Srivastava, 1974).

Por otra parte, el acetato de etilo juega un papel
importante como reactivo en los métodos cromatogrdficos uti-
lizados para evaluar el contenido de &cidos hipdricos en la
orina, siendo &stos metabolitos del tolueno, xileno y otros
solventes industriales (Yoshida et al., 1978). Tanto el méto
do por cromatograffa de gases (Buchet y Lauwerys, 1973) como
el de cromatograffa lfguida (Matsui et al., 1977) emplean
el acetato de etilo para prevenir el bloqueo del empaqueta-
miento f£ino de la columna y protegerla. Un método m&s barato
y preciso para determinar las concentraciones de los vapores
de solventes en el aire consiste en la utilizacién de tubos
indicadores de vidrio que contienen un adsorbente cubierto
por un reactivo. El tubo indicador de Draeger emplea el ace-
tato de etilo como constituyente de la capa indicadora, 1la
cual cambia de color al reaccionar con los distintos vapores

de solventes (Moreton vy Falla, 1980).

Utilizando el mé&todo de cromatograffa lfquida y de
gases, Murphee et al. (1967) y Nakano y Kessinger (1971) de-
mostraron que algunas bebidas alcohf6licas, como los brandis,
contienen cantidades significativas de diversas sustancias
t6xicas para los humanos entre las que se incluye el acetato

de etilo.




AGn falta realizar estudios acerca de los efectos
que produce el acetato de etilo en el hombre, entre ellos los
ocasionados a nivel genético. Sin embargo, debido a que no
€8 posible experimentar directamente en éste, se utilizan sis
temas biol8gicos de prueba m&s sencillos como el haba (Vicia
faba)ya que sus cromosomas son pocos (2n=12), grandes y f&cil
mente observables. Su cariotipo normal est$ constitufdo por
5 pares de cromosocmas subacrocéntricos y un par de cromosomas
submetacé&ntricos, los cuales presentan en sus brazos cortos

una constriccién secundaria en la regién del organizador nu-

|
cleolar (Fig. 1l).
La duracifn del ciclo celular en la rafz principal
de Vicia faba es de 19.3 horas (Evans Y Scott, 1964) a 1l9°C,
considerando los siguientes tiempos para cada perfodo: pre-
sintético (Gl) 4.9 horas, sintético (s) 7.5 horas, postsin- 1
|

tético (Gz) 4.9 horas y mitosis (M) 2 horas (Fig. 2).

Es importante conocer el efecto gque tienen las sus-
. tancias en el ciclo celular, al respecto Kihlman (1966) con-
sidera que son de efecto "no retardado" aquellas que inducen
. aberraciones en los cromosomas que aparecen por lo menos 3
horas de iniciado el tratamiento y su mixima frecuencia se
evidencia entre las 4 y las 10 horas. Otras sustancias mani- |

fiestan su efecto hasta despuls de 8 horas de iniciado el tra

tamiento y su mixima frecuencia ocurre entre las 24 y las 48
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horas, considerfndolas de efecto "retardado".

La posibilidad de utilizar el lapso entre el comien
zo del tratamiento y la aparicién de aberraciones, ha sido
Puesto en duda ya que éste puede ser el resultado de un alar
gamiento de la duracifn del ciclo celular que es provocada
por la mayorfa de los agentes que producen rompimientos en

los cromosomas (Evans, 1963 ; Wolff, 1963).

Kihlman et al. (1978) consideran posible reunir en
dos grupos a los agentes quimicos y fIsicos gue producen a-
berraciones en los cromosomas. En el primero se incluyen aque
llos agentes cuyos efectos requieren de la sfntesis de ADN
(S-dependientes} para gque las aberraciones se manifiesten,
las cuales son siempre de tipo cromatidico independientemen-
te del estado del ciclo celular en el gue act@en. Los agentes
que provocan estos efectos son los agentes alquilantes y las

radiaciones ultravioleta (Bender et al., 1973).

Dentro de un segundo grupo se encuentran los agen-
tes cuyos efectos no requieren de la sintesis de ADN (S-inde
pendientes) para que las aberraciones que producen se mani-
fiesten. Entre ellos se encuentran los rayos X y los antibif
ticos bléomiqina, pleomicina y estreptonigrina, asf{ como algu
nas oxipurinas metiladas (Kihlman, 1975), estos agentes indu

cen aberraciones subcromatfdicas cuya unidad de ruptura es la
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media cromftida y son originados en profase, aberraciones
cromatidicas siendo la unidad de ruptura la cromstida y se
originan en S y G2 Y aberraciones cromos8micas donde el cro-

mosoma es la unidad de ruptura y se producen en Gy (Kihlman,

1966).

Otro tipo de élteraci6n que pueden provovar las
sustancias es sobre la regifn centromérica dando origen a los
cromosomas con el centrfmero inactivado (Ramanna y Natarajan,
1966; Tomkins y Grant, 1972) Y a los isocromosomas al produ-
Cir la ruptura transversal del mismo (Ramanna Yy Natarajan,

1966; Nicoloff y Gecheff, 1976).

Los solventes también producen alteraciones en el
huso acromftico, ocasionando 1la produccién de anafases mul-
tipolares y c-mitosis. De acuerdo con Levan (1938), la c-mito
sis consiste en una inactivacién del aparato mit8tico aunado
a un retardo en la divisifn del centrémero. El primer agente
conocido por su habilidad para inhibir la funcién del huso
mit8tico es la colchicina (Kihlman, 1966) la cual 8e extrae

de una planta bulbosa Colchicum autumnale Yy es capaz de modi-

ficar el proceso normal de la mitosis produciendo los eventos
denominados c-mit8ticos. En contraste con las metafases nor-

males, los movimientos cromos8micos durante las c-metafases

no resultan de una interaccifn entre el centrémero Y el huso,
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sino de una fuerte tendencia de los cromosomas a enderezarse,
0 de un atortamiento cromosémicoc y oscilaciones de los cromo
somas, asf como de un desenrrcllamiento de las cromitidas hi
jas'(Holé-Bajer, 1958), resultando en la unién de las crom$-
tidas hermanas de cada cromoscma en forma caracteristica co-

nocida como "pares-c" (Levan, 1938).

Dada la gran importancia que tiene el acetato de eti
lo por ser un constituyente del tfner, asf como por su amplia
distribucifn y toxicidad en los organismos, es necesario co-
nocer su comportamiento a nivel gen€tico por lo cual en este
trabajo se investigb su efecto sobre los cromosomas de las

células meristem&ticas de la rafz de Vicia faba.

MATERIAL Y METODO

Las semillas de Vicia faba * (variedad major, serie
C-69-12) fueron lavadas en agua corriente durante- dos horas.
Al cabo de este tiempo, se mantuvieron 24 horas en remojo a

temperatura constante (21°C) y en la obscuridad, con el cbje

Las semillas fueron proporcionadas por CIDAGEM (Consejo para
la Investigacifén y Desarrollo de la Agricultura y la Ganade-

rfa del Estado de M&xico) Toluca, Edo. de México.
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to de acelerar la germinaci6n.

Antes de sembrar las semillas entre dos capas de
algod6n humedecido, se lavaron nuevamente durante 10 minutos
en agua corriente, posteriormente se pusieron a germinar a

temperatura constante y en la obscuridad.

Una vez que aparecieron las radfculas, se les quité
la testa para evitar la contaminacién por hongos. Cuando las
rafces midieron 4 cm de lopgitud, se separaron en lotes de 5
Y se sometieron a las siguientes concentraciones de acetato
de etilo (Baker): 0.5, 1.0, 2.0 y 2.5% (establecidas en ex-
periencias previas) con 1, 2 y 3 horas de tratamiento sin re
cuperaciSn y 4 horas de tratamiento con 12, 14, 18, 42 y 44

horas de recuperacibn.

Para efectuar los tratamientos se utilizaron crista
lizadores cubiertos con papel aluminio perforado, por donde
se introdujeron las rafces manteniendo agitacién constante

con el objeto de tener una mezcla homogénea.

Las condiciones experimentales de los lotes testigo
fueron las mismas, excepto que las rafces fueron sumergidas
en agua destilada. Al finalizar el tratamiento las pl&ntulas

que requirieron recuperacién fueron colocadas en un bafio con
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agua corriente, aereacifén y temperatura constante (19°C) y
permanecieron en la obscuridad para evitar el efecto del rit

mo cilrcadiano.

Las preparaciones se hicieron segin la técnica modi
ficada de Villalobos-Pietrini (1965), cortando 2 mm del extre
mo distal de las rafces principéles y coloc&ndolos en porta-
objetos excavados conteniendo &cido clorhfidrico (Sigma) 5 N
para hidrolizarlos durante 10 minutos. Posteriormente se re-
tir6 el 4cido y se agregaron unas gotas de acetorcefina* por
20 min. En seguida los cortes se transfirieron a portaobjetos
planos con una gota de &cido acético (Baker) al 45%, se co-
loc6 un cubreobjetos por encima del corte y se hizo presién

con la goma de un l&piz ("squash").

Siguiendo la té&cnica de Conger y Fairchild (1953),
las preparaciones se hicieron permanentes poni&ndolas sobre
hielo seco y separando el cubreobjetos con un bisturf. Poste
riormente se deshidrataron con dos cambios r&pidos de butanol
absoluto (Merck) y finalmente se montaron en b&lsamo de Cana

d8 (Merck).

*Se prepar$ con 3 g de orcefna sinté&tica (Sigma) en 100 ml de
8cido acético (Merck) al 70%; se calentd a ebullicifn y a re-

flujo durante 2 horas y se filtr8 cuando estuvo fria.
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El an8lisis de las alteraciones en los cromosomas
se llev8 a cabo observando todas las anafases de cada prepa-
raciSn. También se registr$ la presencia de micronQcleos re-
visando al azar 1000 células en interfase. De igual forma se
analizaron los testigos correspondientes a cada concentracifn

y tiempo de recuperacién.

El fndice mit8tico (I.M.) se evalu8 sobre campos al

azar en 1000 células, obteniéndolo de la siguiente manera:

Ndmero de c&lulas en divisién

NGmero total de cé€lulas

Para comparar el fndice mit6tico de cada concentra-
cifn con su testigo correspondiente se aplicé la prueba es-
tadfstica de diferencia de proporciones (Spiegel, 1970) utili

zando la siguiente f&rmula:

p=“1pl*“zpz
Nl + Nz
q9 =1 - p
o r -P,= [pa (L1,1)
NN
P, - P
. = 2
c?, - P,
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donde:
‘ Nl = Total de células analizadas en el testigo
N, = Total de c#lulas analizadas en cada concentracién
Pl = Indice mit8tico del testigo (expresado en %)
' P2 = Indice mit8tico de cada concentracifn (expresado
en %)
o P -P,= Desviacifn estindar de los fndices mit&ticos
z " = Valor crftico

= Probabilidad de encontrar células en mitosis

= Probabilidad de encontrar cé€lulas en interfase

Se realiz6 un experimento y su repeticién de todas

las concentraciones de acetato de etilo y el testigo.

RESULTADOS

La evaluacifn de los efectos producidos por el ace-

tato de etilo en los cromosomas de Vicia faba fueron cuanti-
ficados en células en anafase, registrindose: fragmentos sen
. cillos y dobles (Fig. 3 A, B), puentes subcromatidicos (Fig.
3 C), puentes sencillos y dobles (Fig. 3 D, E), cromosomas re
. tardados (con el centrfmero inactivado e isocromosomas) (Fig.
3 F, G), anafases multipolares (Fig, 3 H) y micronGcleos (Fig.
3 3). Generalmente se observ§ una alteracifn por anafase aun-

que en algunas ocasiones hubo m&s de una.
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Las aberraciones subcromatfdicas (puentes subcroma-
tfdicos) se manifestaron en 0.5 y 2.0% en la segunda hora de

tratamiento (tablas 1 y 3).

Las aberraciones cromatfdicas (fragmentos y puentes
sencillos) se presentaron a partir de las primeras horas de
tratamiento (tablas 1, 2, 3 y 4) y se observaron en casi to-
dos los tiempos de tratamiento y recuperacién, con algunas

excepciones en 2,5%.

Las aberraciones cromosémicas (fragmentos y puentes
dobles) aparecieron en los tratamientos de 4 horas con 42 y

44 horas de recuperacién en 1.0 y 2.0% (tablas 2 y 3).

Los cromosomas con el centrfmero inactivado se evi-
denciaron desde la primera hora de tratamiento en todos los
casos (tablas 1, 2, 3 y 4), con una sola excepcibn (tabla 2);
mientras que los isocromosomas no se encontraroh en los tra-
tamientos de 4 horas con 18 de recuperacifn en 1.0 y 2.5%
(tablas 2 y 4),con 4 horas de tratamiento y 42 de recupera-
cién en 1.0 y 2.0% (tablas 2 y 3) y en 2.5% en la tercera ho

ra y con 4 horas de tratamiento y 2 de recuperacién (tabla 4).

Las anafases multipolares en 0.5% (tabla 1) apare-
cieron a partir de la tercera hora de tratamiento y en las

concentraciones mayores desde la primera hora (tablas 2 a 4).
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Los micronficleos estuvieron presentes en todos los
tiempos deé tratamiento y recuperacifbn y en todas las concen-

traciones (tablas 1, 2, 3 y 4).

En la tabla 5 y figura 4 se resumen los valores pro
medio de los resultados obtenidos con las diversas concentra
ciones de'acetato de etilo, notﬁndose que a medida que aumen
t6 la concentracifn, el total de anafases disminuy&, sin que
se abata totalmente. Las frecuencias de anafases anormales,
aberraciones totales y cromosomas retardados se incrementaron
al aumentar la concentracién hasta 2.0% y posteriormente dis
minuyeron, excepto la frecuencia de aberraciones totales, la
cual se mantiene constante en las dos filtimas concentracio-
nes. Las anafases multipolares también incrementaron su fre-
cuencia al elevarse la concentracifn hasta 1.0%, not&ndose
después un decremento; mientras que los micronficleos presen-

taron un comportamiento asint&tico.

As{ mismo se registr® un efecto c-mit&Stico (Fig.1)
apareciendo por primera vez en 0.5% a la tercera hora de
tratamiento e increment&ndose a medida que aumentaba la con

centracisn.

En la tabla 6 y Fig. 5 se muestran los datos del
fndice mitbtico (I.M.) de cada concentracifn, observéndose

un aumento en 0.5% y una evidente disminucién a partir de
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2.0% con respecto al testigo.

Mediante la aplicacibn de la prueba de diferencia
de proporciones se encontré que el valor del fndice mit&tico
respecto al testigo en 0.5% fue significativo lo gque implicé
un efecto inhibidor. Por lo que respecta a los valores corres

pondientes a 1.0 y 2.0%, no se encontraron diferencias sig-

nificativas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las evaluaciones dg los efectos producidos por los
agentes quimicos y fIsicos a nivel cromosémico se pueden rea-
lizar cuando los cromosomas estin en metafase y/o anafase ya
que son los estados de la mitosis donde Presentan mayor con-
traccibn (Kihlman, 1975; savage, 1975). En este trabajo los
registros se efectian en cé€lulas en anafasge porque adem&s de
que en esta etapa la estimacién del dafio producido es r&pida
Yy simple, se pueden observar otros tipos de alteraciones co-

mo los cromosomas retardados Yy las anafases multipolares.

El empleo de diferentes tiempos de tratamiento y re-
cuperacifn hace posible determinar el estado del ciclo ce-

lular en el cual actfia el acetato de etilo Y las alteraciones
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en la duracifn del mismo.

Las aberraciones subcromatfdicas se presentan en
las concentraciones de 0.5 y 2.0% de acetato de etilo (tablas
1 y 3) en la segunda hora de tratamiento. Lo cual coincide
con Kihlman (1963), quien propone que este tipo de dano se
observa en metafase o anafase gh las dos primeras horas des-
pués de aplicarse el tratamiento. Debido a que este tipo de
aberracifn se encuentra en poOcos caso0s y en frecuencia ba-

ja se puede considerar que, probablemente, son espontineas.

Seglin el criterio de Kihlman (1963, 1966) , el hecho
de que las aberraciones cromatfdicas surjan a partir de 1la
primera hora de tratamiento indica que el acetato de etilo
se comporta como una sustancia de efecto "no retardado". Sin
embargo para este tipo de sustancias las aberraciones de ti-
pPo cromosbmico deben presentarse a las 14 horas de recupera-
cibn y con el acetato de etilo dichas aberraciones se presen
taron a las 42 y 44 horas de recuperacién lo gue implica un
retardo en la duracifn del ciclo celular de acuerdo con lo
propuesto por Evans (1963) y Wolff (1963). Este mismo efecto
es reportado por GOmez-Arroyo (1980) al utilizar tfner y al=-
gunos de sus principales componentes en los meristemos de la

ralz de Vicia faba.

La presencia tanto de aberraciones cromosémicas co-
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mo cromatfdicas puede deberse a un efecto producido en la
parte final de G, vy en el inicio de la sintesis lo que auna-
do al retardo del ciclo celular hace gue ambos tipos de abe-

rraciones se presenten después de las 18 horas (G6mez-Arroyo,

1980).

Se ha reportado que la accién de los agentes sobre
el ciclo celular puede alterar la duracién del mismo. Al rég
pecto, Evansg et al. (1959) afirman que el retardo mitético
provocado por las radiaciones gamma es mayor cuando las cé-
lulas se encuentran en las porciones trmprana y media (G1 Yy

S).de la interfase, que al ser irradiadas durante la interfa

se tardfa (Gz)_

As{ mismo se ha observado que algunos compuestos, -
como el 2,4,5 &cido triclorofenoxiacético y el dietil sulfa-
to, producen alargamiento en la duracibn del perfodo S (Mac-
Lerod, (1969; Heiner, 1971) ocasionando un retardo mit&tico
ya que inhiben la sintesis de protefnas (Evans et al., 1959;
Van't Hof y Kivacx, 1970; Kovacs y Van't Hof, 1971) necesa-
rias para que la replicacién del ADN se realice (Van't Hof,
1963; Baserga, 1968; Mueller, 1969). La duracifn de la profa
se también puede ser afectada. Evans y Scott (1964) afirman
que dicha fase de la mitosis se efectda en una hora aproxima

damente, sin embargo se ha descrito un alargamiento en su du




A g

-21~

racién debido a la accifn de diversas sustancias entre las
gue se enguentran el tfner, benceno y n-hexano (GSmez-Arroyo,
1980), asf como el tribxido de cromo (Vvillagémez, 1981). En
el caso del acetato de etilo, el retardo probablemente se

efecta en todos los estados del cilo celular.

El hecho de que el acetato de etiloc no provoque re-
tardo en la aparicibn de las aberraciones Y éstas se mani-
fiesten de acuerdo al estado del ciclo que fue afectado (sub
cromatfdicas, cromatfdicas y cromos8micas) implica que este
solvente de acuerdo a lo establecido por Kihlman (1975), tie
ne un comportamiento S-independiente. Estos agentes general-
mente provocan danos en las bases y rompimientos de banda

sencilla y doble en el ADN.

El acetato de etilo se ha considerado como un exce-
lente solvente liposoluble, lo que le permite penetrar f&cil
mente a través de la capa lipfdica de la membrana celular
(Nalano et al., 1973). En concentraciones superiores a 2000
ppm (0.2%8) se ha determinado que, en células de rata, este
solvente tiene una vida media entre 5 y 10 minutos (Gallaher
Y Loomis, 1975) registr&ndose posteriormente un aumentoe en
la concentracibn de etanol en la sangre como resultado de la
hidr8lisis del acetato de etilo mediante la accibén de estera
sas no especificas (Fassett, 1963; Browning, 1965) como las

colinesterasas y las pseudocolinesterasas. En el haba es pro
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bable que el acetato de etilo actde como tal ya que se desco

noce la existencia de enzimas que puedan efectuar su hidr8li

sis.

Lo anteriormente expuesto se apoya en los estudios
realizados con alcohol etflico sobre los cromosomas de este
mismo sistema vegetal, donde se ocabserva que el etanol se
comporta como un agente de efecto retardado (Michaelis et. al.
1959; Rieger y Michaelis, 1964, 1972; Michaelis y Rieger,
1968; Rieger et al.,1973; Rosas, 1980) y de expresifn S-de-
pendiente (Rosas, 1980), mostrando un comportamiento diferen

te al obtenido con el acetato de etilo.

El ac:ztazo de etilo también produce alteraciones en
la regidn centromérica ya que en todas las concentraciones
probadas se dhgervan cromosomas retardados que pueden ser
provocados por la inactivaci8n del centrfmeroc (Natarajan y
Upadhya, 1964; Ramanna y Natarajan, 1966; Tomkins y Grant,
1972) o por la ruptura transversal del mismo originando los

isocromosomas (Ramanna y Natarajan, 1966; Nicoloff y Gecheff,

1976).

Tomkins y Grant (1972) han sugerido que la presen-
cia de cromosomas retardados es el resultado de la interfe-
rencia que provoca el agente en la unifn normal del cromoso-

ma con el huso mitético; mientras que Schmid (1973, 1975)
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los atribuye a disturbios ocasionados Gnicamente en el huso.
En cualquiera de los casos, los cromosomas afectados quedan

fuera de la cin€tica normal de la anafase, ya que no se inte
gran a los nficleos hijos y pueden dar como resultado micronf

Cleos y aneuploidfas en la siguiente generacifn celular,

La frecuencia de cromosomas retardados obtenida con
las concentraciones mis bajas de acetato de etilo es mayor
que la de aberraciones, lo que implica que el centrémero re-
sulta ser m&s suceptible a este solvente que el resto del
Cromosoma. En este trabajo los cromosomas retardados presen-
tan una respuesta de acuerdo a la concentracifn, excepto en

2.5%.

La presencia de c-mitosis Y anafases multipolares
son una evidencia de las alteraciones provocadas por el ace-
tato de etilo sobre el huso mit8tico, el cual es una estruc-
tura celular formada por fibras largas y delgadas denomina-
das microtdbulos, a 1los que se asocian los centrfmeros de
los cromosomas y son responsables del movimiento de &stos du
rante la anafase (Watson, 1978). SegGn Mazia (1961) el huso
se forma por la polimerizacifn de macromoléculas de protef--
has unidas por enlaces S-S, Estas protefnas, aunque son po-
cas, constituyen una porcifn considerable del total de pro-
tefnas de las cé€lulas. Otros constituyentes del huso son los

polisacdridos, los 1lfpidos y el ARN.
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Se ha reportado la existencia de diversos agentes
con la capacida& de inducir un efecto c-mitético, donde el
huso queda desorganizado y los cromosomas no forman una pla-
ca metafdsica normal, sino que permanecen dispersos en el ci
toplasma (Ostergren, 1951). Entre estos agentes se encuen-
tran algunas sustancias de efecto narcético como el &ter (Po
litzer, 1931; Rosenfeld, 1332), el behceno (Henderson, 19%30)
y el fenil uretano (L&febre, 1939).

Con base en lo anterior, 6stergren (1951) propone
que el mecanismo de accifin que tienen estas sustancias para
provocar c-mitosis, se fundamenta exclusivamente en sus pro-
piedades fisicas, lo cual es apoyado por Shamuck y Gusseva
(1939), quienes afirman que la mayorfa de las sustancias con
efecto c-mité8tico se caracterizan por tener baja solubilidad

en agua.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que el acetato de etilo es un potente inductor de c-mitosis
y como tiene una baja solubilidad en agua, 1 en 10 a 25°C
(Elkins, 1959), esto concuerda con lo sefnalado anteriormente,

adem&s de que también tiene efectos narc6ticos (Browning,
1965) .

Levan y 5lte:gren (1943) también consideran que

existe una relacién entre la solubilidad de los compuestos
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en 1lfpidos y la actividad c-mitética. Al respecto, es posi-

ble que la capacidad que tiene el acetato de etiloc para pro-
ducir c-mitosis se deba a gque es un excelente solvente lipo-
soluble, lo que le permite asociarse a las cadenas lipoffli-
cas laterales de las protefnas del huso e inducir el plega-

miento de las cadenas polipeptfdicas provocando gue las pro-
tefnas fibrilares cambien a formas globulares las cuales im-

posibilitan su funcién.

Las diferentes concentraciones probadas de acetato
de etilo muestran alteraciones en el huso de diversa magnitud,
resultando en una distribucifn anormal de los cromosomas. En
la concentracifén m&s baja hay una inactivaci8n parcial del
aparato mit6tico lo que da lugar a la formacién de anafases
multipolares rodeadas de un gran nfmero de anafases y meta-
fases normales; mientras que en concentraciones mayores dis-
minuye la cantidad de anafases multipolares y aumenta el nf-
mero de c-metafases. La concentracifn m&s elevada se caracte-
riza por la presencia finica de c-mitosis lo gque indica que el
efecto c-mit6tico provocado por el acetato de etilo estd en
relacifn directa con la concentracifn. Un efecto similar ha
sido reportado por 6stergren (1951) con diversos compuestos

org&nicos como naftaleno y benceno.

También se encuentran diferencias en el ordenamiento

de los cromosomas de las c-mitosis como es el caso de las "me
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tafases estrella" (Baber y Calla, 1943; Peters, 1946) (Fig. 1A)
donde probablemente existe un Gnico polo del huso en el centro
de la c€lula, el cual mantiene sus fibras estructurales arre-
gladas a manera de los radios de una esfera. Los cinetocoros
de todos los cromosomas se ordenan siguiendo la forma de los
rayos de una estrella. Este tipo de metafases tambifn se han
observado en la cebolla tratada con sales inorg&nicas (lLevan,

1945) y con acenaftano (5stergren, 1951).

Por lo que respecta a las anafases multipolares,
Gifmenez~Martin y L8pez-SSez (1960, 1961) y Gim&nez-Martin
et al. (1964, 1966), sefialan la existencia de un centro de
atraccidn en las células vegetales semejante a los centrfo-
los de las c€lulas animales. Estos autores proponen que al-
gunas sustancias actfan sobre el centro de atraccién Provo-
cando su divisiGn:en m8s de dos centros hijos, cada uno de
€stos se divide nuevamente hasta resultar en la formacién
de varios husos con un nfimero diferente de cromosomas en ca-
da polo. Adem&s consideran que al formarse las anafases mul-
tipolares no se dafia el huso sino Ginicamente al centro de
atraccién ya que los polos de estas c8lulas corresponden ca-

da uno a un centro distinto.

Las anafases multipolares inducidas por el acetato
de etilo muestran generalmente una distribucifn tripolar de

los cromosomas, aungue en ocasiones se presenta mayor nmero
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de polos. En ambos casos, estos nficleos se separan por pare-
des celulares dando origen a cé&lulas con nfimeros menores de
2n (G8mez-Arroyo, 1980) cuya supervivencia va a depender del
grado de aneuploidia que presenten (Giménez-Martin y L8pez-

S8ez, 1960).

En este trabajo se observa que la produccibn de ana
fases multipolares es dependiente de la concentracién hasta
1.0% donde empieza a decrecer su nfimero y se incrementan las

c-mitosis.

Otro criterio que se considera para evaluar el dafio
causado por el acetato de etilo es la presencia de micronG-
cleos en interfase. Este es un m&todo adecuado, sencillo y
eficiente para estimar el dafio genético inducido por agentes
ffsicos y quimicos (Evans et al., 1959; Heddle, 1973; Von
Ledebur y Schmid, 1973; Matter y Grauweler, 1974; Schmid,
1976; Ma, 1979).

Los micronfcleos son la expresién en interfase tan-
to de los fragmentos acéntricos (Read, 1959; Heddle, 1973)
como de los cromosomas retardados (Schmid, 1973, 1975, 1976)

que quedan fuera de la cinética normal de la anafase.

En el caso del acetato de etilo, se presenta la

nisma frecuencia de microndcleos independientemente de la

4
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concentracifn aplicada, lo cual coincide con los resultados
obtenidos por GSmez-Arroyo (1980}, LBpez (198Q), Bafza (1980)
Y Villagémez (1981) al emplear diferentes compuestos en las
células meristemiticas de la rafz de Vicia faba, lo que in-
dica que al menos en este sistema vegetal, la prueba de mi-
cronficleos s6lo puede usarse como criterio ripido para deter-

minar si una sustancia produce dafio cromosémico.

El Indice mit6tico (I.M) es otro indicador del dafo
causado por agentes. Se ha demostrado que tanto los agentes
ffsicos como quimicos inhiben la divisifn celular (bavidson,
1959, 196Q: Evans et al., 1959; Kihlman, 1966; Kovacs y Van't
Hof, 1971).

Kihlman (1966) sefiala que algunos agentes quimicos
influyen notablemente sohre ciertas fases de la divisién ce-
lular evitando asf la entrada de las c€lulas en divisién, la
formacifn de huso funcional o la citocinesis. Sin embrago,

estos agentes no necesariamente inhiben la divisifn cromoss-

mica.

Existen otros agentes que inhiben la divisién celu-
lar al afectar los diversos estados de la interfase. Aquellos
que actfian sobre G1 O § pueden impedir la replicacién cromo-

sémica y la divisién de los Cromosomas, mientras que los que
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acttdan principalmente en Gz, afectan la separacién de las

crom&tidas (Kihlman, 1966).

La sintesis de ADN es un requerimiento importante
en la divisidén celular (Edmunds, 1964), asf como la sfintesis
de protefnas para permitir el paso de las cé&lulas G2 a mito-

sis (Webster y Van't hof, 1970).

Otro factor involucrado en la disminucién de divi-
siones celulares es la presencia de aberraciones cromos&micas
debido a que algunas provocan la muerte de las cé&lulas (Da-

vidson, 1959, 1960).

En cuanto al efecto del acetato de etilo sobre la
divisién celular, se observa que de todas las concentraciones
aplicadas, s8lo 0.5 y 2.5% muestran una marcada diferencia
con regpecto al testigo., Al aplicar la prueba de diferencia
de proporciones, se considera que la concentracifn de 0.5%
estimula la divisibn celular y la concentracién de 2.5% pro-

voca la inhibicisn de la misma.

Es probable que la disminuci®n de la frecuencia de
la divisién celular se deba al gran nfimeroc de alteraciones
cromos8micas inducidas, adem8s de un efecto sobre la forma-

cién del huso,
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Por otra parte, G8mez-Arroyo (1980) le atribuye a
alguno de los conponentes del tfner el estfmulo que una de
las concentracianes (0.03%) tiene sobre la divisién celular
del haba, en este caso el acetato de etilo podrifa estar con-
tribuyendo a dicho efecto ya que es un constituyente del tf-
ner y tiene un efecto estimulante en su concentraci®n m&s ba-

ja.

Por lo tanto, el acetato de etilo se puede incluir
en el grupo de solventes al que pertenecen los alcoholes etf-,
lico, butflico y amflico, y que Morre et al. (1965) han re-
portado como estimulantes del crecimiento de las plantas en

bajas concentraciones e inhibidores en concentraciones mayo-

res.
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TABLA 1 .
FRECUENCIA DE ALTERACIONES ( - TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba INDUCIDAS POR

ACETATO DE ETILO 0,50! A DIVERSOS TIEMPOS DE RECUPERACION

% % % % % A %f Mic%:'o

- i fases Aberracio- Fragmentos Puentes * Cromosomas nafa o

n?iat?b géeggg ."I“g}:lsgse :\n%‘rr?mles nes totales  senci dobles sub senci dobles retardados ses” na-
(horas) peracién llos croma llos centro isocro multi  cleose=

(horas) tfdicos mero  moso- polares
: inacti mas
vado
1 0 710 2.91 3.78 2.98 0 0 0.80 0 0.90 0.04 0 0.60
2 0 621 5.30 4.70 3.50 0 0.12 1.10 o 1.25 0.30 0 0.15
3 0 468 11.40 4.20 3.80 0 0 0.40 0 9.00 0.40 1.80 1.40
4 2 276 19.50 5.70 5.60 0 0 0.10 0 10.12 1.30 7.30 ]

4 14 643 27.70 10.30 7.60 0 ] .2.70 0 27.90 4.60 6.10 1.10
4 18 2023 3.60 3.10 2.80 0 ] 0.30 0 l1.10 0.30 0.50 0.50
4 42 1805 2.18 0.69 0.39 0 ] 0.30 0 0.70 0.80 0 0.50
4 44 1897 5.80 2.70 2,00 o 0 0.70 o 2.40 0.40 0.70 0.30

* con y sin fragmentos

s¢ g¢ analizaron 2 000 células en interiase pars cada caso




TABLA 2

FRECUENCIA DE ALTERACIONES ( - TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba INDUCIDAS POR
ACETATO DE ETILO 1.00% A DIVERSOS TIEMPOS DE RECUPERACION

Trata- Tiempo

(horas) peracibn

(horas)
1 o
2 0
3 0
4 2
3 14
4 18
4 42
4 44

* con y sin fragmentos

584

323

237

201

537

614

538

10.90

17.40

26.00

32.90

19.00
6.50

21.10

% % o
" Total de Anafases Aberracio-— FragnZ‘:antos
miento de recu anafases anormales nes totales

llos

7.60 4.80
8.30 8.10
12.50 11.00
" 10.39 10.30
H U B O
11.90 11.90
1.15 0.15
5.60 3.90

tfdicos
0 0
0 0
0 0
0 0
A N A F A
0 0
0.60 O
0 0

s¢ se analizaron 2 000 células en interfase para cada caso

[

10
Y Puentes =
senci dobles sub senci dobles

croma llos

%
Cromosomas
retardados
centro isocro
mero moso-
inacti mas
vado
2.80 0.49
11.00 1.90
18.30 0.10
21.10 0.50
17.10 0
0.40 0
6.40 0.80

o7,
i
Anafa
ses™
multi
polares

8.00

12,20

%
Micro
nG-
cleos=®%

1.80
0.40

0.60




TABLA 3

FRECUENCIA DE A LTERACIONES ( - TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba INDUCIDAS POR
ACETATO DE ETILO 2.00% A DIVERSOS TIEMPOS DE RECUPERACION

, 7o
Trata~ Tiempo Total de Anafases

miento
(horas) peracién
(horas)
1 0
2 0
3 0
4 2
4 14
4 18
4 42
4 44

* con y sin fragmentos

*# ge analizaron 2 000 células en interfase para cada caso

150

57

50

72

57

74

176

309

14.80

32.90

25.20

33.20

26.00

46.6

20.50

33.50

Aberz'écio-
de recu analages anormales nes totales

8.40
19.70
17.00
22.00
2110
19.30
12.80

30.40

llos

22.70

Fragnz.entos
senci dobles sub senci dobles

Puenct/'es =

croma llos
tfdicos

0 4.50 0

1.80 8.00 0

0 10,30 0

0 16.60 0

0 14.40 0

0 8.60 0
0 4.50 0
0 7.70 0

%
Cromosomas
retardados
centro {socro
mero moso-
inacti mas

vado
10.00 0.70
14.70 7.40
5.90 0.60
11.10 0.80
13.40 1.20
35.80 1.03
5.40 0 .
13.90 0.50

Arbta
ses™

multi

polares

o
L
Micro
nG-
cleogs» e

0.60

1.90




TABLA 4

FRECUENCIA DE ALTERACIONES ( - TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba INDUCIDAS POR
ACETATO DE ETILO 2.50% A DIVERSOS TIEMPOS DE RECUPERACION

T % . % o o o “
Trata= Tiempo Total de Analases Aberracio- Fragmentos Puen‘zes * Cromosomas Amafa  Micro
miento de recu anafases anormales nes totales senci dobles sub senci dobles retardados ses™ nG-"
{(horas) peracién llos croma liog centro isocro muiti cleos3s
(horas) t{dicos mero moso- polares
inacti mas
vado
1 0 153 23.90 16.90 12.00 0 0 4.90 © 8.20 0.40 1.80 0.90
2 0 25 17.70 14.00 14.00 0 0 0 0 7.60 2.00 0 0.50
3 0 N O H U B O© A N A F A 8 E s
4 2 N O H UGB O AN A F A S E S
4 14 33 21.50 14.10 6,20 0 0 1.70 0 "5.70  2.00 O 0.60
4 18 37 36.80 29.80 24,50 0 0 5.30 0 15.10 O 0 1.90
4 42 231 21.70 23.30 19.80 0 0 3.50 0 4.80 3.20 0.40 0.90

4 44 145 17.50 12.80 9.10 0 0 3.70 0 12.70 0.30 2.60 0.10

* con y sin fragmentos ¢

*# ge analizaron 2 000 células en interfase para cada caso

e




TABLA 5

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (- TESTIGO) INDUCIDAS POR ACETATO DE ETILO EN LOS CROMOSOMAS

DE Vicia faba

Concentra-
cién (%)

0.5

2.5

'Total de
anafases

8843

2854

945

624

Anafases
anormales

9.70

19,10

29,00

23.10

Aberraciones Cromosomas 'Anafases

totales retardados multipolares

8.20

18.80

18.40

7.60

10.10

15.30

10.30

2.05

6.70

5.50

Microndcleos'

0.73

0.70




TABLA 6

INDICES MITOTICOS (I.M.) OBTENIDOS CON DIVERSAS CONCENTRACIONES DE ACETATO DE ETILO
EN LAS CELULAS MERISTEMATICAS DE LA RAIZ DE Vicia faba

Concentracifn I.M.
0 6.8*
0.5 13.7
1.0 6.8
2.0 6.5
2.5 3.4

z ( 0.05) = 21,645
* Efecto estimulante
**pfecto inhibidor




Faig. 1 Metafase normul de Vicia faba detenida con colchicin.,

Fig., 1 A netafuse estrella de Vicia faba inducids con acetatn de et~
lo.




49 horas
MITOSIS
2.0 horas
S
7.5 horas
G,
4.9 horas

Fig. 2 Tiempo de generaci6n celular en células meristem4ticas de
la rafz principal de Vicia faba a 19°C (Evans y Scott, 1964).




Fig. 3

E

Alteraciones en los cromogomas de Vicia faba producidas por.
acetato de etilo, A-H, células en analase; 1, célula en interfase;
A, [ve \nicuo.uncxllo. B, fralmento doblex C. puente subcomatf-
dlcq é o nencil ‘;" D, ‘puente sencillo; E, puente doble;
F. cromosoma“con el centrdmero inactivado; G, isocromoaoma y
un fragmento sencillo; I, anafusc wultipolar; |1, mwrunuc leo.
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FIG. &
FRECLENCIA DE ALTERACIONES (-TESTIGO) MDUCIDAS POR ACETATO DE ETRD

EN (OS5 CROMOSOMAS DE Nxio fabg )

1 \
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INDICE MITOTICO

FIG. S

INDICE MITOTICO EN LAS CELULAS MERISTEMATICAS DE LA
RAIZ DE Vicig fgba TRATADAS CON ACETATO. DE ETILO.
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