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INTRODUCG1ON.

La difusidn en el ambiente de compuestos guidicos, "asg
ciada al crecimiento demngféfjcb y desarrollo mecnnlégicd'es
cadania mas evia?ﬁte-en nuestro pals. Por lo tanto, es de su-
maiimpprtancla hacer estudios que.permitgh detectaf égehtes -
qué:por‘sp.éféktn mutagénibo, cafcjnngéhfcb o teratogénico, -
pUdiefan'ﬁﬂnsﬁjﬁQjﬁ un rieégp para las poblaciones expuestas-
snbrg anpxgn bdad yépfuﬂdéiida. debgdhnéj pel;grq de ver in.
crementarse las enfermedades de nrigen,genéticd en 1as,ggnerg_

ciones fFuturas.

Entre 1p5 compuestos gquimicos mas difundidos, se encuen
tran los-medidémentés. e los cuales dependémds canstantemente
jya;que estamosvcontinuamente expuestos a enfermedades. Las. sul
ngfalvigual-que muchos otros medicamentos, se consumen diarig
méntéfén*nueétrn pals en grandes cantidades, bajo prescripcidn
médica o por autnmedicacién. Por ello, es importesnte hacer es-
tudins que deterMinen la capaclidad de estas caompuestos para

producir alteraciones.

Debrido o la imposibilidad de wtilizer al ser humano co-

mo sujeto de experimentacion, se ha disefiado una bhateria de prug




has.que'permitevhacer unia valqracién<del riesqo para la ESpe
cie humana, QGfivadn de la expaéicién a comphéétds quimicos
aQuQarddia normar criterios pﬁﬁ$ $uFu$u'5ﬁL1mo. Estds_s{s@g}
mas ‘pueden detecter el dafo producido al ADN, que es el que:
porta ]afin(chacién‘hereditariﬂ, 6 @ proteinas ligadas fun
CiQhalM§nté a @l ialég comu Ja;tubulinmvdé midrotﬂhplﬁégfhjgfs
tonas&g prmtamfhas y enzimas gue porticipan en la. reparacidn 6

replicacion del material genético.

Lus sistemas de prusba mds usuales emplewn organismos
tales como: . virus, bacterias, honges, plantas, insectos y mami -
feros  (cultive de tejidos y organismos completos). Existe el

acuerdo de oug un compuesta gs potenclialmente peligroso, cudan’ =

dpo ha -producido alteraciones genéticas g varios organismos,

£l intnrés del estudio de las sulfas se basa principal:,
mente en el elevadn consumo de éstas por automedicaciOng en -
Lns'antecmdentés de estudios en plantas y hongos que iﬁdican -
que las sulfas producen aneuploidia (1-6); ademds de que varios
compuestos tales como Hicantona, THRS ¢ DMSO, que alteran la se-
pregacidn cromosdmica tienen un grupo 507 en su molécula, al -
igual gue las sulfas, (7) lo que sugiere la posible interaccidn
de este grupo con las proteinas gue participoan en la divieién -

celular, a través de sus gqrupos SH libres (7).,




El prupésitu‘de este trabajo, Fué‘déhebminar‘eL.éfepxn”

genético de tres sulfas: la sulfadiacine, la sulfameracina y
I sulfatiazol, preferentemente a nivel de segregacion crnmdsé¢‘

mica, en cultivo de células de mawifero.




GENERAL IDADES
1) CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SULFAS

ANTECEDENTES HISTORICOS

Lag sUlfaS.ﬁueyqn;ius primqrms_qgehtequqimiqterapeﬁti
chs éﬂé@tiﬁms{lcnggaaﬁg»hara la prevéﬁpxan Q-Eura ﬂaxihﬁeééfi_
ﬁesfbddtef;éﬁas"aﬁ'éiﬁﬁﬁﬁhve. Fué: la sulfaﬂilamida la. primefa
en descubrirse en 190é1p0r Ghlmb. Gﬁ el curso de susﬁinvesL1§§ :
ciones de colorantes Mazo". TEnigndp'que pasar.un[@uéfﬁq,de”graa

glo, antes de-usarse en infecciones. bacterianas. de!l humang..

£n 1933 el primgrgCaéb ¢linico gstuq;adn~Fu§frgpqr£adn-
por Foerster, guien d£6%Prontosil a ﬁdﬁﬁs e ﬁD;wééeﬁ'aé{edad:
con septicem;a estofllococal y osbtuvo resultados axdéléhtgs, e
- cura, De este afo en adelante s sintetizaron un gran ndme’
rq,deﬁdehi@adus de 1a'$ufﬁani]amid35 gue Fuérnn efectivos para;

comhatir bacterias numerosas.

La mayoria de las sulfas saon relativemente insolubles
v )

en agua, sin embargo sus sales de sodio con altamente solubles.




rr L1U NCAGENTES MICROBTANOS

ﬂﬁ'dulfnnuMJuus Liengn un
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MODO 'DE ACGION DE LAS SULFRS
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Las sulfamidas po interfieren en el funcionamiento de
las Eélulas de los mamiferos, ya gue éstos no sintetizan el -
'éciddgﬁﬁhcb,édqpiriéndnlo como vitamina. Esta diferencia entre

microorganismos y mamiferas, explica el - {ndice terapéutico fa-

vorable de las sulfamidas para tratar diversas infecciones.

,Su‘éctividad parece ser maxima alrededor de un-pka.de
6.5 y menor por encima o por debajo de este valor. Comn el pka
de 'la sulfadiacinag se encugntra muy tcerca. de este valnrﬂﬁptimn
se cohsyqeré muy -poco probable gue ﬁihgﬁn*sUlfamidicu que actua

ra por competencia con el acido p-amino benzbico pudiera tener

maynnvactjviqa&Addé31dgsulfgdiacina,'Esto_é}dnifﬁta que ‘las nue- .

vas~suifamiuasﬁtienen_probahi11dades de presentar ventajas en.-
cuanton a;solubilidadi-mepabulismq intercambio renal o ausénciaU
de propiedades 9ensibilizantés, pero no pPOT tener potencia’anti

bacteriana netamente mayor.




ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS SULFAS

Sulfadiaciha pka = 6.5
2HN ~ / - S0 NH-—-(\J /
. N
CLOH10N4 5 p.m. = 250.28
Sulfadiacina de Sodio: Na
1 —
TN~ a \ - 80, — N =
ClOH9N4Na' 23 p.m. = 272,28
Sulfameracina pka = 7.1
HyN — ___\ — SO,NH. -~ \:/>
CyqHy,N,055 p.m. = 264.30
Sul fameracina de Sodio:
: ‘ Na :
» 1 Ni’ Q33>
HoN — - 80, — N -8/
11 l2N4Na 0 2S5 p.m. 286.29
Sulfatiazol pka 7.1
. . _ 5 ~
HoN ~ 50, U]
C9H9N30252 [SES TN 255,32

Ssulfatiazol de Sodio
Na

H,N 7 N\ ~so,,::—~ 5
2 B ) r\qu

C9H8N3Na 0?57 p.m., 277,31




METABULISMU’DE LAG SULFAS

Para causar un efecto Lebmpéu@icn, la druga debe lle:c.
gabfal sitino deiuccfén en cuncentrnciongs efectivas y purmangj
cer tiempo suficiente.para actuar. La concentracidn de la dro
ga-en los ‘tejlidos, Uepende de varios factores; uno de los més
jmpg?tahtes; 2s lag concemtracidn en la sangre, la cual es’ fun-
Qiﬁh de la cantidad de farmoco administrado, asi como de la
proporcion en. gue se absorbe, de su distrivboucidn y del porcen-

dje de metobolitos gue se eproretan,

La absorcion, distribucidn y exerecidn de cualquier
droga. dependp eh gran parte, de-:la natursleza lipoide del-re-
ceptor celuylar particuwlar por gl que penelraray deflas'caraqf
teristicas lipofilicas intrinsecas de cada una de ellas. Otros
prﬁpiedad@s.ﬁe determinan por su estructura.guimics y cantida-
des relativas de especies no imﬂizadéﬁ‘nreswﬁhes.eh los fluldsos:;
FiSiDlégicus, perala gue es muy ioportante saber. el pka del -
compupsto. £1 . conorimiento del grado de ipnizacidn de una droga
en un pH.FisiDlégicm, permite una predicclion razonable de su o -

distribucion en te jidos y su gxcrecidn renal o reabsorci6n.

Dentro de loas sulfonamidas, hay tods una gama en el mo -

do de accidn dependiendo de su estructura guimica. Las hay que -
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sefabsqvbeﬁlpépidamente.delvLbﬁchu_gasthu intestinal y se elimi-

nan perfectamente a través de la orina, como la sulfacetamida -

gque se usa en’el Ltratamiento de infecciones er los ojos. Encor -

tramDS“tamhién'las ue no se absorben o se absorben muy pohrémeg

te, por lo gue actden a nivel del tracto gastrointestinal, como

es el casu de la sulfaguanidina y-por (ltimo, tenemos el grupo -

de- las gue se. absorben totalmente del tracto gastrointestinat, -

pero se excretan muy lentamente. £s €n este grupsc en gl gue. se -

encuentran las tres sulfas gue se estudioron en este trabajo.y -

gue son:-la sulfadiacina, sultfameracing yosulfatiazol.

Sulfadiscing:

'Esté”su1fa.55*abﬁqrne bien uel‘tractu-gagtrgiﬁtestiual;

8 pesar del hecho de gue es practicamente insoluBle en agus. Tur

da varias horas en apatecer un pico en sU nivel en sangre,

yo
aun -

cuandd se den grandes dosis. Sin embargo, una vez alcanzado éste

puede mantenerse con uno didsis de 1 g cada 4
de sangre de aproximadamente 10mg%, cercs de

fadiacina se une a protelines del pladma.

La sulfadiacinag se excreta lentamentoe
geetila de un 15 a 0%, siendo su metabolito

na debido al pH dcido de ésta, de manera que

horas. Enun ni

1o mitad de la

vn la orina, se
insolubile wn la

alvcalinizndola

vel

sul

ori

S
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disminuye la probabilided de fFormarse cristales debido a preci-
pitacibn.

De una disis aral simple, apros<imadumente el 50%,$é'eli-”
mina a las 26-horas y de 60 a B5% de 48 a 72 horas. Cerca del =
75% de una dbsis agministrada-intravenosamente se excreta a las

EQfHQfagl

TJorxicidad: Ua terapia.con sulfadidcina, raramente prodo-
ce.efeclos  tdxicos serios, yvo Gue-es generalmente bien ‘tolerada,
sin embargo, debe alcalinizarse la orina para evitarse cristalu-

ria.

SulFamgricina:

Se absorbe rapide y.completanente del trgcth gastrointes—
tih611 S@uextréta més leﬁkamentm gue Jatsuifadiéﬁiﬁéi de. manera
’qgg Es posible tener una cmnauhtruuién efnctiya en SangrE1cohﬁ
disis mas prguehas gue para 5ulfadiaciné. Cmrca’dél 50% de la.

droga: se excreta en la orina en forms acetilada.

Toxicidad: €n dosis Lterepfutices ha cousads hematuria y

aruria er nifos sobre tode menores a 6 aflos, cebido al dabo en -
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rifidn producido por los cristales, gue no se salubilizan,

Sulfaliazol:

Se absorbe rapidamente cugnnd se da. par via oral, el -pi-
co de concentraclan en SEnde‘éﬁ die 5 a4 10 .mg% mmtanjéhdusé'dem.
4 8 6 horas. Una dosis simuie e excreta casi compleotamente a
las 24 horas, parcislmente en forma de on derivado acetilado in

soluble.

Toxicidads Los efectos tHxivcus senuidos de disis tera-

peuticas, son muV-cpmunea,>ﬂebido}a qui los derivodos acutilﬂ-g

dos insolubles, causan hlougueo de los tdbulos rensles producien

do. anurTia y hematuria,.

ANTECEDENTES DE DARD GENETICO.

Figsti en 1938 pncontrd irregularidades mitdticas en los -

tﬁbulps de palen de Jradescantia con soluciones oiluidios de syl-
ramidasﬁ'ﬂ altﬁs cuncantfacinneﬁ, abservh la inhibicidn gel tubo
polinico (1). Peter en 1946 rveportd una contraceidn notoria de -
los cromosamas y la inhiliicion del nhusao (retrocesao interfase -
después de metafase) en cebolla (), Por vira lado Ffuller T, en

1947 repartd on céloles de cebolis Alliow cepa, poliploigia v
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células binucleadas vusando sulfanilamida, sulfadiacina, sulfa .
meracina y sulfatiazol a las 4O horas de tratamiento con  0.5%:

de ‘cada compuesto (3).

Bigrami gn 1947 reportd -en Asperpillus Flavus, entre-

cruzagmientos.y no disyuncién, provocadas por sulfas (4),

Kut{éind'F. Enﬂ19757h12039§hddi05'ﬁqh 5qlragiiam1dé'gn

Aspergillus flavus y Teports gue produce entrecruzamientos y -

no disyuneiagn (5).

Estudios més. recientes muestran que varias de las sulfas
producen- no disyuncian, camg la sulfacetamida reportads por -

Parry J. M. (1978) #n Saccharomyces cerevisiae (6).

l"’

2) DESCRIPCION .DE LA MITOSIS v CLEMENTOS CRITICOS QUE PARTICIPAN
EN EL PROGESO.

Dado que en este trebajo se pretende estudiar 1o capacl -
dad de las sulfas de ingucir anomalins snafésicas, describiremos
brevemente algunos de lus aspectos egenciales de la mitesis y de
los elementos gue intervienen en ella y pudieran verse afectados

nor los medicamentos.
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a'mi§a$i5'es el proceso de Uivisién‘celular>encargadn
de,manpéher iaestabilidad del ndmero cromosdmico en células -
‘soméh1¢as. Su importancia radica por lo tanto en asegurar.el.
tgpavthequitativa de material cromesdmico a cada uca de laél-
célﬁlas hijaé3 de manera qué‘caua'célula reciba exactamente e

misma namero y clase de crompsomas que la célula madre.

La mitosis se lluva.q capq_ﬂnauna ser}g de etapas con -
tinuas conocidas como profase, m@téfase, anafﬂse-v'téiofaﬁé v
representa ls chmiﬁatibn-de"Una serie de eventos Ucuyridos'p;g‘
viamenﬁe}eh.IEQCélula durante la interfase. £n este perioda.la.
célula aumenta de tamafo, duplicanpdo sus crompsomas mediante 1a
sihtesis‘ue QDN, ademds thsinggtizar.}pé componentes necesarios

para. la farmacidn'del-aparato mitdtico.

a mitosis ocupa menos del 5% del ciclo celular en con -
diciones narmales, y en cuanto a sintesis de ARN y proteinas,
ésta se ve reducida . durante el precese de division,

PROFASE

Es la etapa temprana de la mitosis en 1a gque se observan

los cromosomas como fFibras muy delgadas las cuales se van condens-




A,

sahdu_haspa,obsahvarSE pngec:amenhe Como eSﬁructunas'dubleg.

El final de la profase y principlo de la metafase se co-.
noce como praometafase y €s en ésta etaps en la que desaparece la
mémbrana puclear 'y seoseparan las centriolos, mientras qué'ldsn-,u

micratibulos (MT) se ensamblan para constituir las fibras del.hu-

soque coerren de une a olro polo.
METAFASE

Los cromosomas perferctanente condensados. se alingan en -
el pland ecuatorial de la-Gélula, uniéndose a los-MT por sus ci-
netocores (que son estructuras densus localizados en los cemtrd-
meras)’,

ANAFASE

Se deéfine como el perleodo en gue las cromosomas se mueven.

8 lo largo de las fibras del huso hacia las polos de'la‘célulé,

dando como consecuenciy la separacion de las crombtidas hermanas.




TELOF ASE

Sé~descrihe comn - la etapas final de:mituslﬁ gen 13 gue se
>regenera la memhranm nuclear ulhedeqdr dél grupo cromgsdmico en
qéﬂaﬂpdib,]los,crumbsdmas_se desespiralizan para Fformar parte. de
,;apcyomatipa,intérfé5}ca, los MT del cinetocors desaparecen, per-.
.ﬁéﬁééigﬁddgbnidgﬁéptg los MT cunhingns que forman un panuete te-

loféasico.
CITOKINESTS

o diyisiéh_celular-se upmpleta ror . la Seaaracibn~de las
'dq§{céLu}as;hijas, este proceso sg;?onuaﬁa'pnr 2l desarrnllb,de
up_surpp de divléién:entre las dus nuevos nGcLems gue se forman
en telofase. Seqgdn Marsland y Landau (11) el surco se produce -
por lo capacidad contractil del protoplasma curmica] en esp si-
tin, atribuyendo tal:capacidou 2 la epstructura llamava anillo -

cortical.

£1 aparato mitdtico controla la posicidn del surco de di-
vigsidn en hueves en mitesis. Alqunos aulores (1¢) wmostrarnn gue
esta interaccidn se completa hasta un womento especifico, antes

del cual, la centrifugacidn o microviregia para alterar la loca-
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lizacidn del aparato mitdtico y Asteres, cambia la posicidn del
suTco- de uiviSjén, pero despufs de este punto tal tratamiento -
no 1o altera, de manera gue una vez que la divisidn se ha inicia

‘do, el proceso es independiente del aparato mitdtico.

€1 anillo cortical estd formaedo por un sistema de fila-

.méntds.denhrdiqel.surcordéidivisién (13). Tales filamentos desas

parecen en presencia - de lo citocalasina B, lo que sugiere que: = :
pueden’ ser microfilamentos formados de actina (14).

a conclusion de que un sistema contrdctil estd involu -
crado en la divisidn se apoya ademls, en los trabajos reportados
por Fujiwars 1976 (19%) en lus dgue demuestra la presenclia de mio-

sina en el surco de divisidn.
3) CENTROMERU

El centronero se observa claramente en los craomosomas en
metafase, como uno constriccion primaria. Ev preparaciones cromo
sGmicas, se observa nue ®l ndmero de fibras de cromatina en la re-
gion centromérica, se reduce con respecto al resto del cromosama,
siendo posiblemente esta reduccion la gque arigina la constriceidn
primaria. £n cromosomas tefiidos con tetradxido de osmio, la re -

gifn centramérics muestra en cada cromdtida, un pequedn grinulo -
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gque. se tifie intensamente. Los microtdbulos se unen a éste granu-

lo cuyo nombre es Cinetocoro.

El cinetocoro aparece primero en profase temprana comg
un*péfbhe'dé paguetes de filamentns condensudos, dispueéhos - -
iiragularmehte en una pegueia constricecidn . o cada lado de ambas.
-érqmétidasi Segln Brinkley 1970 (16), cada porche es una estruc-
Lgrg]éﬁférica de' cerca de O.bum de diémetro,~queicahtﬂeneffila-
mentas: de 5-0/nm de diémehru; Incluso durante la profase. tempra-
;na,los,cenyrémerhs hermanps;eshén‘prmhahlemente separados estruc-
turalmente uno del otro, UaSmrrblléﬁunse sin embargo sincronica-
men£QQdurante las etapas posterlores de la division. Al continuar
lm_prufﬁﬁekhﬂyﬂ ung transicidn  en la estructura del centrdimero,
@esde,maﬁasvdEnSas esféricas, hasto dar bandas menos densas gue -
se extienden de’ 0.1 o D.@{' una. a3 cada lado de las cromAtidas her-
manas. En estudlias hechos por Jokelainen (17) acercs de ;a ultra-
estructura cerntramérica, examina cinetocoros meLaFésicus #n varios
tipos celulares de rats, Independientimente del cromosoema O tfbu‘
celular, los cifnetocoros metafdsicos mupstran una gran similltud
en estructure, dimensidn, y union al huso. Cada cromgsoma presenta
dos cinetocoros en formo de disco con un didmetyre de 2000 - 2u05d’,

compues to de tres capas, uns interior densa electrénicamente, nue -
estd Formada de Fibras contiguas ol cuerpo principal del cromosoma,

Luego hay una capn media con la misma profundidad pero de menaor -




densidad electrénica, ésta estd rodeada por una capa extarior
CUbierta'por'una corona de substancia electroopaca. blas tres

capas se unen a & - 7 miceotlbules del cinetocoro.

Este organelo tiene una. profundidad de 0.3—0.“%M, vis~
0o en la 5uperﬁic;eudel cromosoma, parece tener la forma de -
bandas o de una estructura plana circular, dentro de la cons-

triccidn secundaria

Existe controversia sobre la estructura detallada del
cinetocora. Ha sido. interpretada generalmente -en forma de. dis-.
cas de roscas enrrollsdas. Nado se sabe acerca de su Gomposi -

cion ni de como se unen a las fibras la cromatina.

La:orientatién de los cihetb;nros parece sSer responsa- |
ble de las acciones caractérfﬁticameﬁte diferentes de los cr04 |
mgsomas  en mitosis y meiosis, de manera gue en mitosis los ci-
netocoros hermanos se encuentran mirando hacia el polo al cual-
van a migrar las crombtidas., Fn meiosis, los cinetocoros en la
primera divisidn migran juntos en cada cromosoma haméloga, en-
contrandose unidos del mismo lado del bivalente., Pero en la sg
gunda divisidn, los cinetocoros hermanos cambian su orlentacién

hacis lados opuestos (como en mitosis). Las bases moleculares -




de este movimiento hasta ahora no se conocen. Aparte de la di=-
ferencia en orientacidn sparentemente no hay ninguna otra entre
ciretocoros mitdticos y meiGticos.

La conexidn de los microtdbulas o los cingtotoros empie-

za saproximadamente en el mnmento en gue se despolimeriza la memn- .
ase (18).

Niclas y colaboradorés (199{]59parmrdhgun'bfyalenne,UEl
huso giréndola 180°, observando fue. @l unirse nuevamente se ‘g8’

paran al polo hacia el cual mira el ciretocoro.

brana nuclear, guédahdb‘ﬁirmemwhté‘unidds:haata-tmrmihar ld" and-,
X |
5 ha sugerido que 21 movimiento de los cromosomas se 1
|
debe 8 que son jalados por los clnetocoros, sobre los cuales se i
ejerce una Fuerze hacla el polo al gue se dirigen., Estas fuerzasg i
son muy fuertes al principio de le mitosis, disminuyendo en me- }
|
tafase y aumentandu puevamente en anafase (20). Fn gontraste con
la alineacién estacionaria de los cromosaomas, partichlas celula-
res pueden moverse hacis los polas en metafase, Cstos pueden in-
clulr frogmentos de cromosaoma, mitacondrias, nucledlos persisten
tes, los cuasles posiblemente se han unido a Fibras delboso, 1o
que sugiere gque las fuerzas que jalun acbtion no 5610 sobre las -

fibras upnidas a los cromosomas, 5ino incluso en obras Fibras (21),
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La separaciﬁﬁldﬁ-las cromatidas hermanas hacia los polas;
define la anafase, en la cual sOlo los centrémeros. muestran movi
miento. activo moviénduse pasivamenté el resto delos cromusqmésg
De esta waneryg el papelvaqtjyd;dglvcrumpsqma;,se usa para cayaptg{
rigarhcrumqsom35 pnp la forma que adquieren durante la anafase, -
fntIUyeﬁdqjqoﬁfiguhagidqeﬁ no gSuuleé,adeihidasrbor cromosamas -

anormales, tales caomo el producto de la fusién de 2 centrdmeros.
L) MIROTUBULOS (MT)

Son orgunelos proteinicos, presentes eﬁ;tudas las_célulés.
gucaridticas, (aparecen en lajevmlutféh cuanda el nﬁciéq[éa SB-
parado por unamembranz’), formados de Subunldadgs ensambladas e
estructuras tdbulares elongadas, con un difwetro pxterior pro -
medio de 24nm, y una 10ngitud indefinine, capaﬁes¢de'cambiqs
réhidas par ensamblaje y desensamblaje de las molécﬁlas proteini
cas (tubulina). Son sensibles al frio, a altas presiones hidras-
tédticas y a algunos compuestos quimicos especificos tales como -
colchicina, vinblastina, griseofulvine, etc. Construyen con -
otras proteinas, ensamblajes comple jos como el huso mitdtico,
centrioles, cilias, flagelos, axonemas, neurotdbulas, e intervig

ven 2n la forma y movilidad celular.

Los MT de la moyoria de las célulos Lienen el wismo tama
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fio yomuestran un afreglo helicaoidal dé'13_pnmtbFi1amentu53~;qd

un éngulo de inclinacién de 10°9-:25°

En cuantn a forma y tamafo, los MT son largos, delgados,
eldsticos y no bifurcados, su diametro es canstante ( didmetro
.exterior 24 nm, el agujero central 15 nmy la pared cerca de

5 nm de " grosar).

@ langitud varlas consiuerablnheﬁte y semide en milini-
cras, desde peguefios MT-ei las bandas marginales de los epitro-
cltos, hasta-exceder ios A0 metros en algunos axones, aungue: no

se ha ‘dado . una medida exacta hasta ahara.

Se‘han observadoa tﬁburUS—C gg decir incompletos, especial
MEnte cuando se ensamblan vy desensamblan los MT, se piensa que -

corresponden @ gtapas de formacidan (22).

Los micrptépulus no aparecen lisos, sino que tienen pegque
fos filamentos, los cusles pueden 0 no, unirlos entre si, Estos
brazos laterales estdn regularmente espaciados, con un rango de
distancia de 4 nm a 48 nm, pugiendo o no Farmar puentes entre -
los MT. Se han observado puentes lalerales en ) husa mitético
entre los MV, nque pueden estar relsclionsdos con el movimiento -

de los cromosomas.
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Composician Quimicas

ENSAMBLAJE ¥ DESENSAMBLAJE DE MT:

La formacidn .de MT se controla en la célula por varios
prQanplosLGACGntrcs agrﬁpadus bajb gl mambre de- "centros mrgd—
nizaddres~de'MT" (COMT). Estos se observan claramente. despu@s.

e teﬁLr,cmn.ahtiLUbulina inmunofluorescente vy son0: cenﬁ:iolﬁs_
(las regiones polares del aparato witético), cuerpos basales;

cinetocoros y los porgs de . la membrang nuclear (23).

Pars el ensamblaje de MT din vitro se siguen varios pa-

‘s08.en los que se regulere:
1.- Una minime cantidad de tubulina que ws alrededor de img/ml.
2.= Nucledtidos de guanagina.

. 4t » : ‘o .
.~ Que los iones de Ce ', se remuevan, de.prefirencia con un:

g . . - 4
fuprte quelante EGTA, que no remueve Mgt

.- La solucidn se calienta a 37°, a un pH Hptimo de 6.9 y se
mide por viscosidad (20).
e .t F
Presencia de lones de Ca

nee -CTP . Dimeros de tubulina

PFolimerizacidan
de MT

o

W
: -~ 4t
Ausencia de lones de Ca

3700 0+ GTP




23

Utrq;Factbr gue es- importante pmfn~el ensamhlaje da MT,

‘esy el balance entre -5 y grupns 5H- (25).
REGULACION DEL ENSAMBLAJE Y DESENSAMBLAJE DE -MICROTUBULOS:

Una de las propiedades de las MT en células vivas, es.
sy;mbpificacién‘en nimero y localizecidn. Son independientes d
laﬁsiﬁLéSis de prdtnihas,vPGSUltando el ensamblaje de tubuling
gitdplésmjda cor.desengamblaje pasterior. €5 evidente gque gs ne-
«césaria alguna regglaciéﬁ y en las inveﬁtigaciphns can respecto.
a MT, se trata de averiguar como la célula no sblo controla el
nimero de MT, sino Que‘ihcluso expresa gl mensaje para cuandg .y
donde se ensamblen. Muchos de los mecanismos qui parecen estal -
genvueltos, en estos procesos dependen de las estructuras celula-
res que»juegan un pauel‘en Ja formacidn de MT  coma son los Ceo-

tros Organizadores de Microtdbulos (COMT), (26).

La cantidad de tubuliog en células Helo sincronizada pre
viamente por aminmptwriha o tratamiento de hidroxiurea, se ha -
medido por la unidn de 3H-caleochiclna durante ol ciclo celulor,
La sintesis persiste durante lodo el Liclo veluloar, desde (1,
atravesando 9 hasta G2 cuando estd sobre el promedioc. La canti-

dad media resultode un epguilibrio entre sintesis y catabolismo,




DISTRIBUCION DE: LAS FI1BRAS. DEL" HUSD

Las fibras del huso se han dividido en 2 clases, par gl

eriterio de Gnidn al cinetacaro:

a):Fibras continuas: gue corren de polo o polos
) Fibras del Cinetocaro o fibras cromosomales gue carren de uno.

2 los polos a Uh.cinetocurn del cromasoma.

AdéMés'exispen fibras que pueden unirse s otras partes -

del cromosoma, llamadas fibras neacéntricas.

Agiegadas a las fibras del huso, se encuentran las fibras
‘astrales,;nue radian desde los Asteres pere no corren a8 través -

del. huso.

Las fibras del huso pueden cambiar de lengitud durante la
anafase. Debido o que la distancia entre los puius 52 incrementa
con . la elongacidn del huso, los fibras continuas incrementan su
longitud, manteniéndose en un paquete compacto durante la telofa-
se. Asi mismo, al moverse los craomosomas hasta muy cerca de los -
polos, las fibras del clnetocoro decrecen en longitud, No se cono-
gce ain el mecanismo por medio del cool se diferencia la actividad

de unos y otros micratdbulas,




8 distancia entre los polos witbticos es de 10‘39H'V -
l movimiento cromoséGmico en anafase es de entre 2 y 60 minutaos

dependiendo del tipo celular del que se trate (27).

La distribucifn de los MT en mitosis, se determina ba -
clendo secciones serisdas de la célula (28). En metafase, el od-
mers mas grande de microtibulos se encuentra en el plano ecuato-.

rial; decreciendo hasta los. polos.

Se han observado puentesbaue cruzan gntre los micyotﬁgu—
1ns pnovarios sistemas celulares (29). Estos puentes transversa-
les son aproximadamente de 5 nn de diametro y Z9.26 nm de longi=.
tud. TIncluso cqandd estos no son evidentes, los micfotﬁbulms -
del husuktiendén‘a guardar un espaclo donstante, Liujbamente -

con-una distancia de certro a centro aproximadamente de 50 nm,

los puentes transversales pueden ser pstructuras citoplasmicas

n

comg mitdticaes (28).

EQUILTBRIO DINAMICEO DE MICROTUBULOS v TUBULINA

Inoué v colaboradores (30), proponen gue el movimiento

mitdtico puede debierse a ensantilaje y desensamnblaje de subunidg-

des de tubulinag ya gue el aparsto sitdtico estd en equilibrio -

dinamico, el cual se lleva o cabio entre microtibulos ensamb)ladns




y.un acdmulo de tubulina libre. Este concepto se basa en la-res= .

’

puesta de las‘céiuluS‘miLnﬁicas a tranamiehpns que dadtruyen.mi-
crotibulos tales como temperstura; disocidndose los MT o bojas -
températyrﬂs y presion; lo gue causa un decremento reversible -
en la“birrefrigencia el buso (313. La Clésica'interferencia con.
1 equ&librio‘dél‘hhso, eg 1a cqlchicinni cuya- accidn resulta -
en”la‘cunsecuente;péndjda del alineamiento de los cronosomas
(32), causoda por-la*disbreggbién de MT en subunidades libres -.
que:pueden repolimerizarse. cusndo. la coleghicina se guita del me-.
dio. Cowo resdiltado. de lo. anterior, §u arcidn se expresacong. =
‘unlefectao venenosa, en donde los dimeros de. tubulina que se han
uriida w la wolehicing no se unen g 10s extremnos dé,ldg"MT qug¢-
esthn en crecimiento; de manera que éstos s0lo se ensomblan en

1 extrema gque queds libre (33).

El ensamblaje y desensamblo je de los microtiobulos al pa-
recer ‘paté requlado por una’promeina; Ya Calmoduling que reqgula
los niveles decaleio, signdo capaz de estimular la disgregéciéh
de low MT.in vitrs al incrementar los niveles de calcio (36). Lax
calmogulinag es una proteina de bajo peso molecular, es pabeélda'
a4 la troponina U, reguladora de calcio eo el misculs., En estudios
de inmunofluorescencisa muestran gue la colmoauling estd presente
en interfase en un patron idéntico s los fibras en stress.y en -

tas células mitdticas se encuentra en el hukgao entre los dos  po-
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los:y lo cque eleva la posibilidad de estar involucrada en: la re-
gulaciéh,,tantﬂ’de_MT como de:m@crufilamenhns (faormados por ac-

tina)}fibﬁaliéadus en esta reglan (35-36).
MICROTUBULOS Y FILAMENTOS DE ACTINA EN EL MOVIMIENTO CROMOSOMICO.

Inoué y Sato (30), firoponen que los microtibulos no gene-
ran pers si transmiten la FUep?ékmotrizlque actia sdbréﬁ]¢$iplnes'
tocoros de los cromosomas. Esta fuerza es generads bDF‘e}'ﬁpVié
miento en.la pqlimer?zﬁﬁiéﬁiy aaspoLimer32aci6n, de las suﬁpnida}
qaé qgé anman las fibras del cinetocoro uniendo los cromosamas.

los polaos.

El;mpdelu de los filamentos resbalosos , -supone ‘gue.en’ -
vez de movimientos coordinsdus a los polos, los microtdbulos ad-
vacentes pugden resbalar sobre ptros con. lns puentcs transversa-

les.

Per otro lado, la posibilidad de que puedan efectuarse -
los movimientos debido a filsmentos contractiles, se establege -
por demaostraciones recientes de actina yv miosina en el huso mité-

ticao.
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En . estudios de inmunofluorescencla con untr-tghulina. S
observa'gui el citoepsyueléto citoplasmico de‘mjcrqtﬁbu}ns,deSapéf;
rece durante phqrnse. En metoafase la Flpofescnncim”énébece primes
nok ﬁ}quedhr,de'l0s crumosnmém,~ﬂluormséinndo posteribfméﬁte in-
tensamente lﬁshpnlmsiy la. varte central donde se eanentran_las -
Fihra$ cunt1nuas y‘dél cinetocoro. £n telofase decrece notable-

mente la fluorescencia (37).

.Estudiqg“hﬁchqg.pup_ﬂulntusth y tolaboradores .(38), mues-
tran gue las'Flbggs d@{actddé se’ desacrollan en el huso, . en pro-.
-Fasu.ﬁlGQgFilamenpqa}ci}nhlésmlcoﬁ;uﬂ‘mctina desaparecen y &1 ni-
velﬁﬂﬁ,ﬁiﬁciﬂﬁ éﬁéhfaAEHxéi‘clpdﬁlaéma se ihcrﬂméhpa. La region’
polar alrudedgr:dg,luﬁ_centriolns cam;ﬁnza a tefiirse intensamen. -
te“por_dctiqabalﬂmumqntu del “rompimiento de la mewbrana nuclear,
éspm;sejinufﬁﬁeﬁfﬁ'dufgﬁéé”la prometafase y se extiende en Fi-
bras'duréntevlé.MetéFémc. Estos Estudips los realizaren en célu-
las. PEK1 de rata canguro, yue no se redondean cpmpletamEnte duy -
rante mftmsir, prrmanegsiendo parcialmente ap)anmdam o la caja, de
manera. que lngrbrun vier un miximo de 6 Fibras gue contenfan acti-
na pur cada wmitad del huso, oln emborgo ye que las fibras se lo-
calizan en diferontes pplanos focales, sugieren un nlmero probable
mente nayor, pudiendo ser posiblemnente de una fibra por coada clne-

Lecoro.




Debido o la gran cantidad de actina amorfa, probablemepn=::

e sGlo unag pequefa parte se asocla con el huso en Forma fibro-

sa.

llas evidencias anteriores y el: hecho de que: los microfi-"
lamentos no-corren en linea recta, de los cromosomas a los po-
los, sino que siguen la turva gue marca los microtdbulos y nin-
guna fibra cruza la. interzona, dgpova la idea de que Juegan. un.-
pépél gn el muvimienhﬁ,crmmnsémico sin participar gn Lavelgﬁgawi
,ciﬁﬁ,yiademés'barticipa muy especialmente en la citocinesis,

sin embargo no se ha podido-comprobar totolmente.

Fujiwara vy Pollard investigaroo la presencia de wiosina:
usando um anticuerpo que reacciond con la parte principal de la
mplécula, el teabajo lo realizaron en células Helo en las gue -
‘se gbservaron gue en interfase y profase el cltoplaswa se tifie

uniformemente mientras gque el ndelieu se destifie, en metafase y

anafase se ohserva unag tincidn intensa entre lns cromosomas vy

laos polos rera nao se observan fitras, en wltosls targlia se ti-
| - )

fie el surco de divisidn al fogual que Ia acting, fquedando pousi-

ble lo idea de que 1a contracciaon de actingmiosinag sxiste en

—-

tosis (39).
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) CENTRIOLO

Las células mitoticas tienen dos polos en el huso, gue
»;thLéS=rggipnés hacia donde ‘migran los cromosomas en anafaée.
Cada palo en télulas animales se identifica por un par de cen-
triolos, ngue, en célglésvde plantas superiores parecen estar -

ausentes, aungue en las inferiores si se encuentran.

Elr centriole junto con la zona pericentriolar (material
quehse encuenp¢a‘alrededur), la cual a vecesuaﬁQHQCE'comD_un Ha-
lbidé7gfénu105,densos; se cunocé,cﬁmu Centrosoma; la Centrdsfe-
ra.es la-regjén,que‘sa encuent;é alrededor del centrosoma, in-
cluyendo mitrotﬁbu;os y materisl de membrana. El Aster incluye
1a centrosfera y el arreglo radial de MT, membranas, mitocon-

drias. y 0oLros componentes.

El'cehtfiulo es un heqyéﬁo}cilindro hueco de cerca de -
B.5. = 0.7)4 de~lungituq'y 0.25 n de diémetro. La pared del cilin-
dro consiste de 9 tripletes de microtdbulos los cuales dan la -
apariencia de los rayos de una rueda en un corte transversal, -
Los 3 microtlbulos de cada triplete estén casi siempre en un mis-
mo plang, de wanera que cada triplete forma una especie de nava -

Ja gue recorre toda la longitud del centriolo, en cada triplete -
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el micratibulo interior es el Onico circular (LO).

Se encuentra una relaciaén estructural y fungcional entre
centriolos y cuerpos basales gue forman cilios y flagelos, mos -

trandose claramente por el hecho de gue cuerpns basales de - -

’Chlamydnmbnas o Tetrahymena, tienen la Capacidadfdé faormar aste.

res cuando se le inyectan @ huevos de Xenopus (40).

Se han hechu{uar}osvEstudiqslpara,det@:minar.si los cen-
triolos como los cuerpos basales t@gﬁen é¢jdq$'nucIéicdS (L1, 42)
sugiriendo al principlo que cantenian ADR, auniue estudroéfnns.—.
teripréS;ciﬁoquimicos (g})HV.CQQ 12P0L més tarde mastraran Gue.
ilns-bperQOSHUasai§5~cqn@ehién RéNg£bn cerca de 3 x 108 daltones

p material sensible a ARNasa (LL).

-ﬁdmo;ptudu&rd de mitosis, cddafcé[u}a:hija resulta. con -
dos centriolos, gue en }a siguiente G se reuvmugqifén, primero
se observan ius centriuloa hijon o htbcéﬂtrimins Comﬂ,pequéﬁos
cilindros orientados perpendiculareenie o lds>cantr161U5'parenLa-

les y cerco de su extremo proximal, éstos procentriolos son GEme -

jantes a los parentales, pern con la mitad de longitud L9y,

La inhibicidn de la sintesis de protelnoes con ciclohesi-

mida evita la apsricifn de los procentrinlos, por la gue deben -
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formarse a ‘partir de nuevas proteinas, perd ya formado el pro=

centrialo la cicloheximida no meide su maduf?bibn'(hﬁ).

Sin embargo, al parecer sblo los centriolos parentales
participan en mitosis. La migracion deé los centriclos es rever-

sible, evitandose Cnn'colcémid.(}?);

SISTEMA DE ANAFASES

Como ya se dijo en pérrdfpsfanteripres. las. sistemas --
ﬁig}ﬁéicus que miden el riesgd par al especie humana a nivel
genético pbodu¢}do_pmr-tqmpﬁéskoé:Qﬁimiﬁbéy;QQtecian el .dafo
directamente en la'moiécuia deVADN4oAéﬁ lg#rp}btéinas ligadas

funcionalmente o &1, expresandose zomo mutaciones.,
1) Mutaciones

De esta manera, definimos las mutaciones como cambios -
en el material heréditarin (ADR), que pueden oturrir en los ge.
nes aislados (motaciones puntuales) 6 en un conjunto de genes

(mutaciones cromosbmicas).
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Mutaciones Génicas

a) Mutaciones por Substitucidn de Bases . Dentro de éste
grupo. encontramos las transiciones, que son cambios de bases po-
ricas por pOricas apirimidicas por pirimidicas y las transver-

siones ‘donde se efectda un cambio de una hase porica por pirimi=

dica 6 viceversa.
b)) Corrimiento de-fase. £n ésta mutaciiin, sp produce un
corrimiento . de la secuencia de bases, debido a la adicién o eli

minacidn de las mismas.

Mutaciones GromgsOmicas

@) Rearreglos Cromosdmicos. En donde podemos encantrar -
ruptulas sequidas de wuna recofstitucidn de los fragmentas, produ-
ciéndose inversiones, translocaciones, deleciones o adquisicién -

de genes'e intercambio entre 1as cromblidas heopnas,

Mis-fiegregocion. Constituye una mala segregacion de los -
crowasomas a la hora de separarse en mitosis o melosis, dando co-
na consécuencia alteraciones numéricsds de los cromosomas en las
células,hijés. En éste caso, el dafo gue la origina puede ocurrir

directamente en el AUN, o en componentes telulures relaclonados
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con &1, como pueden ser los microtdbulos del husa mitdtico,
centriolos, proteinas de la cromatinag @6 diversas enzimas invps

lucradas en su sintesis o reparacion.

£n relacidn con éste ultimo grupo, existen varios pade=- -
‘cimientos ocastonados por la qu—uisypncién cromosfmica comn: son:
1 Sindrome dé Down (47, +21) los sindromes de Turner (45 X0),
BlineffFelter (47 XXY) repqypﬁqqoép también en algunos procesos .
neqnlésigps malignusgy;ﬁu,ﬁl 30%}de.mrmqu;tug annrthdo en el -

priver trimestre oe embsrazo (L7).

Daﬂa qu”El Sistema d@fﬂhﬂfﬂgeﬁ 25 un méLQun adecvundo .~
paga~dgpgc’aﬁﬁdnmpqgﬁhdﬁ aue alhmren el nqmbgpu,mitéticm,VLdgimaf
.nera‘ihdifuécta;'loﬁ cdmpuéﬁhus uué qaﬁen ai‘ADN"ha,gidc”cnns{UQa
radg valimﬂu para determingr lafuapmcidnm de los agentes quimiuns
‘de producii estas anomalias. Fsta veterminasciOn se hace mediante -
la ubservaﬁién de alieructones tales como punntns, Crampsomas re-
tardédos,‘cromﬂsmmﬂs pegajosos, gquiasmas, mitosis multipolares

clsgregaciones cromosémicas Lotales 6 de un o solo polo.

POSIBLES MECANTSMOS A TRAVES DE LOYS CUHALES DE PROGULGEN
LAS AROMALITAS DETECOTADAS EN ESTA PHRUEBA,

FUENTES, CROMOSUMAL REUTRHDAGOS ¥V CROMOSDMALS PEGAJINSAS
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Varios gutores postulan gue los compuestos gue- ac tlan
directamente sobre el ADN producen rompimientas crqmusémicus
fgue.conducen ‘@ Craomosonas dlcéhtricos,~FﬁagmenLus acénﬁficns,

y cromgsomas sin la zona tetomérica, éstas altiéraciones en el
momento de la anafase 58 oDsETvVan comp puentes, fragmentos re-
tardados y cromosomas pegajosos respectlvamente (L8). En el -
caso de-cromosomas retardados, é5t05~pucdmn'producirae par::
altgrdt;ones er el cinetocoro principalmente, @ por:alﬁepabfdf_
nesen lhs micrdt&UUIQS'Uel aparato mitétiud. tEn este trabajo
fragmentos yjqromospmus‘rehdrdadosi 56 agfuparon'comn~crumosu—v

mas.retardados.

El nombre dr quiasmas se dibd arbitrariamente, debido a
o semejanza de las figuras observadas en los cultives, con -

las ‘observedas .en meliosis.

£l posible mecanismo través del cual se producen es
tas flguras, es la alteracidn de los teléweros, produciendo -
extremos negajbﬁns can trivbrasg crﬁmoéémicau'submicroscépiCGB -
gque conectan ambas chMétSdas, tmpidiendo gue se separen en -

anafase completamente (L9),

Al permanecer unidas ciertas porciones del cromasoma,
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tal vez favorezcan la producccifn de recombinacidn entre las -
cromatidas hermanas, como lo sugierenm trabajos realizados can

sUlfas en hongos tul como el Aspergillus flavus (& ).

MULTIPOLARES

lbas mitusis con husos muLtipdlares pueden- deberse o al-
teraciones de los: centriolos o tal vez modificaciones . del apara.

rato; mitgtico producidos por sgentes que dafien las proteinas de -

¢ ‘microtibulos (507Y.

DISGREGACIONES

LHS'uisgregaciuneﬁ S0N dBSéPdEHES dgvlos cr0mD50m§5, ob
servéndose*eﬂ,kus que. migran a un solo polo, 6‘en-el total de -
los urdmnsqmas. En el primer caso, pmsihléMénfé.mdﬁ dafo en unp
de los centriolos, en Ins cinptocoros de los cromosomas que i -
gran al mismo lado, o en los microtibulos del cinetocoro en ese

exiremo.

Las disgregaciones totales, pueden deberse a altepracibn
de ambos centriolos, de todos los cinetocoros o tal vez altera-

cibn de todos los microtiObulos, produciendo alteraciones mdltd-
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ples vy por,ﬁ;tlmn, disgregacién de los cromosomas en metafase;.
xpf?glnada;qp;,lasﬁaite:aciqnts ya mcﬁcinnadag,,;mﬁid;eqﬁu-la
é"ééfﬁcﬁfﬁ‘dé ldéncfdmbénﬁﬁé;:ﬁs 1mp0rtah£éfseﬁalar que éste
Gltimo. tipo de disgregacidn se bbservé en 1os,cul§ivds! pero -
no se-tomd an cuenta ya fue . se lleva a cabovdenxfp-déwiafmeta—

fase y no en anafase.




MATERTAL

o Cempuestos Quimicos

Sulfadiacina,'Sulfameracid§ y Sulfatiazol de los labo-
ratpp@osﬁﬁan, México, D.F.. Etil Metano Sulrpnﬁtu (Sigma), Me-
diﬁf&?c:&é 5a modificado (Gihdb).“Tripsina g 0.2%, Filjandor dé
EafnPYg(mEtanolrécidn 301D Acetbfcéiﬁa al 2% g Hidréxido de -

Sodia al 10%.
h) Materisl Bioglhgico

Se utilizaron céluyles de la lirdea CHO (células de ova-

ric de Hamster ching Cri-etus griveus), ocnede por i Dr. Anto-

’hju'Uélézquéz del‘lnstituho'dé Inuestigatimnes Biomédicas. Esta

linea tiene una alta eflciencia de semnbrado, es de facil manipu-
lacibn, un. tiempo de genufauién corto (12 nhrs.), crecjmiéntu in-
definioo, estabilidod cromnstmica (Zn = 22 + =1), Fﬁcfl sincra -
nizacidn, tlere sctividad de Beglucoron dasa, mas no de enzimas -

microsnomales (7).
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METODO

Crecimiento de Células.

Las'téluléé-(Fibroblﬁs@us) se.cultivarnn en frascos Fal: .
cun T?SL manteniénd-se en greﬁimjento loqaritmicu;alimentandu
qué tercer diauy;suanltivanQD @ olro frasco cada veg{nqe.lle;
garon a conlfuencid, se incubaron @ 37°C en una atmbsfera homeda

cor 5% de C0,.

Fara cads experimento, se tr}psihi;aroﬁJlag células, pa-
ra mgspegarlas del frascg sewmbrando 250,000 células en 0.5 ml
e-mgdib Scﬁré un-cubrwdhjénﬁu de 20 » 20, praviﬁhente estérii
colocindolo subfﬁ_una caja ae Petri de 60 mm de didmetro. Se

dejgron reposar ladg células duramte 15 min. aproximadamente,

para permitirc gue ce pegaran al coubreobjetas.

Sodutiilidad de las Droges.

La sulucibn stock de las drogas se prepard agregando a
2.5 g de coda suwlfa, ? ml de agua destilada was 0.8 ml de una
solopcidn de NaOH al 10% pars disolverlas, campletando con agua

destilada hasta 10 ml y filtrando o traves de Millipore,
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Tratamiento

Cada sulfa se agnegé A la-células, tomando una alicuota
e 18 solucidn Schk, para tener las sigulentes mmncentracionﬂ;_
F.inéles:"l,t}ﬂ, 200, w00, 600, B84G, 1,000, 5,000, 10,{0;10‘_"“9/:;1)
cbmn;etgﬁdp eL~volQMenﬂpdn'meq1d;Hcﬁuys a 5 ml por €aja. Los
cylgivoé?cﬁhﬁfolés féﬁih&ér&n ﬂ.gd'ml'de medio mas D.QQ ml de -

‘NaOH al” 10% (que Fué la mixima concentracidn dads a las-éélulas.

tratadas). Se utilizd el etil metano sulfonatu como contrall posi

tivo con-el objeto de comparar los resultados producidos por.lus

sulfas, ‘con un- sgente que causa tanto dafce al ADN como al apara-

o mitdtico. Tanto los cultivos tratados como los controles, se
‘hicleron por duplicado. Uas concenlragiones de las sulFas?Fueth

elegidas can base en su maxima solubllidad y/o toxicidad.

Tiewph de Cxposicidn

La exposicidn de los ciélulaos 8 las soluciones ce sulfas
Fué di 24 horas, para  aseEQuUrsrse que estuvieran en coAtacto con
todns las fases del ciclo celular, ademds de asegurar un maximo

de mitosis posibles.

Colecta de Anafases

Cerco de las 24 horos de cultivo, se revisacron Jas cajas
)
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y en gl momento en gue se Dhswpué el mayor nimero de anafaéesi
las-célﬁlasfééﬂfijaruh con 2.ml de Carnoy sin retirar el medio: de
cultivo. Al cabo de 10 win se decantd el medio con el fijador, -
agregando- 5 .ml de fijodor dejéﬁdolmﬂfde 10-a 20 minu;os,aprox}Ma;
daménté.*ﬁe sgcaron. los cubrequetus de las cajas de petri y se
secgron al aire, semetieron en acetana, dgspués en Xilghq‘mnnténf

dose inmediatamente con permount sohre portuaobjetos.

Andlisis de Anafases

“

1) be leyeron 1,000 onafases por concentracion (500 por

minilla), eon cada experimento.

2) Se snalizaron las annfuses tomando en cuenta la dis-
tribudidn cromo~dmica normal, los puehtES. cromaosomag. retarda-
dos, cromosomas pegajoses, gquiasmas, wmitosis multipolares -

cromosomas disgregados.

3) Par- medir citotoxividad, se determindg el indice mifto-

ticao sobre 1,000 células.

4) Los resultados fupron evaluados utilizando el andlisis

de varianza .
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RESULTADDS

En la Fig. 1 se observa: (a) un BSpEctujgenéral del cul
tivnjfmnsﬁbahdu la;céhﬁ?ﬂad de matﬁrkalfreuuef@du para el® ana-
lisis dg.anéﬁﬁéés;-(h:é) las etapas de mitosis en chlulas cHa,
profase, metofase, anafase y telofase respectivamente (a un au-

mento maydr).

En las Figs. 2.y 3 se muestran los tipus de aberraciones s
que se presentan en las células en analase, cuyos posibles meca-

nismos se discutiernn anteriormente en vl andlisisc del sistema,

Fig. 2 (a) vista genernl del cultivo; (L) anafase normal;
(c-e).puentes; (f-h) cromgsomas retardados v por dltimo (i-k) cro

mousomas pegajoesns.

Fig. 3 (a-c) gulaswas; (d-f) husos multipolares y (g-i)
disgragaciones, donde (g-i) se muestran disgregaciones totales -
producidas por nditiples alteraciones y (h) disgregaclifén de un -

salo palu,

tnola Fig 4 se - wgestran Jos resultados de los efectos de
las tres sulfas (1) Sulfadiacing; () Sultameracing vy () Sulfa-

timzol, womparados con cdélulas conlyol no expuestdas y con célulng
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expuestos al EMS (etil metanu sulfonsto) como control positivo.
Los resul tados se'vaciaron en histogramas en donde en la absti-
58 Se expresan los dosis empleadas en molaridad y en la urdéna4

da el % de anafeses alierrgntes.

Laé:bar;as expresant puentes\TIIILd ;3 <. retardedosz/ ;

. MEQAInSOSETIELG 5 oulasmaspE i m. ndltipolares Geemss -

disgregouciores .

Como lo wmuestran ]us}histqgramug, el Sulfatiazol FESU%?@;;
ser la ﬁulfa-uuﬂimayufbincrémeﬁﬁm desberrzclones sroduce. Avdos:
‘$is.s}mfléfés'a Yaé“dwi;cahxrci pasitfvo no muestra sec thxicao -
ya querel ‘indice mitdtico no se vid alterado y sin embargo prng
‘o un-incremento del Upb]a-en cromosomas pegdjosos,: multipolares
yvdlsgregaciones,‘siendu aln mayar dicho incremengu en quiasmas
.pprn‘mwnur en‘puehtes‘y Cromosomas retardados. Las dosis mas al-
tas hasta 3.9 x 1073:M'nu Fueron téxicas ﬁomoblm muestra el indi-
ce.mitdtico (Tabla 1). 3in embarqo, a partir de esta Gltima dosis
se’ forma una gran cantidad de cfisgales, posiblemente por efecto
de,cuncantracién de la sulfa. Esta dosis incrementa notablemente
los husos wultipolares, hasta 16 veces con respecto al testiga vy
les disgregsciones 6.5 veces, las otras alteraciones también se
incrementan pero no tan drasticamente. £n la concentracion de -

D

1.9 x 10°° M, ya nu fFub paosible el anflisis, puesto gue todas lasg
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células se detuvieron en metafase, observando un efecto similar
al producido por colchicina, aqul el indice witdtlico se vid dis-
minuido. La dosis mayor produjo la muerte total de Yas células

mostrando unam graen toxicidad.

Por. efecto de Sulfndfﬁcina y Sﬁlfémuruclnm‘se ohserva un -
ligoro aumentib en las. alteraciones, de las cuoles solo: los
qrumosumég.pﬁqajuﬁqs,mulpipulabmg y dJsgfégaciph&s'eh Sulfadiaci
na tipnen un mayor jncrmmenﬂU:Q,en Sulfﬂmermciﬁﬁ ﬂﬁﬁﬁo 105 ¢fpmg“
somas’neggjwéos‘cumb log retardados, multipolares y’d@ﬁgr?gg@ﬁo—
ns@ sun;Lcﬁ_quq apargcen en mmymr_?vecuencia. ﬁh_umbms Suifas e
indidﬁ’mitﬁtiﬁm;tagx no e ultﬁ}u ni o la mufrulmgiw'gélular , sin.
embargo, 8l dgual gue:en 5u1fatiazm], las fres Olticas dosls pre-

sentan cristales en el medio.

En cada grafica, e muestra Jo accidn del [MSB que. se uso
coma control positivo para vﬂrifiﬁar el sistema. ﬁl-efecLD de es
te compuesto en relacion con el de los sulfas, se muestra en la
Fig: D en la gue los oheservamss comparativamente a ld misma con
centracion de L » 10'“ M, In easta graifica uhaervamas gque salo Sul
fetiazol tiene un ligero incrementn o guiasmas, multipolares y
disgregaciones no siendn ast en Sulfadioscina y Sulfameracina, tal

incremento aplicando el andlicis de varianza resultd significa -

tive, Sin embargu, rcowmparando con £M5, oboervamos gque @ste come
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Efecto genético producido por tres sulfas en el sis-
tema de anafases. En la abscisa se muestran

centraciones en molaridad y en la ordenada el % de.

aberraciones producidas. ) Sulfadiacina b) Sulfamera-

cina ¢) Sulfatiazol.

en divisi6n se encuentran detenidas en

** Todas las células muertas.
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Figura 5. Se observa comparativamente ¢l efecto del control, EMS y las

tres sulfas a la misma concentracidn.
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puesto produjo un ‘mayor. incremento en‘todaﬁ'las_alﬁeraciqnes sal’
voien los puentes de los cunlés seinbserva sdlo un aumenta lige-
ro. En - la'Tabla 1 se wmuestra la frecuencia espontinea de aberra-

cliopes en chlulas CHO comparandolas con £M5 can las tres-sulfas.
>ian ] , y sulfas.

Ademés se observa el % de células con dos o més aberracio-
nes y el indice mitdtico, en el control, von EMS5 y las tres sul-
fas. Nupvamente fhservamos qu@'éL}SuJFaLiazol es. la sqlf@ que -
pnbdﬁcbjun mayor parcentaje de uélulas poh 2 0 wmas aberraciaones,

aungue menor al EMS el gual lo eleva casl 9 veces..

En laFig. & obhservanos en (a3) una metafase normal y en-
(b y c) metafases alteradas. Eate tipo de metafases sg observan -

frecuentemente en 1pbs celtivos, sobre lodo en Sulfatiazol, aunoue

roose ctomaron enocuenta encel anflisis 2] igual que la cariaolisie
nbservgda en algunas células en los cultives de las tres sulfas

(Fig: 2-k).




TABLA 1., ANOMALIAS ANAFASICAS EN:CELUIAS DF HAMSTEH ‘CMING EXPUESTAS A°SULFADIACINA,

SULIAMERACIRA 'Y SULFATIAZOL.

LONCENTRACION

14 (] T

Chlulas muertas,

3 b & e f LY L A S INDICE
e K0 B M A L _E s 0__ N . niTe
WilAkipay, | MOPRALES PUENTES | CR. RETARDAIOS | CR. PEGAJOSOS | PSEUD) NITostS wuL | DIsceeaa | o - “:
QUIASHAS TIPOLARES ctowes | anom.
oy 86 - 4.7 5.6 0.6 LN vy o .6 6.9
an 107 s 1.5 8.0 1.9 5.4 v o .6 6.7
g Bxgott 83 a0 7.9 1.99 7.0 1.0 0.66 .8 0
RN 84 4.5 5.4 1.0 1.4 1.7 0.7 $.3
524 IO-J‘._ 82 a6 5.9 0.98 5.9 2.3 0,7 5.0
9302 x w0 v6.7 1,2 11,0 0,79 1.6 3.2 1.6 5.3
CER ST 07,4 sie 4.7 1,93 18 12 1 5.1
&w e 0. 5.7 14.9 1,76 3.9 20 09, 3.0
4 x 107 60.4 5.4 0.0 1.4 5.0 1.1 8 2.2 5.0
w7 00,3 u.6 6.9 1.2 i.8 1.4 0 .4 5.0
1.60% m-“-_ 19.40 a1 5.4 1.6 ALt 4.4 a,6 N 6y
5w e 4.4 8.1 4.3 E 6.1 3.4 0.6 34 5.1
Qs x 8.6 s 8.8 1.3 1 " 0.3 1.4 5.2
"‘,‘:! '3 *."‘."‘): 0.0 5.6 1.4 2.1 1y 13 0.4 2.4 5.4
RER TN 0.5 bt 15,6 A 4.9 3.8 v.8 V.2 5.4
A0 10? 6.0 1.7 15.8 1.9 5.8 w2 .y .6 5.0
v 1072 63,9 6.1 19.0 2.4 5 8 4.8 [ 1.e 5.0
IR TIR Tt 70.2 8.7 6.7 o4 6.4 3.4 1 A
7.0 1078 7.6 H.9 7.5 0.3 8.9 1.6 1.2 1.4
b x wd m.sﬂ 8.0 5 1.8 P 6.8 1.4 3.0
8 2iained 57,0 8,0 S 1.4 1o 4.4 2.9 5.2
By oxw? .0 a3 4.0 1.6 6.9 6.0 .8 w2
& 5 aae? 2.0 4.0 uoo 3.0 oy 1.9 .0 6.2
] (I Y }()-2»" ‘ + ‘ . . . . . .
I X IU..'.‘ “ 44 4 I (X ¢ L hd M
JuME 0 S, i 19.0 2.2 9.0 L I Sl
* contral
¢ Control pumitivo etiimetano sulfonato 4 x IU" ™Moy,
* Tinian las células detenidas en metulase
't
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ANALISIS DE RESULTADES Vv CONCLUSGIONES

Los résul tadas aobtenidos en éste trabajo, resumidos gn:
la Figura &, indican claramente gue el Sulfatiazol fué el com-.
puesto- que presentd un mayar incremento en el porcentaje.de mi-

tosic multipolares vy disgregaciones, desde la concentracifn.d

) e o . ) . e
2.9.-x 10 ! M, siendo wdyor conforme se aumentaron las concentral
ke ; eyn SRR S

cionegs hasts llegar a 3.9 » 10 M, donde el incremento.es bas--
tante considerable. Este hecho y el encontrar las células en

divisidn detenidas en metafase en 1o siguiente concentracién

1.9 x ﬂﬁha,M;'sugﬂerg que diche sulfa est

.2

4 actuando fundamental-:

merte a nivel ‘di Ja polimerizacide de los micretdbulos que ‘inter

vienen en la formscitn del aparatn mitdtico, teniendo su efecto .

posiblemente sobre

a) los radicales SH libres de la tubulina
h) las proteinas asvciadas o los MIT
) los centros organlzadores de MT (COMT)

Yila tubulina, precipitindola en forma de cristales.

a) Feta hipbtesis se apoya en el hecho de guela tubulina
gqur es la proteina estructural de los microtdbulos, tiene gran -
cantidad dre SH libres gue se reguicren en la poimerizacidn, Esto

sp ha mostrado a través de pruyebas citoguimicas con naranja de -
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‘mercurio . que reacciona can los grupos sulfhidrilos, tiﬁghdu

int?héamenté los microtﬂhulms citmplésmigds; del aparato mitéiidow
los puehhesvtranSversalgs ce los mismns.(Sﬁ). Ademéé, 8 tra-

ves de pruebas con tubulina buxiﬁicgda,‘se myestran, un namero

de residuos de sulfHidvilos de 7.8 (52).

Se sabe también gue al bloguear estos grupos SH- coib -
Jdnrhibidores gsﬁetiridoszcummAmor Ejemnld,Qiigqumﬁercuriu.sg{.—
'Féﬁﬁ'dgrﬁgﬁﬁeﬁdry élqpﬁbs unpdﬁ;Vﬂhgnas-mitbﬁ;@pSy(SB)l sg im-
pidé'laﬁpolﬁmgriza;ién"d9 la tubulinauy=pqp in;tﬁhtnfla;bemaf—
cibn.de los MT, provocandose aberraciones tales comd las produy - |

cidag por sulfatiazol, menclenadas anteriorusnte.

h) Existen ciertas prutminas de altp ﬂEﬁG'mUléCUEBP (MAP),
etnbdntraﬁas en prgpurmchnmﬁ.de,Lﬁbulinm'Un varius Fugntes, nue
pebmanécen msdciadﬁs aan deépués»de varios ciclos de polimeriza-
cidn y despolimerizacidn (54); §1 son altersdas ésxas proteinas,

s evitas la polimeriracidn de lops MT,

Otra proteins imporiante en la polimericsacion, es la Cal-
moduling que reguls la concentracion de calocio, Al blogquenr su
accidn se elevit ¢l coertenidn de este 16n, allerango l& Formacibsn

de los MT,
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c) L1 efecto del sulfatiazol incluso, pudo llevarse ' a
cahu sobire los éenbros ucganizadﬁres de MT, evitando la rorma-
cibn. de parte 6 todos lus MT. Por ejempln, las disgregétipnes

g un solo pclu, pueden haber tenido su origen en aitéra:idngs
de los ciﬁetucbra;;,micrnﬁﬁhulos dé{_cinetncuru o} gl‘penbfinin
de un solo extremo, evitando asi la segregacifn dE la . mitad de.
lbs_crumosumas, sin alteyursgvapqrantgméntemlﬂ uﬁra mitad. En
gl caso de disgregacion Qoﬁal, ﬁéleayeqrUCturasfda‘émbds extre
mos puqiéron vETSEe afectadaﬁ, urigréhdnéé'mﬁlbiples alteracinjh

nes.,.

d) Existen dos alcaloides, a vinblastina y vincristi=

na. aislados de la plepta Eatharantus roseus, muy OGtiles en la-

quimioterapia ¢gel clncer. Uno de los efectos de éstos alcaloid