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EFECTO DEL DIMETIL SULF OXIDO (DMSO) SOBRE LAS CELULAS
MERISTEMATICAS DE LA RAIZ DE Vicia faba

RESUMEN

Se determind el efecto del DMSO sobre los cromosomas de las células
meristematicas de la rafz de Vicia faba, probandose diversas concentracio-
nes (0.10, 1,00, 5.00, 10.00, 20.00, 30.00 y 40.00 % v/v) de este disol-
vente. Los resultados indicaron que causa dafio a nivel genético, originando
alteraciones como son aberraciones cromosomicas, cromosomas con el
centrémero inactivado, isocromosomas y disturbios en el huso acromdtico,
que ‘se observaron en células en anafase. También se registré la presencia

de microntcleos en células en interfase y se observo su incidencia sobre el -
indice mltotlco



EFECTO DEL DIMETIL SULFOXIDO (DMSO)'SOBRE LAS CELULAS
MERISTEMATICAS DE LA RAIZ DE Vicia faba

INTRODUCCION

El sulféxido de dimetilo (DMSQO), es un compuesto quimico extraor-
dinario y controvertido. Fue sintetizado por primera vez en el afio de
1866 por Alexander Saylzeff. Actualmente se obtiene como un subpro-
ducto comin en la manufactura de la pulpa de papel e industrias rela-
cionadas (Leake, 1967), Comercialmente es extraido del petréleo y por
oxidacion del sulfuro de dimetilo (DMS) (Pearson et al., 1981). '

Existen informes limitados de su presencia en la naturaleza Ha sido

- encontrado en: aceite de hierbabuena (Canova, 1971), leche descremada
(Ferretti y Flanagan, 1972), cereales (Boyco et al., 1978), cebada'y malta -
(Anness et al., 1979, citados por Pearson et al., 1981) y apuas naturales
(Andreae, 1980a). La ocurrencia de éste en medios de crecimiento de fito-
planctén hace pensar que es un producto del metabolismo de las algas
(Andreae, 1980b). Es respo:isable de los aromas caracterfsticos de muchos’
alimentos (Self et al., 1963; Mi=rs, 1966; Tresst ef al., 1977)..

En Ia tabla 1 se muestra una revision de sus diferentes propledades
flSlCdS realizada por diversos autores.

Su molécula tiene una estrnuctura quimica piramidal, con atomos de
azufre, oxigeno y carbono en las esquinas. El enlace azufre-oxigeno es
completamente polar, de tal forma que su constante dieléctrica es elevada.
Esta polaridad y geometria permiten una considerable organizacion en el
estado liquido, en el que se encuentra asociado en cadenas por atraccidn
dipolar (Lindberg, 1961, citado por McGregor, 1967). :

Es una substancia acejtosa, incolora, con pH de 7 y peso moleculdr
de 78.1 (de la Torre et al, 1981). Su constante dieléctrica permite una
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ficil separacxén de cargas y por lo tanto es buen disolvente para gran varie-
dad de moléculas fonicas, polares y polarizables. Debido al atimento de la
densidad electronica en el dtomo de oxigeno y a su capac_xcjad estérica,
disuelve cationes en general (McGregor, 1967).

Lindberg (1961, citado en McGregor, 1967), ha estimado que el enla-
ce de hidrégeno entre el DMSO y el agua es 1 1/3 veces mds fuerte que el
que hay entre las moléculas del agua. La capacidad para competir efectiva-
mente por los grupos donadores de hidrogenos es un factor importante en
su accioén.

Presenta las reacciones tipicas de un sulféxido alifatico. Cede o gana
electrones cuando interactiia con agentes oxidantes o reductores poderc-
sos, respectivamente (McGregor, 1967).

El incremento de su uso en quimica orgdnica es, en gran medida, el
resultado de sus amplias propiedades como disolvente y su actividad qui-
mica tnica (Agami, 1965). Sus reacciones anilogas en sistemas bioldgicos
pueden jugar un papel importante en sus atributos medicinales (Jacob
etal., 1964).

Es un disolvente dipolar aprético, debido a su tendencia de aceptar,

‘mas que donar protones. El compiiesto puro estd altamente asociado y
posee una estructura ordenada. Su asociacidn es termoldbil entre 40° y
60 °C y en este aspecto es similar al agua, que presenta un cambio estruc-
tural a 37 °C (Rammler y Zaffaroni. 1967).

Esta substancia puede ser representada en la forma polarizada que se
esquematiza en la figura 1A, de esta manera, tanto el oxigeno como el
azufre tienen pares electrénicos libres. :

Las’ amplias propiedades como disolvente que lo caracterizan son el
resultado de su capacidad para producir solvatos por interacciones dipolo-
dipolo o asociaciones disolvente-soluto por enlaces hidrofébicos (Brown
et al., 1963). Es extremadamente higroscopico y miscible en agua en todas
las :_%:oporciones. Es probable que se establezca una asociacién 2:1 con el
agua (Cowie y Toporowski, 1961). La formacién del complejo hidratado
estd acompaiiada de una considerable.evolucion de calor, la posible estruc-
tura se presenta en la figura. 1B. Como se menciona anteriormente, se ha
sugerido que los enl'dces de hidrégeno que existen entre el agua y éste son
mas fuertes que los que hay entre las moleculas de agua (Cowie y Topo-
rowski, 1961).

Sus caracteristicas f1s1coqu1m1cas lo hacen un disolvente poco usual,
por lo cual es ampliamente utilizado en la industria (Pearson et al,, 1981).
Estd fdcultad junto con sus extraordinarias cuahdades de penetracxon han
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Hecho que sea empleado en la agricultura para ayudar al transporte de los
elementos nutritivos, asi como para el control de enfermedades en los ve-
getales (Leake, 1967; Smale et al., 1975).

El DMSO puede atravesar la barrera dérmica ripidamenteé en concen-
traciones altas, llevdndose a cabo esto con muy poco o ningun dafio tisular
permanente (Kligman, 1965a, 1965b; Perlman y Woife, 1966; Goldman
et al., 1967; Sulzberger et al., 1967).

Es razonable asumir que la visible e inofensiva permeabilidad a través
de una barrera proteica, cuya conformacién integral es dependiente de la
captura de agua, es el resultado de cambios configuracionales reversibles
de estas protefnas debidos a la sustitucién del agua por el dlsolvente
(Rammler y Zaffaroni, 1967).

Su efectividad como perturbante estructural estd relacionada no sbélo
con sus caracteristicas quimicas especiales sino: también con su tamafio.
Debido a su pequeiia dimension, puede penetrar regiones de las subunida-
des proteicas mis fdicilmente que otros disolventes (Rammler y Zaffaroni,
1967). Asi, parece ser extremadamente efectivo alterando la configura-
cion de las proteinas.

Este compuesto tiene dos propiedades bioldgicas muy importantes.
La primera. es su capacidad para proteger gran variedad de células de los
efectos perjudiciales de la congelacién, almacenamiento y descongelacion
a muy bajas temperaturas. La segunda concierne a la modificacién del
dafio inducido por los rayos-X en células vegetales y en una amplia diversi-
dad de sistemas biologicos, cuando estd presente antes y durante la expo-
sicion a la radiacién (Ashwood-Smith, 1967). )

Su accion protectora contra los efectos de la radiacién y en parte-la
de materiales bioldgicos almacenados en congelacion, pueden ser atribuidos
a su capacidad para captu.a. radicales libres pejudiciales asi como a su
habilidad para deshidratar a las células v reemplazar los enlaces de agua
(Roubal y Tappel. 1966; Singh et al., 1976). Otra propiedad quimica
.que puede ser utilizada mespemﬂcamente por la célula, es su disposicion
para ser oxidado (Fl‘l 2).

A partir del momento en que se descubre su aptitud para penetrar la
piel. se sugiere su uso clinico potencial (Leake, 1967) y se promueven in-
vestigaciones intensivas acerca de sus caracteristicas farmacolégicas (Jacob
y Rosembaum: 1967: Jacob y Herschler, 1975: Wood y Wood, 1975).

Su actividad biol6gica parece ser amplia y benigna. Simultineamente
con los estudios farmacologicos en modelos experimentales de laboratorio,
se han hecho evaluaciones de su eficacia terapéutica clinica, encontrindo-



6

sele un amplio espectro de atributos. En muchos aspectos el caso del DMSO
es tunico, ya qﬁe parece mitigar gran nimero de condiciones clinicas dife-
rentes, ademads de tener gran rango de propiedades farmacolégicas (Wood
y Wood, 1975), dentro. de las cuales se pueden citar su capacidad para pe-
netrar las membranas (Juel-Jensen et al., 1970; Ashton et al., 1971; Inglot
y Woyton, 1971; Levine et al., 1971; Robinson y Dover, 1972), su eficien-
cia antinflamatoria (Weissman et al., 1968; Gordog y Kovics 1968, 1969),
de vasodilatacion (Bonnareaux, 1971; Zetler y Langhof, 1971; Stewartet
al., 1972; de la Torre'et al., 1973), de bloqueo nervioso (Paul, 1966, 1967;
Penrod et al., 1967; Becker et al., 1969), de relajacidn muscular (Birk-
mayer et al., 1966), de inhibir a la colinesterasa (Sams et al., 1966), de
analgésico (Shealy, 1966), asi como la de ser un agente diurético (Forma-
nek y Suckert, 1966), y bacteriostdtico (Jacob et al., 1964; Seibert et al.,
1967; Kunze y Klein, 1971). .

Se le atribuyen cualidades fibrinoliticas, asi como el de ser diferen-
cialmente citotéxico (Jacob y Rosembaum, 1967). Se le considera 1atil en
el tratamiento de artritis reumatoide (Zuckner et al., 1967; Matsumoto,
"1967); escleroderma (Gries et al., 1967; Scherbel y McCormack, 1967;
Engel, 1972) y condiciones inflamatorias poco severas (Steinberg, 1967).
De igual manera puede ayudar en el transporte de esteroides a través de la
piel (Djan v Gunberg, 1967; Maibach y Feldman, 1967; Wood et al,
1967).

_ El DMSO es un compuesto quimico ampliamente cmpleado Se ha
probado en animales utilizando varios métodos y vias de administracion,
es asi que sus propiedades han sido y estin bien documentadas en el as-
pecto clinico ¥ farmacoldgico, al igual que sus caracteristicas para afectar -
importantes macromoléculas biolégicas, ademads de su accién crioprotec-
tora sobre una variedad de células y de sus efectos radioprotectores sobre
diferentes sistemas biolégicos (Jacob y Rosembaum, 1967; Leake, 1967;
Kaul, 1970; Mazar, 1972; Reuvers et al., 1973; Jacob y Herschler, 1975;
Singh et al., 1976; de 1a Torre et al., 1981).

Sin embargo, la investigacion sobre su p051b1e act1v1dad mutagénica
ha sido limitada (Singh et al., 1976; Kapp y Eventoff, 1980).

Respecto a su efecto mutagénico, existen contradicciones, ya que se
ha descrito como negativo en algunos sistemas de prueba y como capaz
de presentar, o de alterar dicha actividad en otros.

El DMSO ha sido considerado desde el punto de vista de su uso como
‘dlsolvente para agentes quimicos que son insolubles en agua y que van a
probarse para determmar su posible mutagemcldad El examen de compues— )
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tos orgidnicos modcradamente solubles para detectar su actividad mutagé-
nica in vitro cs frecuentemente llevada a cabo agregando el compuesto en
un disolvente orginico y posteriormente diluido con agua o amortiguador.
Estos disolventes son ¢n ocasiones toxicos en los sistemas empleados para
los andlisis y por ¢sta razén sélo unos cuantos han sido ampliamente usados.
Las substancias que han tenido gran aceptlacién como solubilizadores pre-
sentan en general baja toxicidad y usualimente no son mutagénicos. De he-
cho, muchos de cllos son empleados como testigos cuando se llevan a cabo
ensayos rutinarios de mutagenicidad. Es conocido que los disolventes orgi-
nicos afcctan la conformacidén de las membranas y proteinas (Abbondan-
dolo et al.,, 1980), siendo también posible que estén alterando las respues-
tas mutagénicas (Ashby y Styles, 1978; Herman et al., 1978, 1980; Abbon-
dandolo et al., 1980). .

En Schizosaccharomyces pombe, ¢l DMSO se describe como incapaz
de provocar duplicacidon de la frecuencia cspontdnea de mutaciones bajo
condiciones cxperimentales, presentando baja toxicidad en todas las dosis
probadas (0.50, 2, 5 vy 10% v/v) (Abbondandolo et al., 1980).

Su toxicidad sobre la viabilidad celular en Saccharomyces cerevisiae,
es examinada para 4 horas a temperatura ambiente en un rango de concen-
traciones del 5 al 30% (v/v). No se observa muerte apreciable a 10% y a
30% la sobrevivencia es del 50% , las levaduras permanecen en fase esta-
cionaria de crecimicnto (Singh et al,, 1976).

Sc ha descrito como mutagénicamente inactivo en la prueba de Sal-
monella con activacién metabdlica (McCann et al., 1975).

No induce altcraciones genéticas en larvas de Drosophila melanogaster
(Molict et al., 1974 Mollet, 1976). .

Los resultados mostrados por Mazar (1972), en un estudio sobre efec
tos radioprotectores a D. n:<’anogaster, indican que éste provee radiopro-
teccidn tanto u nivel del individuo como genético.

Sus cfectos han sido investigados en la prueba de Salmonella con acti-
vacion metabolica empleando 2-aminoantraceno, en que varias concentra-
ciones de DMSO son usadas para disolverlo y se obtienen diversas respuestas.
El incremento en la concentracion del disolvente puede reducir o aumentar
la manifestacion mutagénica cn las bacterias a este compuesto (Anderson
y McGregor, 1980). Como ha sido sugerido por Herman y colaboradores
(1978), los efectos pueden ser interpretados en términos de la reaccién en-
tre el compucesto mutagénico y el disolvente.

La actividad de la p-fenilenediamina en la prueba de Ames en Salmo-
nella, con :lc_tivaci(')n metabodlica, es marcadamente influida por el uso del
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DMSO como disolvente y por la edad de la solucién previa al tratamiento.

Soluciones acuosas de p-fenilenediamina no son mutagénicas, asi como

tampoco recien preparadas con DMSO sin embargo, éstas titimas al perma-

necer durante 4 horas a temperatura ambiente son altamente activas (Bur- -
nettetal., 1982).

Células de la cepa D, de Seccharomyces cerevisiae, recoIectadas de
cultivos en fase logaritmica de crecimiento sobre glucosa, son capaces de
metabolizar el DMSO a productos genéticamente activos en la misma célu-
la. Los resultados presentados por Callen y Philpot (1977) muestran que
éste puede ser activado a mutsdgeno. Es posible que el compuesto sea meta-
bolizado a dimetilsulfona (DMSO, ), un metabdlito que ha sido aislado en
plantas (Smale et al., 1975); sin embargo, no existe informacién disponi-
ble referente a la mutagenicidad de esta iltima (Callen y Philpot, 1977).

Inhibe la mutagenicidad de la N, N-dimetilnitrosamina, (DMN). Cuan-
do es utilizado como disolvente, el efecto mutagénico de la DMN no se
detecta y el de la dietilnitrosamina (DEN) se reduce. La via de accién para
producir este efecto es desconocida (Yahagi et al,, 1977). )

Su incidencia sobre las levaduras ha sido investigada por Yee y cola-
boradores (1972), determindndose que con la exposicién a concentracio-
nes cada vez mds elevadas se obtiene un decremento en la viabilidad celular
al rebasarse el 20% (v/v). Su inclusion en el medio de cultive da como re-
sultado la conversi6n de levaduras normales a deficientes respiratorias o

“petites”. Este efecto mulagénico requiere de crecimiento celular para su
expresion. El mecanismo de esta induccién esdesconocido, pero parece ser
que la mutacioén es de naturaleza citoplismica.

La adiciéon de 5% de DMSO a cultivos de Euglena gracilis en fase lo-
garitmica de crecimiento causa inhibicion inmediata de la divisioén celular
y de la motilidad sin bloquear completamente la divisién nuclear (Vannini
y Poli, 1983).

También provoca, en varios tipos celulares, impresionantes rearreglos
de las estructuras que contienen actina, como la desapariciéon de los micro-
filamentos del citoplasma y la formacion de haces de actina dentro del na-
cleo interfasico (Fukui y Katsumaru, 1980; Osborn y Weber, 1980 Sanger
et.al.,, 1980; Wehland et al., 1980).

Los efectos radioprotectores de! DMSO, tamblen han sido demostra-
dos en vegetales. Un pretratamiento con 10% (v/v), reduce la muerte de
las semilias, el dafio de las mismas, asf como las rupturas cromosdmicas en
Triticale (Kaul, 1970). Previamente a este informe se le habfa encontrado
capaz de reducir significativamente las aberraciones cromosomicas induci-
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das por la radiacidn en Viciu faba y su nivel de eficiencia es mucho mds
alto que el de muchos otros agentes radioprotectores en plantas (Kaul,
1969).

La mutagenicidad-del DMSO in vivo ha sido estudiada en ratas. Los
resultados indican que causa dafio cromosémico en las células de la médu-
la 6sea de estos organismos. El efecto es estadisticamente significativo atin
en conceniraciones bajas (1 % ). Hay una marcada elevacién en el daifio
citogenético cuando la concentracién se incremeénta del 50 al 100 % . La
razdn para este fenémeno no estd clara, es posible que los mecanismos de
reparacién genética de las células de mamifero sean capaces de cubrir sus
efectos a bajos niveles, pero son ineficientes en las concentraciones mds
altas del disolvente (Kapp y Eventoff, 1980).

También es significativo el nimero de células severamente dafiadas
que se observan en la concentracién mayor (100 % ). Parece que este alto
nivel altera drdsticamente la configuraciéon cromosdmica, causando pérdi-
da de la integridad del cromosoma (Kapp v Eventoff, 1980).-La investiga-
cion de las propiedades quimicas de la interaccion del DMSO/cromatina
en ADN aislado indica que lo desestabiliza, aiin en concentraciones de
menos del 10 % (Lapeyre y Bekhor, 1974).

Los efectos citogenéticos descritos en esta revision, c]drdmente indican
la necesidad de mayor investigacion sobre la acthldad genética de este
disolvente, Se han analizado varias concentraciones (1 , 10, 50y 100 %),
en células de médula osea de rata, para determinar aberraciones incluyendo
rupfuras cromosomicas y cromatidicas, intercambios, anillos, cromosomas
dicéntricos y células severamente dafiadas. Las rupturas cromosdmicas no
revelan diferencias entre los grupos tratados y el testigo, en tanio que las
cromatidicas estdn significativamente aumentadas sobre el testigo, excepto
en 10 % . La incidencia d. "1tercambios, anillos y cromosomas dicéntricos
es significativamente elevada cuando se compara con el testigo. Sélo en
100 % se encuentra un incremento significativo en la frecuencia de células
mads alteradas. Cuando los dafios anteriores son combinados, el porcentaje
tesu]tante de células aberrantes por animal en 1 % de DMSO fue de 10 %
y de 68.67 % de células anémalas en 100 % (Kapp y Eventoff, 1980).

Se considera que los datos obtenidos hasta ahora, son pocos y los que
existen son contradictorios. Por lo tanto, es importante utilizar mas siste-
mas de prueba para conocer con certeza el efecto que a nivel cromosémico
puede presentar el DMSO.

- Debido a que es dificil hacer experimentacién directa sobre el hom-
bre, se han creado otros sistemas de prueba, actualmente se conocen diver-
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sos de ellos que abarcan gran variedad de organismos tanto animales como
vegetales, los cuales han sido desarrollados para ser usados como indica-
dores del dafio citogenético inducido por agentes tanto quimicos como
fisicos, con el fin de obtener una visibn m4s completa del riesgp que impli-
can para el hombre (Environmental Mutagen Society, 1975).

Un sistema adecuado para evaluar el dafio citogenético, lo constituyen
las células meristemdticas de la raiz de Vicia faba, yva que pueden ser con-
sideradas como el tejido ideal para estudiarlo, puesto que son ficilmente
manegjables y existen gran niimero de células en division. Ademis las células
de las puntas de las raices son directamente expuestas a Ia substancia en .
cuestion y pueden ser estudiados los efectos de éoncent.raciones conocidas,
Por otra parte, este material combina la ventaja de que esta disponible
todo el afio y es poco costoso (Kihlman, 1971a, 1975).

Esta planta se ha utilizado ampliamente para detectar el dafio cromo-
sémico producido tanto por las radiaciones como por una amplia variedad
de mutagenos quimicos (Bell et al., 1976; Ma, 1982). El sistema ha sido
establecido sobre el principio de que los agentes solubles en agua pueden
ser ficilmente absorbidos dentro de los tejidos meristemdticos (Ma, 1982).

El complemento cromosdémico de V. faba consiste de 5 pares de cro-
mosomas de igual longitud con centrémeros subterminales (S-cromosomas),
Yy un par con cenirometros medios (M-cromosomas), su niimero cromoso-
mico diploide es de 12. Los cromosomas metacéntricos contienen una
constricciébn (nucleolar) secundaria que separa un gran satélite del resto
del cromosoma (Kihlman, 1971a, 1975).

En los exdmenes citogenéticos en V. faba, el sistema mitédtico de las
puntas de las raices es ampliamente usado y mejor validado cuando las
aberraciones son utilizadas como indicadores de mutagenicidad. Este tipo
de ensayo es eficiente en la seleccidon preliminar de los mutdgenos quimicos
ademds de confiable como indica la experiencia (Ma, 1982).

El promedio de la duracion del ciclo celular de la raiz principal de
V. faba, es de 19.3 horas a 19 °C y sus periodos presintético (G, ) de 4.9
horas, sintético (S) de 7.5 horas, postsintético (G, ) de 4.9 horas y la mito-
sis de 2 horas (Evans y Scott, 1964). ’

En el caso de estas células cuyo ciclo celular tiene una duracién entre
16 y 20 horas, se pueden distinguir dos tipos de efectos producidos por
diversos agentes. Uno de ellos es el obtenido de 0 a 8 horas despuésde 1 a
4 horas de exposiciébn al agente quimico y se conoce come efecto “‘no
retardado” (Kihlman, 1966), induciéndose alteraciones cromatidicas al
menos 3 horas después de iniciado el tratamiento y teniendo su maxima
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frecuencia entre las 4 y las 10 horas siguientes, en este caso, los agentes
provocan aberraciones en células que han completado su sintesis de ADN
(que se encuentran al final de S 6 en G;). Si las anomalias se presentan
entre las 8 y 48 horas después del tratamiento, se considera que hay un
efecto “‘retardado™ y presumiblemente actian en la fase G, del ciclo
celular, por lo que las frecuencias pico se manifiestan entre las 24 y las 48
horas siguientes (Kihlman, 1963, 1966). El retardo en la aparicién de las
aberraciones estd relacionado con el tiempo de ‘tratamiento y no como
resultado del alargamiento del ciclo celular (Kihlman, 1966).

Se han descrito dos tipos de agentes fisicos y quimicos que dafian a
los cromosomas produciendo aberraciones (Kihlman, 1963; Bender et al,,
-1974; Kihlman et al, 1978; Natarajan y Obe, 1978). En el primer grupo se
encuentran los agentes que al inducir lesiones en los cromosomas, en cual-
quiera de las etapas del ciclo celular, es necesaria la sintesis de ADN para
que dichas lesiones se transformen en aberraciones como resultado de -
errores en la replicacion (“mis-replication™) (Evans, 1966), por e¢llo se les
considera S-dependientes. Estas aberraciones son unicamente del tipo cro-
‘matidico. A este grupo pertenecen los agentes alquilantes y las radiaciones
ultravioleta (Bender et al., 1973). Las alteraciones producidas por estos
agentes son rompimientos de banda sencilla y daiio a las bases del ADN
(Kihlman. et al., 1978). En el segundo grupo se sitan los agentes cuyos
efectos no requieren de la sintesis de ADN para ser expresados como
aberraciones, es decir, que son S-independientes. Las alteraciones provo-
cadas son del tipo subcromatidico, cromatidico y cromos6mico. En este
caso los cambios que se causan dependen del estado del ciclo celular en el
que estdn las células que son u.ectadas. Las lesiones inducidas por estos
agentes se desarrollan produciendo alteraciones en los cromosomas como
resultado de errores en la reparaciéon (“*mis-repair’) (Evans, 1977), las cua-
les se originan al dafiarse las bases y por rompimientos de banda sencilla o
doble del ADN (Kihlman et al., 1978). En este grupo se incluyen lns
rayos-X, antibidticos como bleomicina y pleomicina asi como algunas
oxipurinas metiladas (Kihlman, 1977).

Debido a la importancia del DMSO como agente terapéutico, asi como
disolvente, en conjuncidon con exdmenes in vivo € in vitro, se pretende
establecer la curva de concentracion-efecto de éste, en la induccion de
alteraciones cromosodmicas en las células del meristemo de la raiz principal
de Vicia faba, asi como su accion en la division celular, con el propésito
de evaluar su posible actividad mutagénica.



MATERIALES Y METODOS

- Las semillas de Vicia faba variedad minor, se lavaron en agua corrien-
te durante 2 horas. Posteriormente fueron imbibidas en agua de l1a llave
durante 24 horas con el propdsito de acelerar la germinacién. En segnida
se pusieron a germinar entre dos capas de algod6n humedecido a 20 °C en
la oscuridad.

Cuando aparecié la radicula, la testa fue removida y al medir la raiz
principal de 3 a 4 cm, previamente a los tratamientos, se eliminé la cofia,
para evitar que este tejido obstaculizara la observacion de las células meris-
tematicas.

Se prepararon. solumones frescas de DMSO con las siguientes concen-
traciones: 0.10, 1, 5, 10, 20, 30 vy 40 % (v/v), en un volumen de 100 mil
cada una.

Las diversas soluciones se colocaron en cristalizadores que se cubrieron
con papel aluminio, el cual fue perforado previamente para introducir las
raices de las plintulas por estos orificios, de tal manera que quedarcn en
contacto con el Iiquido.

El tiempo de tratamiento fue de 4 horas con 2, 18 y 44, de recupera-
cion. Una vez transcurrido el lapso de exposicion, las raices de las plantulas
fueron lavadas-y se dejaron en la recuperacion, la cual se llevé a cabo en
un bafio de agua corriente con aereacion y temperatura constantes (206C),
en la obscuridad durante los tiempos ya estipulados,

Se formaron varios grupos, cada uno de ellos con 15 plintulas, para
ser sometidos a las diferentes concentraciones de DMSO de las cuales
correspondieron S para cada tiempo de recuperacmn B
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Los lotes testigos, uno por cada tiempo de recuperacion se mantuvie-
ron bajo las mismas condiciones de tratamiento con la excepcxon de que
las rafces se sumergieron en agua destilada. .

Transcurridos los tiempos de recuperacidn, las raices se. sacaron del
bafio y lavaron con agua corriente.

Se cortaron 2 mm de la punta de la raiz y fueron colocados en porta-

~ objetos excavados con unas gotas de HC1 5N, para hidrolizarlas, durante
10 min. Posteriormente se retiré el dcido y se agregaron unas gotas de ace-
torceina* y se dejaron ahi durante 20 min.

A continuacién las puntas de las raices se trasladaron a portaobjetos
planos que contenian unas gotas de dcido acético al 45 % . Ripidamente
se colocod un cubreobjetos y se hizo presién con la goma de un ldpiz para
que se levara a cabo el aplastamiento del tejido en monocapa (**squash™)
y se metieron al congelador.

Para hacer las preparaciones permanentes se utilizé la técnica de
Conger y Fairchild (1953), acomodidndolas sobre hielo seco hasta que estu-
vieron completamente congeladas. Posteriormente se desprendi6 el cubre-
objetos con un bisturi y se deshidrataron con dos cambios ripidos de
butanol absoluto, se secé el exceso de alcohol y se montaron en bdlsamo
de Canadd (Gomez-Arroyo, 1980).

Las preparaciones fueron reetiquetadas antes del andlisis para evitar
prejuicios del observador.

La identificacion de las alteraciones cromosdémicas se realizé en ana-
fase, registrando fragmentos sencillos y dobles, puentes cromatidicos y
cromosomicos, al igual que cromosomas con el centréomero inactivado ¢
isocromosomas. Al azar se-analizaron 1000 células en interfase para deter-
minar la incidencia de micronicleos, asi como el indice mit6tico (IM), que
se obituvo de la manera siguiente. :

NUMERO DE CELULAS EN DIVISION
NUMERO TOTAL DE CELULAS

IM=

* Para su preparacién se usaron 3 g de orcema sintética y 100 ml de deido aeetjco ‘al 70 %,
los cuales se mezclaron y calentaron a reflujo durante 2 horas, se dejaron enfriary se filtraron
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El anallsls estadistico se hizo mediante la prueba de d1ferenc1a de
-propotciones (Spiegel, 1970) cuya férmula es:_ -

donde:

N,
P,
P,
o (1 —P;)
Z

p

q

N| P] + N2 P3
N, + N,

p:

' 1 1
o(p, —py) = \/;.q K "X )
. 1 2

. P - P
o (»;y — P3)

total de células analizadas en el testigo
total de células analizadas en cada concentracién
indice mit6tico del iestigor expresado como porcentaje

indice mitotico en cada concentracion expresado como
porcentajc

. :
desviacion estandar de los indices mitdticos
valor critico

probabilidad de encontrar célulds en mitosis

probabilidad de encontrar células en interfase

Se reahzé un experimento y su repeticion para cada una de las siete
concentraciones probadas



RESULTADOS

El efecto producido por el DMSO en los cromosomas de las células
meristeméticas de la rafz principal de Vicia faba, se evalua mediante el
andlisis de las alteraciones que se presentan en células en anafase después
de 4 horas de tratamiento con 2, 18 y 44 horas de recuperacién.

Se registran aberraciones tales como fragmentos senciilos y dobles,
puentes sencillos y dobles. También se encuentran alteraciones tales como
cromosomas con el centrémero inactivado e isocromosomas, asi como
anafases multipolares. En células en interfase se detectan microndcleos.
En general se observa una alteracion por anafase, pero en ocasiones hay
mas de una. . _

Las tablas II a VIII, muestran las frecuencias de las alteraciones pro-
ducidas por el disolvente con las diferentes concentraciones y distintos
tiempos de recuperacidén. D¢ forma general se observa que sélo las aberra-
ciones presentan una respuesta consistente con las concentraciones usadas,
no asi los demas parametros registrados.

Las alteraciones cromatidicas (fragmentos sencillos y puentes senci-
lios), aparecen en todas las concentraciones y tiempos de recuperaciéon
(Tablas 11 a VIII). ‘

Las aberraciones cromosdmicas (fragmentos dobles y puentes dobles),
se registran después de 22 y 48 horas de iniciado el tratamiento, en fre-
cuencias bajas respecto a las cromatidicas, pero no en todas las concentra-
ciones (Tablas TII a VII). A partir de las 22 horas surgenen 10,20y 30% -
(Tablas V a VII) y en 48 horasen 1, 5, 10, 20y 30 % (Tabias IIf a VII).
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Los cromosomas con el centromero inactivado se advierten en la
mayoria de las concentraciones y tiempos de recuperacidn, en tanto que
los isocromosomas lo hacen con menos frecuencia (Tablas IT a VIII).

Las anafases multipolares se manifiestan en todas las concentracio-
nes, excepto en 5 % (Tabla IV) y en la mayoria de los tiempos de recu-
peracion. Para las 6 horas en 1, 10,30y 40 % (TablasIII, V, VII y VIID),
a las 22 horas en 0.10, 10, 30y 40 % (TablasIl, V, VII y VIII), para 48
horas después de iniciado el tratamiento a partir-de 10 % hasta la concen-
tracidn mads alta (Tablas V a VIII).

Las microntcleos se evidencian en todos los tiempos de recuperacion
y en todas las concentraciones (Tablas II a VIII).

Las tablas IX, X y XI incluyen las frecuencias de las a]teracmnes
obtenidas con las diferentes concentraciones para 2, 18 y 44 horas de
recuperacion respectivamente. La tabla XII v la figura 5, resumen los pro-
medios de todos los tiempos de recuperacién para cada concentracién. En
estas tablas se observa, en general, que en las concentraciones de 0.10 y
1% se incrementa el nimero de anafases y después disminuye al ele-
varse la concentracién hasta 20 % , evidencidndose un aumento en 30 y
40% . Para anafases anormales y -aberraciones totales (Figs. 3, 4 y 5), as{
como alteraciones del tipo cromatidico (fragmentos sencillos mds puentes
sencillos) (Fig. 6), se determina que su frecuencia se eleva al aumentar la
dosis alcanzando su mdaximo valor en 20 %, disminuyendo en 30y 40 %.
Para anomalias cromosomicas (fragmentos dobles mds puentes dobles)
(Fig. 6) se nota el mismo comportamiento aunque sus frecuencias son mds
bajas, respecto a las cromatidicas.

Para ¢l caso de cromosoimas con centromero inactivado, isocromoso-
mas, anafases multipolares v micromicleos no se encuentra una relacién
entre su incidencia y las diferentes concentraciones usadas.

La figura 3 compara las frecuencias de anafases anormales mducxdas
en los tres diferentes tiempos de recuperacién, lo mismo para la incidencia
de aberraciones totales, se representa en la figura 4,

En la f'gura 6 se comparan los porcentajes de aberraciones cromati-
dicas y cromosémicas.

El indice mitotico es otro criterio que se evaliia para determinar el
dano produc1d0 por el DMSO a diversas concentraciones. Los valores obte-
nidos se muestran en la tabla XIll y en 1a figura 7, observindose incremento
en _las dos concentaciones mds bajas para posteriormente disminuir, hasta
20% . En 30y 40 % se obtiene aumento respecto al valor minimo que
se alcanza.
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Por medio de la prueba de diferencia de proporciones (Spiegel, 1970),
se observa que en 1% hay efecto estimulante, en 20 y 30% se nota inhibi-
cién mientras que en las demds concentraciones los valores.no presentan
diferencias significativas cuando se comparan con el testigo (Tabla XIII).



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Para prevenir el riesgo y determinar el potencial mutagénico de un
compuesto, se recomienda utilizar sistemas bioldgicos de prueba cuyos
resultados se obtengan a corto plazo, sean de manejo sencillo y repetibles,
aporten datos ficiles de interpretar y que ademds sean confiables (Dab-
ney, 1981).

Las plantas superiores se han usado ampliamente en el estudio de
los efectos genéticos de gran variedad de mutdgenos, tanto quimicos como
fisicos, estos agentes son herramientas valiosas para el proceso y la induc-
cién de mutaciones (Nilan et al, 1963; De Serres, 1978). Los ensayos en
las rajces principales de Vicia faba para la detecciéon de aberraciones
cromosémicas de productos quimicos ambientales son un sistema bien
reconocido (Grant et al., 1981; Ma, 1982; Gomez-Arroyo y Castillo-
Ruiz, 1985). '

Para estudiar las consecuencias de estos agentes a nivel citogenético,
generalmente se observan los cromosomas en las etapas de la divisién celu-
lar correspondientes a la metafase y/o anafase, es decir, cuando se encuen-
tran mds contraidos e identificables (Conger, 1965; Kihlman, 1975; Savage,
1975). En este trabajo se decidié hacer los registros en células en anafase
porque es posible analizar, ademds de aberraciones como son puentes y
fragmentos acéntricos (Kihlman, 1975) otro tipo de alteraciones, los cro- -
mosomas con el centrémero inactivado y los isocromosomas, que se pro-
ducen al afectarse la regiéon centromérica (Ramanna y Natarajan, 1966;
Tomkins y Grant, 1972; Nicoloff y Gecheff, 1976; Gémez-Arroyo y Villa-
lobos-Pietrini, 1983), en cuyo caso los cromosomas quedan fuera de la
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cinética normal de la.anafase, ya que no se integran a los nicleos hijos y
pueden dar como resultado aneuploidias (Gémez-Arroyo,” 1980). Asf
también pueden observarse las anafases multipolares que se.forman por
disturbios en el huso mito6tico (Gémez-Arroyo et al., 1986) Tanto los
fragmentos acéntricos (Read, 1959), como los cromosomas con centrémero
inactivado e isocromosomas (Schmid, 1973), pueden examinarse en inter-
fase como micron{icleos, es asi que el andlisis de éstos provee un método
sencillo para detectar la presencia de dafio cromosémico (Read, 1959;
Heddle, 1973; Schmid, 1973; Von Ledebur y Schmid, 1973).

La aplicacidén de los distintos tiempos de recuperacion se hizo con el
propdsito de establecer la sensibilidad de las diferentes etapas del ciclo
celular y determinar el comportamiento que tiene el DMSO con respecto
a la aparicidn de las aberraciones en cuanto a efecto “retardado’ o “no
retardado” y si es S-dependiente o S-independiente (G6mez-Arroyo, 1980).

El amplio uso del DMSO como un disolvente y su demanda por ios
efectos terapéuticos que presenta han creado una gran necesidad de tener
la comprensién de su mecanismo de accidon y confiabilidad (Richmond,
1982), Con el presente estudio se ha pretendido ampliar la informacién
sobre su efecto a nivel citogenético. :

Las observaciones realizadas sugieren que efectivamente interrumpe
la integridad de la estructura cromosémica en Vicia faba.

Aunque la induccién de aberraciones cromosémicas en células euca-
riontes por radiaciones ionizantes y por agentes quimicos, ha sido amplia-
mente estudiada por muchos afios, no ha surgido ninguna teoria general
satisfactoria sobre el origen de éstas (Revell, 1955, 1958, 1963; Wolff,
1961; Evans, 1962; Kihiman, 1966; Bender et al., 1974).

Gran cantidad de agentes quimicos se han mencionado por su capa-
cidad para provocar aberraciones cromosémicas (Fishbein et al., 1970),
pero han existido frecuentemente conflictos y contradicciones en repor-
tes publicados sobre los efectos de diversos compuestos, sin poderse expli-
car hasta ahora el mecanismo mediante el cual causan las alteraciones
cromosdmicas. No obstante, en su revision sobre el tema, Kihlman (1966)
€s capaz de distinguir varias clases de agentes quimicos productores de
aberraciones, de acuerdo a los efectos que éstos inducen con relacién a la
posicién de las células en el ciclo celular al momento de ser expuestas y al
tiempo seguido del tratamiento en que las alteraciones comienzan a apare-
cer, como se ha descrito en la introduccion.

Las aberraciones cromatidicas son inducidas durante S y G, (Kihl-
man, 1966; Bostock y Summer, 1978; Kihlman et al., 1978) y de acuerdo
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con Kihliman (1963, 1966), los agentes con efecto ‘‘no retardado”, son ca-
paces de produ'cirlas en las dos primeras horas de iniciado el tratamiento y
las de tipo cromosémico pueden presentarse entre las catorce y dieciocho
horas de recuperacién. En este trabajo la incidencia de alteraciones croma-
tidicas y cromosémicas corresponderian alas 6 y 22 horas posteriores a la
exposiciéon respectivamente. Observindose en la primera mitosis después
del tratamiento el dafio producido en G, y en la segunda el inducido en
SyG,.

Con base en los puntos anteriores y debido a que el DMSO induce
aberraciones de tipo cromatidico se puede considerar, a priori, dentro del
grupo de los agentes S-dependientes. Aunque se registran aberraciones de
tipo cromosdOmico sus frecuencias son bajas respecto a las cromatidicas
(Tabla XII y Fig. 6), las cuales posiblemente en algunos casos sean espon-
tdneas e incluso errores en la interpretacién de las observaciones, habién-
dose registrado como fragmentos y puentes dobles lo que en realidad son
dos fragmentos o dos puentes sencillos.

De acuerdo con esto, Kapp vy Eventoff (1980), encuentran como re-
sultado del tratamiento de las células de la médula dsea enlarata, con varias
concentraciones de DMSO, que sélo las aberraciones cromatidicas son sig-
nificativamente elevadas sobre el grupo testigo, en todos los lotes experi-
mentales, mientras que por otro lado, la incidencia de rupturas cromosoé-
micas no muestra incremento significativo.-

Sin embargo, en el modelo experimental usado en esta investigacion,
el hecho de que las aberraciones se presenten a las seis horas de iniciado el
tratamiento implica que el DMSO es un agente cuyo efecto es “no retarda-
do”, ya que estd expresando el dafio provocado en G,, lo cual sugiere un
comportamiento S-independiente de acuerdo al criterio de Kihlman (1977)
y Kihlman et al. (1978).

Las opiniones sobre la naturaleza de una aberracidn cromosdémica
producida por la acciéu de varios agentes quimicos y fisicos, estin divi-
didas (Kaul y Kak, 1973). Taylor et al., (1962) y Kihlman (1962), pro-
ponen que las alteraciones producidas en los cromosomas son debidas a
lesiones inducidas en las moléculas de ADN, por otra parte, Wolff (1960,
1961b), asi como Bell y Wolff (1964), plantean que las rupturas cromo-
sOémicas son debidas a un efecto sobre el componente proteinico de éstos
mads que sobre el ADN mismo. '

El comportamiento de una substancia que interactiia directamente
con el ADN algunas veces depende, pero no siempre, del periodo de sin-
tesis de ADN. Sin embargo, la existencia de otros factores que provocan
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accibén indirecta en la ruptura cromosémica, hacen extremadamente difi-
cil determinar el origen de las aberraciones observadas y puede Hevar a
errores en la clasificacion del agente utilizado.

Es evidente que el DMSO estd presentando un cambio a mvel citoge-
nético en Vicia faba, no obstante, 1a naturaleza de su efecto no queda muy
clara, por lo que es importante analizar algunos de los posibles mecanismos
de accidén de esta molécula.

El disolvente tiene la habilidad de penetrar facilmente los tejidos vivos,
probablemente debido a su naturaleza relativamente polar, su capacidad
para aceptar enlaces de hidrégeno y sus caracteristicas estructurales (Szmant,
1975). Estas propiedades redundan en su efectividad para asociarse y alte-
rar la configuraciéon de moléculas bioldgicas de gran importancia (Barner,
1965, citado en Rammler y Zaffaroni, 1967), como: agua, proteinas, car-
bohldratos substamcms fonicas y ac1dos nucleicos entre otros constitu-
yentes.

De gran importancia, para comprender las posibles funciones de este
compuesto en los sistemas bioldgicos, en su aptitud para reemplazar o cap-
turar algunas de las moléculas de agua asociadas con los componentes celu-
lares, o su habilidad para afectar la estructura de ésta (Szmant, 1975).

El principal componente quimico de la célula es el agua (Webb, 1965).
La forma primitiva de los biopolimeros tales como proternas, polisacaridos
y 4cidos nucleicos, estd rodeada por moléculas de agua ordenadamente
colocadas, la cubierta hidratada. Su estructura natural depende en parte de
estos enlaces de agua, en adicién a interacciones hidrofdbicas, enlaces de
hidrégeno 'y otras fuerzas estabilizadoras (Joly, 1965). La sustitucién o
" pérdida de la cubierta hidratada, o jaula de agua, de estas substancias se es-
pera que altere su configuracion.

Ya que la hidratacién de los contituyentes celulares y la act1v1dad del
agua en general no son necesariamente las mismas en los diferentes estados
de ésta, resulta que el DMSO puede ejercer un efecto indirecto sobre los
sistemas biol6gicos en virtud de los cambios que provoca. Entre las conse-
-cuencias mds importantes de esta accién se pueden mencionar alteraciones
en la conformacién y asociaciones de proteinas o de dcidos nucleicos
(Szmant, 1975).

Estudios de subunidades proteicas han sugerldo que su asociacién es
frecuentemente establecida no solo por puentes de hidrégeno y uniones
hidroféobicas, sino también por enlaces de agua y por puentes de agua entre
los grupos donadores y aceptores de protones sobre la superficie de las pro-
ternas (Lewin, 1967a; 1967b; Henderson et al., 1970; Henderson v Hen-
deron; 1975). .
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El DMSO forma’ fuertes enlaces de hidrogeno con grupos donadores

de protones de los biopolimeros, como lo hace el agua (Rammler y Zaf-

faroni, 1967), es asi que sus efectos se deben, en parte, a la €éonstitucion

" 'de estructuras hidratadas en las que las uniones de hidrogend, entre éste

y el agua u otros grupos donadores de protones, son més poderosas que

los puentes de hidrogeno con las mxsmas moléculas de agua ‘(Henderson
1975).

Este disolvente afecta en primera instancia los enlaces hidrofilicos y
en altas concentraciones también actiia sobre los hidrofébicos en las pro-
teinas (Henderson y Henderson, 1975). Herskovits (1962), ha descrito que
los disolventes metilados como el DMSO, parecen ser desnaturalizantes de
biopolimeros mucho més efectivos que otros agentes de accion similar no
substituidos, aparentemente debido a la actividad de los grupos metilo en
la ruptura de uniones hidrofébicas.

De esta manera, muchos de sus efectos sobre las subunidades protei- -
cas son implicables por dos propiedades: su afinidad por los grupos dona-
dores de protones y la presencia de grupos hidrofébicos asi como hidro-
filicos en su molécula (Henderson y Henderson, 1975).

Es asi que tal vez el DMSO esté alterando en forma directa la molécu-
la de ADN o la configuracién y en consecuencia la funcidén, de proter-
nas ‘que posiblemente estén implicadas en la replicacién de la molécula
del ADN y de esta manera provoque las aberraciones encontiradas en el
presente trabajo.

Varios investigadores han establecido que las enzimas no responden
en una forma predecible cuando se encuentran en soluciones con DMSO
(Chang y Simon, 1968; Kaul, 1970; Wood y Wood, 1975). Hay enzimas
a las que parece no afectarles las altas concentraciones de este disolvente,
otras incrementan su activi< id catalftica y un tercer tipo de éstas son in-
hibidas en soluciones con bajas concentraciones. Posiblemente estos estu-
dios reflejan cambios d¢ pH, modificaciones en la conformacion de las
proteinas o, en ¢l caso de la inhibicion, la actividad catalitica est4 relacio-
nada con cambios quimicos en los grupos funcionales de éstas (Rammler,
1967; Rammler y Zaffaroni, 1967; Friedman, 1968; Rammler, 1971).

El compuesto parece ser extremadamente efectivo alterando la confi-
guracion de las proternas, pero este cambio es aparentemente reéversible
" después de removerlo (Rammler y Zaffaroni, 1967). Este proceso puede
ser concebido como una difusién o transporte activo de la mayor cantidad
del disolvente de los tejidos y una remocién competltlvay gradual del DMSO,
unido, a las proteinas, por el agua celular,
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Se ha descrito que esta recuperacion ocurre siempre y cuando la con-
centracién vy la temperatura sean menores de 20% y 25 °C, respectivamen-
te. Niveles elevados de este compuesto o altas temperaturas: se han corre-
lacionado con la pérdida irreversible de la actividad enzima4itica, pudiendo
ser esto considerado como una ‘“‘desnaturalizacién” de las proteinas (Hen- -
derson v Henderson, 1975). .

Concentraciones altas de DMSO o el incremento en el tiempo de ex-
posicién evitan la sintesis de proternas y glicoprotefnas (Nilsson, 1980;
Richmond, 1982). Se ha visto que cantidades superiores al 10% tienen un
marcado efecto sobre la capacidad de sintesis de péptidos en células de la
médula Gsea del ratén in vitro (Ashwood-Smith, 1967), suprimiendo la re-
plicacién del ADN y la formacidén de lipidos en algunos casos.

Muchos inhibidores de la duplicacién del ADN, de proteinas asi como
también de la fosforilacién oxidante, incrementan la frecuencia de aberra-
ciones (Natarajan, 1976). Estos han sido ampliamente revisados por Kihl-
man (1966, 1971b). Varios compuestos que impiden la formacién de pre-
cursores para la sintesis de ADN, producen aberraciones principalmente
en las fases S v G, . Los mecanismos por los cuales éstos inducen las alte-
raciones han sido interpretados como debidos a interrupciones en: a) la.
replicacién del ADN (efecto perturbador en S); b) la formaci6n de un tipo
especial de ADN, p.e. secuencias terminales (efecto en G, ); c) los meca-
nismos de reparacidén que ocurren normalmente en el ciclo celular (Kihl-
man, 1971b). » :

Las anomairfas cromatidicas o cromosdmicas son conocidas como una
consecuencia de la exposicion de células a rayos-X, radiacién ultravioleta, in- -
fecciones de virus y gran variedad de compuestos quimicos (Harris, 1964).
Estas han sido generalme~’: aceptadas como el resultado de un ataque di-
recto de los agentes fisicos y quimicos sobre el material cromosémico,
probablemente el ADN, no obstante, existe la posibilidad de que las rup-
‘turas de las cromdtidas se provoquen por accidén enzimdtica, originada de
la activacién de enzimas hidroliticas liberadas de la propia célula.

La expresidon de la accion enzimdtica de los lisosomas se presenta
acompafiada generalmente por la liberacidn de las moléculas cataliticas
de estos organelos (Berthet et al.,, 1951; de Duve et al,, 1955; de Duve
et al., 1962; Misch y Misch, 1975). En particular, parece factible que la
desoxu“nbonucleasa (DNasa) y otras enzimas liberadas, pueden ser capaces
de penetrar al micleo y producir alteraciones estructura]es en los cromo-
somas (Allison y Paton 1965).
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El compuesto empleado en este trabajo ha sido considerado como un
agente que ficilmente atraviesa lasmembranas celulares (Jacobet al., 1971;
Pluenneke y Burson, 1973; Szmant, 1975; Vanninj y Poli, 1983) y varios
tipos de tejidos vegetales (Garren, 1967; Leonard, 1967). Tomando en
cuenta las propiedades que como disolvente presenta, particularmente res-
- pecto a lipidos y sus efectos sobre las caracteristicas fisicas de las protefnas
(Gries et al., 1967), es razonable sugerir que durante una exposicién pro-
longada, ocurre dafio en las membranas (Pluenneke y Burson, 1973).

Concentraciones elevadas de DMSO y/o tiempos largos de exposicion
incrementan la fragilidad de las células en Tetrahymena sp. (Richmond,
1982) y alteran las superficxes membranosas (Nilsson, 1980; Richmond,
1982).

Vannini y Poli (1983) en Euglena gracilis, después de una hora de tra-
tamiento en una solucién con 10% de DMSO, encuentran que casiel 60% de
los organismos presentan depresiones, lo que para ellos son signos inequi-
vocos de lisis. Este hecho apoya la liberacién de la DNasa por rompimien-
to de los lisosomas, conduciendo de esta manera a cambios conformacio-
nales en los cromosomas. La DNasa liberada de estos organelos puede rom-
per al mismo tiempo la doble cadena del ADN, que es el esqueleto de la
cromatina interfdsica desespiralizada (Bernardi y Sadron, 1964).

Su efecto sobre las membranas de estos organelos ha sido estudiado
_ (Misch y Misch, 1967, 1968; Gander y Moppert, 1969; Misch y Misch, 1969;

Lee, 1971; Misch y Misch, 1973). Misch y Misch (1975) obtienen una acti-
vidad mdxima de la fosfatasa dcida con lisosomas incubados en la presen-
cia del disolvente en amortiguador de fosfatos, observando la liberacién de
la enzima al sobrenadante. De igual manera puede ocurrir con la DNasa
que al ser liberada al citoplasma puede entrar al micleo, actuar sobre su con-
tenido (Allison y Paton 1965) y asx “provocar las alteraciones que se obtie-
nen en el presente estudio.

Se considera que el posible daiio causado a este nivel se debe, mads
que a la concentracién, al tiempo de tratamiento, ya que hasta en las dosis
mas bajas (0.10% ), hay mcremento en las alteraciones cromatidicas resp-
pecto al testigo. .

Esto no significa que 1a Ginica manera en que las cromdtidas son rotas,

~sea por un ataque enzimético, sino que lasinteracciones directas de la subs-
tancia con el ADN o su interferencia con los procesos de reparacién, pue-
den ocurrir de igual manera (Allison y Paton, 1965). No obstante, la acti-
vacion enzimatica puede representar una via de accién que contribuye al
dafio cromosémico inducido por radlacmnes y agentes quimicos.
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En el caso_del DMSO, esta opcidn puede ayudar a esclarecer su posi-
ble mecanismo de accién. Como se menciona anteriormente,-de acuerdo
con el tipo de alteraciones inducidas, se le puede considerar como un agen-
te de tipo S-dependiente, aquéllos que producen tinicamente “aberraciones
‘cromatidicas no importando la etapa del ciclo celular en que estin las
células al momento de la exposicion (Bender et al., 1974; Kihlman et al.,
1978; Natarajan y Obe, 1978). Pero la aparicién de las aberraciones para
este tipo de agentes es de efecto “retardado” (Kihlman et al., 1978) y el
registro de una respuesta a las 6 horas después de iniciado el tratamiento,
como ocurre en el presente estudio, expresa el dafio provocado en G,, que
no debe presentarse. Posiblemente esta respuesta sea una consecuencia
indirecta sobre el material genético por activacién enzimdtica de los lisoso-
mas, como se acaba de describir y no a un comportamiento, que de acuer-
do con el criterio de Kihlman (1977) y Kihiman et al., (1978), seria del
tipo S-independiente.

Callen y Philpot (1977), plantean la posibilidad de que el DMSO sea
" metabolizado por los sistemas biolégicos como ocurre con Saccharomyces
cerevisiaze y que sus metabolitos puedan presentar una actividad mu-
tagénica.

Ha sido demostrado que el DMSO puede ser reducido a sulfuro de
dimetilo (DMS) por bacterias bajo condiciones anaerdbicas especiales
(Ando et al., 1957 citado por Rammlery Zaffaroni, 1967). En el hombre y
animales (Distefano y Borgstedt, 1964; Gerhardz et al., 1965; Denko et al.,
1967; Gerhardz y Gibian, 1)67; Hucker et al, 1967; Kolb et al., 1967;
Wood, 1971), asi como en plantas (Smale et al., 1975), la dimetilsulfona
(DMSO; ) y el DMS, han sido identificados como metabolitos. :

) Su metabolismo en brotes de papa es acompafiado de una simple
reduccién u oxiddciéon, con la formacién de DMS y DMSO, como los
metabdlitos principales. Sin embargo, una gran proporcion de éste perma-
nece inalterada. En esta planta la reacciéon predominante es de naturaleza
reductora (Dimalla y Van Staden, 1980). En animales el mecanismo opues-
to ha sido descrito (Wood, 1971).

El esquema metabodlico hipotético presentddo en la figura 2, es ttil,
ya que indica, en forma general, las principales reacciones que pueden rea-
lizarse en _el metabolismo completo del DMSO a sulfato. Se observa que las
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reacciones bioquimicas dominantes son de naturaleza oxidante o reducto-
ra. El esquema indica que puedc presentarse una desmetilacién, pero esto
probablemente no ocurre debido a que los grupos metilo se -eliminan por
oxidacion (Rammier y Zaffaroni, 1967).

Cuando se suministra '* C-DMSO a Aerobacter aerogenes y se deter-
mina la distribucién de la redioactividad, se observa que casi el 80% de
ésta es detectada como didxido de carbono (CO,; ) y 6% como DMS, indi-
cando que la .principal via metabdlica es oxidante. Una pequefia propor-
cién de la radioactividad es retenida por las células, la mayor parte de ésta
puede ser removida con :dcido tricloroacético caliente, lo cual sugicre su in-
corporacion en los dcidos nucleicos (Schneider 1957), unido a las purinas
o. probablemente. como grupos metilo al ARN. La pérdida de la radioacti-
vidad después de una hidrélisis con hidroxido de potasio sugiere que el
carbono derivado del DMSO es incorporado en el icido ribonucleico
(Rammler y Zaffaroni. 1967). .

Con base en lo anterior, la posibilidad de que el DMSO sirva como
donador de grupos metilo no debe ser exciuida., aunque lo haga en una
prbporcién muy baja. Es asf que éste tiene la facultad para actuar como
agente alquilante en cuanto a la producciéon de aberraciones, cuyos efec-
tos son del tipo ‘“‘retardado™ y S-dependiente (Bender et al., 1974: Kihl-
man et al., 1978 Natarajan y Obe, 1978).

Dichos agentes se caracterizan por su incapacidad para producir
daiio cromosOémico después de que se ha completado la sintesis de ADN
¢ histonas. lo que indica que actian sobre los precursores cromosémicos
mads que sobre los cromosomas en si (Revell, 1952),

Por otra parte. no existe informacion disponible. referente a la muta-
genicidad de los principales metabélitos del DMSO (Callen y Philpot.
1977). )

El centromero también es afectado por el disolvente. Esta accion es
detectada desde las primeras horas de recuperacion y se traduce en una
inactivacion del mismo (Tomkins y Grant. 1972). dando origen a los cro-
mosomas con el centrémero inactivado (Gémez-Arroyo y Villalobos-
Pietrini. 1983) o provoca su divisién anormal en sentido transversal, en
vez de longitudinal y forma los isocromosomas (Ramanna y Natarajan,
1966 Nicoloff y Gecheff. 1976), en ambos casos los cromosomas afecta-
dos quedan fuera de la cinética normal de la anafuse. ya que no se integran
alosnucleoshijosy pueden dar como resultado micronucleos y aneuploidias
(Ramanna y Natarajan, 1966: Gémez-Arroyo, 1980; Gémez-Arroyo et al.,
1986). " : :
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Se han considerado otros posibles mecanismos por los cuales los cro-
mosomas pueden quedar fuera de la cinética de la anafase. Barthelmess
(1957), atribuye este fendmeno a que en la prometafase, durante la mito-
sis, hay un impedimento del movimiento de éstos hacia la placa ecuatorial,
debido a la adhesiéon de los centromeros de uno o mds cromosomas a la
membrana nuclear o a la capa externa del plasma. Por otro lado, Schmid
(1973, 1975), asi como Matter y Grauwieler (1974), sefialan que el dafio
parcial o los disturbios en el huso mit6ético pueden dar como resultado
cromosomas con el centrémero inactivado.

En este trabajo los isocromosomas y los cromosomas con centromero
inactivado, no muestran dependencia con las diferentes concentracxones
usadas.

Ademads del dafio cromosdmico inducido por el DMSQ, y del produ
cido en el centromero, se observan disturbios en el huso acromatico. Esta
estructura estd formada por fibras de dos tipos: cromosémicas, que estin
unidas a los centrémeros y continuas que corren de uno a otro polo de la
célula (Bajer, 1961), constituidas por microtubulos, que son el resultado
de la poliinerizacién lineal de las moléculas de tubulina, unidas mediante
enlaces —S-S— (disulfuro). Los microtiibulos estin agrupados paralela-
mente entre s{ por puentes de hidrégeno (Brachet, 1975). Ademas de las
proteinas, otros de sus constituyentes son los pohsacarldos los lipidos y
el ARN (Mazia, 1961).

~ La alteracién en la formacion y el funcionamiento del huso pueden
traer como consecuencia la produccién de anafases multipolares, integran-
dose mads de los dos grupos normales de cromosomas, que en telofase se
presentan como nicleos separados, los cuales pueden ser divididos por pa-
redes celulares individuales, formdndose células con nimeros cromosé-
micos menores de 2n (Baiza, 1980; Gémez-Arroyo, 1980).

- Uno de los hallazgos relevantes en un estudio sobre el efecto del
DMSO en Euglena gracilis (Vannini y Poli, 1983), se refiere a la induccion
de anormalidades en la distribucion del material genético. Esta alteracion
no se atribuye a defectos en los microtiibulos del huso debido a que un
arreglo caracteristico de estas estructuras, se establece dentro de los ni-
cleos que experimentan mitosis. Por otra parte, determinan que el disol-
vente no afecta las estructuras que intervienen en la constriccién nuclear
y ¢l término de la mitosis. .

- La explicacion del origen de niicleos con una masa de cromatma redu-
cida puede ser el hecho de que algunas proteinas nucleares contractiles,
sensibles al DMSO, pueden estar involucradas en actividades tales como la
replicacién de los genes y el control de la estructura cromatinica (Le
Stougeron et al., 1975; Fukui y Katsumaru, 1980; Sanger et al., 1980).
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En el presente estudio, al igual que con los efectos sobre el centromero,
las alteraciones en el huso mitoético no tienen una clara dependencia con
las concentraciones, siendo este daiio el que, en forma general, presenta las
frecuencias mas bajas de incidencia (Tabla XII y Fig. 5).

Otro criterio para estimar €l dafio genético provocado tanto por agen-
tes fisicos como quimicos (Evanset al,, 1959;Heddle, 1973;Schmid, 1973;
Von Ledebur y Schmid, 1973; Matter y Grauwiler, 1974), es la prueba de
micronucleos, los cuales son la manifestacion en interfase de los fragmen-
tos acéntricos (Read, 1959) y de los cromosomas con daifios en la regién
centromérica (Ramannay Natarajan, 1966; Tomkinsy Grant, 1972; Schmid,
1973 Nicoloff y Gecheff, 1976).

Generalmente la mayor contribucion en la formacién de mlcronucleos
depende de las aberraciones. Los fragmentos acéntricos producidos como
resultado de tratamientos con agentes capaces de producir rompimientos
en las cromdtidas. no son transportados por el huso a los polos durante
la anafase (Schmid, 1975) y generalemente no se incorporan a los nucleos

" hijos 'quedando en el citopiasma formando estas alteraciones (Revell,
1953).

Otro elemento que interviene en la produccién de micronicleos, son
cromosomas completos que se han quedado fuera de la cinética normat
de la anafase debido a disturbios en el huso mitético (Schmid, 1973, 1975;
Matter v Grauwiler, 1974).

En el caso del DMSO, aunque no se nota relacién entre la produc-
cidn de micronticleos y las diversas concentraciones usadas (Tabla XII .y
Fig. 5), es posible usarlos como sensores, para determinar, de una manera
ripida, si un compuesto induce dafio cromosomico al menos en Vicia faba
(Baiza, 1980: Goémez-Arroyo, 1980).

El indice mitdtico puede ser un criterio de evaluaciéon del daito fisio-
légico que provocan los diversos agentes, Se ha demostrado que tanto las
radiaciones (Davidson, 1959, 1960; Evans et al.,, 1959: Haber y Foard,
1964: Burholt y Van’t Hof, 1972), como las substancias (Kihlman, 1966;
Bruchovsky, 1967: Kovacs y Van’t Hof, 1971; Webster, 1973 Mc G111 et
al., 1974), producen inhibicién de la divisién celular.

Estos agentes pueden influir principalmente en ciertas fases del ciclo
celular, como evitar la entrada de las células en la mitosis, la formacién
del huso funcional y la citocinesis (Kihlman, 1966), suprimiendo la divi-
sion de la célula, del ndcleo, de los cromosomas (cuando actian en G, &
S), asi como la separacién de las cromatidas (actian en G_z'), pero no ne-
cesariamente la replicacion cromosomica (Kihlman, 1966).
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Generalmente el estado afectado de la célula es la interfase y en
ocasiones la profase temprana, cuando esto sucede es posible una rever- '
si6n de las células a la interfase (D’Amato, 1949).

Edmunds (1964), ha demostrado que si se impide la sintesis de ADN
no hay division celular. Dentro de los agentes que afectan 'al ADN 'y su
metabolismo se encuentran los inhibidores de la sintesis y de los precur-
sores del ADN y aquéllos que modifican su estructura (Kihlman, 1966).

La inhibicién de la formacion (Mueller, i969) y funcién del huso
mitético impiden las divisiones celulares (Kihlman, 1966; George et al.,
1970) y nucleares (Kihlman, 1966). - :

Por otra parte, se ha demostrado que la supresiéon de los procesos
necesarios para que se lleven a cabo tanto el ciclo celular como la sinte-
sis de ARN y de protefnas, reprimen la proliferacién de las células (Don-
nelly y-Sisken, 1967; Mueller, 1969; Webster y Van’t Hof, 1970).

Los inhibidores de la resplracmn vy de la fosforilacién oxidante evi-
tdn Ia mitosis, tanto en células de plantas (Amoore, 1961) como de ani-
males (Epel, 1963). Otra causa de la disminucién de la frecuencia de di-
visiones celulares, es la produccién de aberraciones, ya que éstas pueden

causar la muerte de las células (Davidson, 1959, 1960; Wuu y Grant, 1966,
1967:; George et al., 1970).

En este modelo expenmentdl se observa que el DMSO afecta el (ndi-
ce mltotxco El nimero de anafases observadas-en las diferentes concentra-
ciones varfa en Ja forma ya descrita (Tabld XID), al aplicar la prueba esta-
-distica correspondiente, se encuentran diferencias SlgﬂlflCdtl\'aS En la
concentraciéon de 1% se detecta efecto estimulante y en 20 y 30% hay
inhibicién, pero en 40% no se observa (Tabla XIII y Fig. 7).

“Con una concentracién e 5% ., en un periodo de 48 horas de trata-
miento, se suprime la proliferaciéon celular y las células de Eugleniz gracilis
son 2 & 3 veces mas grandes de lo normal (Vannini y Poli, 1983), pero 12
horas después de removerlo éstas recuperan su tasa de division celular. -

Resultados similares se obtienen con células de Dictyostelium sp.,
encontraindose que el DMSO inhibe en forma reversible la reproduccidon
celular (Fukui, 1980). : :

Probablemente si se observa umcamente el ntimero de anafases, [as
diferencias notadas se deben, en el caso-de las dos concentraciones més
bajas (0.10y 1%), a un efecto estimulante y a una inhibicién en las con-
centraciones superiores (de 5 a 40%), pero que se désvanecieron como
consecuencia de los tiempos de recuperacion dados.
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Queda claro en este estudio que el DMSO tiene la capacidad de al-
terar la estructura cromosoémica en Vicia faba, aunque su macamsmo de
accién no estd completamente definido.

Existen algunas cuestiones de sus efectos como dependientes de la
concentraciébn y proponen que, posiblemente, provoque diferentes res-
puestas a diversas concentraciones (Richmond, 1982).

Parece ser que el DMSO puede tener miltiples sitios de accidén y
efectos en la misma célula (Richmond, 1982), de tal manera que los re-

sultados aqui obtenidos probablemente sean la suma de su accién dlrecta
e indirecta sobre el material cromosoémico.

Este trabajo sugiere la necesidad de tener precauciones tanto en su
eleccion por las propiedades unicas que como disolvente presenta, como
por sus controvertidas aplicaciones terapeuticas (Leake, 1967; Jacob et
al., 1970).

El DMSO penetra rapldamente en la piel y ha sido capaz de trans-
potar compuestos disueltos en éste (Stouhgton y Fritsch, 1964, Chan-
drasekaren et al., 1977). Lo que puede ser un problema para las personas
que manejan este compuesto, como ya se mencioné en la introduccion,
- éste ha sido empleado para llevar a cabo ensayos sobre el potencial muta-
génico (Abbondandolo et al., 1980) de compuestos insolubles en agua,
asi como el potencial carcinogénico de otros (Schwope et al., 1981).

En caso de que su empleo sea indispensable para llevar a cabo deter-
minadas pruebas, es recomendable usar las concentraciones mds bajas po-
sibles, con el propésito de minimizar sus efectos irreversibles sobre los
sistemas biolégicos, y con las precauciones debidas.
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TABLA I
PROPIEDADES FISICAS DEL DMSO-

' PROPIEDAD

PUNTO DE CONGELACION, °C
PUNTO DE EBULLICION A 1 ATM, °C
‘DENSIDAD, g/ml A 25°C
CONSTANTE DIELECTRICA, 25°C, 8 mc
MOMENTO DIPOLAR, D A 20°C :

> Hovermale y Sears, 1956.
"° Schlifer y Schaffernicht, 1960.
* Lindberg, 1961 (citado por McGregor. 1967).

VALOR

18.56
189.00
1 1.0958.
46.7
43
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TABLA 11

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 0.10 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES
TIEMPOS DE RECUPERACION

Tiemp6 . Total de Anafases Aberra- Fragmentos Puentes* Cromosomas  Iso-  Anafases " Micro-
de Recu- Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centr6- cromo- Multipo- nd-
peracidon ‘Totales Hos Dobles llos Dobles meroInac- somas lares cleos**
: tivado
(HORAS) %o % % % % % % % % Yo
2 844 0.00 0.20 0.15 0,00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.25
18 1753 2.35 2.45 0.70 0.00 1.75 0.00 0.40 0.00° 0.20 0.05

44 1879 0.53 0.17 0.15 0.00 0.17 0.00 0.26 0.00 0.05 0.05

* con y sin fragmentos
** se analizaron 2000 células en interfase para cada caso

(4%



TABLA III

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
i INDUCIDAS POR 1 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES

TIEMPOS DE RECUPERACION

‘Tiempo Total de Anafases Aberra- Fragmentos Puentes*
de Recu- Anafases Anormales ciones Senci- Senci-
peraciéon ~ Torales llos Dobles llos Dobles
(HORAS) % ) % % % % %
2 1532 1.71 2.03 0.02° 0.00 2.77 0.00
18 2635 ° 2.30 1.92 0.63 0.00 1.29 0.00
44 1265 341 312 074 059 1.04 0.74

* con y sin fragmentos
** se analizaron 2000 células en interfase para cada caso

Cromosomas
con Centro-
mero Inac-
tivado

%

0.00

0.00

Iso-

Cromo-

somas

Anafases
Multipo-

lares

%

0.05

0.00

0.00

Micro-

P
nu-
cleos**

%o

0.70
0.85

0.35

€S



TABLA 1V

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 5 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES
~TIEMPOS DE RECUPERACION

Tiempo Totalde Anafases Aoerra- Fragmentos Puentes* Cromosomas  Iso-  Anafases

Micro-
de Recu- Anafases Anormales  ciones Senci- Senci- con Centrd- cromo- Multipo- ni-
peracién Totales llos Dobles llos Dobles mero Inac- somas lares cleos**

tivado
(HORAS) % % o % % % % %o % %
2 1029 6.97 9.01 1,20 0.00 7.82 0.00 1.50 0.00 0.00 1.20
18 1120 1.86 0.93 0.47 0.00 0.46 0.00 0.94 0.00 0.00 0.25
44 1858 1.73 -0.64 0.29 0.00 0.23 0.12 1.44 0.00 0.00 0.23

* con y sin fragmentos
** se analizaron 2000 células en interfase para cada caso

123



TABLA V

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EM LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 10 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES
TIEMPOS DE RECUPERACION

Tiempo  Total de Anafases Abérra-

Fragmentos Puentes* Cromosomas  Iso- Anafases  Micro-
de: Re:’:u- Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centrd- cromo- Multipo- nd-
perdcion . Totales llos Dobles llos Dobles mero Inac- somas lares cleos** .

: tivado

(HORAS) % ' % %o %o Yo % % % % %
2 665 6.78 7.77 0.84 0,00 6.99 0.00 0.00 0.39 0.10 0.50

18 469 10.02 10,06 3.72 0.39 4.99 091 Q.13 0.13 1.65 0.55
44 1028 4.87 4,16 196 031 122 122 - 0.51 0.31 - 0.10 0.50

* con y sin fragmentos .
** se analizaron 2000 células en interfase para cada caso

S



TABLA VI

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—-TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 20 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES
TIEMPOS DE RECUPERACION

Tiempo  Total de Anafases Aberra- Fragmentos

Puentes* Cromosomas  Iso- Anafases  Micro-
de Re:cu- Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centrd- cromo- Multip(;— ni-
peracioén Totales llos Dobles llos Dobles meroInac-  somas lares cleos®*

tivado
(HORAS) % % Y% % % % % % % %
2 456 23.73 39.18 1.60 0.00 37.58 0.00 1.48 0.00 0.00 0.55
18 613 14.02 14.48 0.50 0.00 11.43 2.50 3.22 0.00 0.00 1.30
44 - 385 32.75 36.91 488 0.00 24.01 8.10 1.45 0.00 0.55 0.60

* con y sin fragmentos
** se analizaron 2000 células en interfase para cada caso

95



TABLA VII

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 30 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES

TIEMPOS DE RECUPERACION

Tiempo  Total de Anafases Abe; ra- Fragmentos Puentes* Cromosomas
de Recu- Anafases Anormales cioi.cs Senci- Senci- con Centro-
peracion Totales Hos Daobles llos Dobles’ mero Inac-

tivado
(HORAS) % % %o 9 % % %
2 854 8.06 12.14 4.18 0.00 8.12 0.00 0.0¢
18 376 11.51 11.45 0.57 1.10 9.03 0.74 0.60
a4 305 8.99 9.19 1.45 0.00 5.19 2.55 0.00

* con y sin fragmentos
** ge gnalizaron 2000 células en interfase para cada caso

iso-  Anafases
cromo- Multipo-
somas lares

% 73
0.00 0.20
0.37 0.30
0.85 0.15

Micro-
mi-
cleos®*

o

1.3C

0.75

0.45

LS



TABLA VIII

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 40 % DE DMSO DURANTE 4 HORAS Y DIFERENTES
TIEMPOS DE RECUPERACION

Tiempo Total de Anafases Aherra- Fragmentos Puentes* Cromosomas Iso-  Anafases Micro-
de Re‘cu- Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centrdé- cromo- Multipo- na-
peracidn Totales llos Dobles llos Dobles mero Inac- somas lares cleos**

tivado
(HORAS) % % % % % % % % % %
2 796 5.05 6.47 1.15 0.00 5.27 0.00 1.60 0.00. 0.20 1.35
18 658 4.67 4,15 0.00 0.00 4,50 0.00 2.24 0.00 0.40 0.55
44 567 5.83 6.39 0.99 0.00 5.85 0.00 0.40 0.33 0.45 0.55

* con y sin fragmentos
*# e analizaron 2000 células en interfase para cada caso

8¢



TABLA IX

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS CON VARIAS CONCENTRACIONES DE DMSO DURANTE 4 HORAS
) DE TRATAMIENTO Y 2 DE RECUPERACION

Concen: Total de.  Anafases Aberra- Fragmentos Puentes Cromosomas Iso- Anaf:’ases Micgo-

tracibn  Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centréd- cromo- Multipo- mi-
Totales llos Dobles llos Dobles mero Inac- somas lares cleos

tivado

% % % % % % % % % % %
0.10- 844. 0.00 - 0.20 0.15 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.25
1.00 1532 1.71 2.03 0.02 0.00 2.77 .00 0.00 0.02 0.05 0.70

5.00 - 1029 6.97 9.01 1.20 0.00 7.82 0.00 1.50 0.00 0.00 .1.20 -

10.00 665 6.78 7.77 0.84 0.00 6.99 0.00 0.00 0.39 0.10 - 0.50°
20.00 456 23.73 39.18 1.60 0.00 37.58 0.00 1.48 0.00 '0.00 0.55
30.00 854 8.06 12.14 4,18 0.00 8.12 0.00 0.00 0.00 0.20 1.30

40.00 796 5.05 6.47 1.15 0.00 5.27 0.00 1.66 © 0.00 0.20 1.35

65
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TABLA X

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS CON VARIAS CONCENTRACIONES DE DMSO DURANTE 4 HORAS
DE TRATAMIENTO Y 18 DE RECUPERACION

Concen- Totalde Anafases Al rra- Fragmentos Puentes Cromosomas Iso- Anafases - Micro-

tracibn Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centr6- cromo- Multipo- ni-
: ' Totales llos Dobles llos Dobles mero Inac- somas, lares cleos

tivado

% % % % % % % % % % %
0.10 1753 2.35 2.45 0.70 0.00 1.75 0.00 0.04 0.00 020 ~ 0.05
1,00 2635 2,30 . 1.92 0.63 0.00 1.29 0.00 0.00 0.76 0.00 0.85
5.00 1120 1.86 0.93 0.47 0.00 0.46 0.00 094 0.00 0.00 0.25
10.00 469 10.02 10.06 3.72 0.39 4.99 0.91 0.12° - 013 - 1.65. 0.55
20.00 613 14,02 14.48 0,50 0.00 1143 2.50 3.22 0.00 0.00 1.30
30.00 376 11.51 11.45 0.57 1.10 9.03 0.74 0.60 0.37 0.30 Q.78

40.00 658 4,67 4.15 0.00 0.00 4.50 0.00 2.24 0.00 0.40 0.55



TABLA X1

FRECUENCIA DE ALTERACIONES (—TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS CON VARIAS CONCENTRACIONES DE DMSO DURANTE 4 HORAS
) DE TRATAMIENTO Y 44 DE RECUPERACION

Concen- Totalde Anafases Aberra- Fragmentos Puentes Cromosomas Iso- Anafases Micro-
tracion  Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centrd- cromo- Multipo- ni-
- Totales Hos Dobles llos Dobles mero Inac- somas lares cleos
tivado )

% ) % % % T % % % % % ) %
0.10 1879 0.53 0.17 0.15 0.00 0.17 0.00 0.26 0.00 0.05 0.05
1.00 1265 ) 3.41 3.12 0.74 0.59 1.04 0.74 0.15 0.15 0.00 0.35
5.00 1858 1.73 0.64 0.29 0.00 0.23 0.12 1.44 0.00 0.00 0.23

10.00 1028 4.87 4,16 1.96 0.31 1.22 1.22 0.51 0.31 0.10 0.50
20.00 385 32,75 36.91 488 000 2401 8.02 1.45 0.00 0.55 . .. 060 -
30.00 305 3.99 9.19 145 0.00 5.19 2.55 0.00 0.85 0.15 0.45
40.00 - 567 5.83 6.39 0.99 0.00 5.85 0.00 0.40 0.33 0.45 0.55

19



TABLA Xl

29

FRECUENCIA PROMEDIO DE ALTERACIONES (-TESTIGO) EN LOS CROMOSOMAS DE Vicia faba
INDUCIDAS POR 4 HORAS DE TRATAMIENTO CON DIVERSAS CONCENTRACIONES
DE DMSO Y VARIOS TIEMPOS DE RECUPERACION

Concen- Totalde Anafases Abe-ra- Fragmentos Puentes Cromosomas Iso- Anafases Micro-
tracibn  Anafases Anormales ciones Senci- Senci- con Centr6- cromo- Multipo- ni-
: Totales - llos Dobles llos Dobles mero Inac-  somas lares cleos
: tivado
% % % % %o % % % . % % %
0.10 4476 0.96 . 094 . 033 0.00 0.66 0.00 0.22 0.00 0.08 0.12
‘ 1.00 5432 2.47 2.36 046 0.20 1.70 0.25 0.05 0.31 0.02 0.63
5.00 4007 3.52 3.53 0.65 0.00 2.84 0.04 1.29 0.00 0.00 0.56
10.00 2162 7.22 7.33 2.17 0.23 4.40 0.71 0.21 0.28 0.62 0.52
20.00 1454 23.50 ‘ 30.19 233 0.00 24.34 3.51 2.05 0.00 0.18 0.82
30.00 1535 9.52 10.93 2.07 0.37 7.45  1.10 0.20 0.41 0.22 0.83

40.00 2021 5.18 5.67 0.71 0.00 5.21 0.00 1.41 0.11 0.35 0.82



TABLA XIIl

4 INDICES MITOTICOS OBTENIDOS CON DIVERSAS
CONCENTRACIONES DE DMSO EN LAS CELULAS

MERISTEMATICAS DE LA RAIZ DE Vicie faba

CONCENTRACION %

0.00
0.10
1.00
5.06
10.00
20.00
30.00 -
40.00

©z (0.05)==* 1.645

-+ .* Efecto estimulante. A

- ** Efecto inhibidor
‘NS No significativo

M

5.60
5.90
6.93
5.46
4.63
3.66

4.36

5.00

VALOR DE Z

0.41
1.74
0.19
1.39
2.92
- 1.80
0.85

63

NS
NS
NS

*
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