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RESUMEN 

Se procesaron cultivos de linfocitos humanos según la técni~ 

ca de AI'akaki y colaboradores (1963). Se incubaron por 71 hrs. 45 mi­

nutos a 37°C., al cabo de las cuales se adicionó cumarina con el obje­

to de probar su efecto clastogénico, dejándose actuar por 15 minutos,­

completándose de esta manera las 72 hrs. de incubación. 

Los resultados obtenidos indican que la cumarina, que es la 

benzopirona (anhídrido orto hidroxi cumárico), actúa como mitostático­

y como inductor de aberraciones cromosómicas sobr;e linfocitos humanos­

in vitro. 

Las aberraciones cpomosómicas inducidas por esta sustancia -

se manifiestan principalmente ·como rompimientos y aberturas; enten- -

diéndose por éstos la discontinuidad morfológica que involucr~ tanto a 

los ácidos mucléicos como a las proteínas de cada cromátida; siendo en 
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el ~rimer caso total y en el segundo parcial, 

Dichas aberraciones fueron más frecuentes a la altura del 

centrómero, enseguida en los brazos ia.rgos, y finalmente en los brazos 

cortos en los que fueron muy poco frecuentes, Se observó que el núme-

ro de aberturas fue mayor que el de rompimientos. 

Las pruebas estadísticas indican que los rompimientos y abeE._ 

turas inducidos por la sustancia mencionada no son selectivos, sino --

que pueden presentarse al azar en cualquier grupo cromosómico. 

1. 
1 
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INTRODUCCION 

Las aberraciones cromosómicas son todas aquellas alteracio-­

nes que sufren los cromosomas tanto en su número como en su estructu-­

ra. Las primeras se refieren a la desviación que, ocurre en el número­

normal característico de una especie, como son las aneuploidias y po­

liploidias; de éstas son importantes en el ser humano, desde el punto -

de vista patológico, las monosomías y trisomías principalmente. 

Las alteraciones estructuralP.s se refieren a los reaITeglos­

no estables y estables morfológicos en los cromo~omas, y entre los 

principales tipos de éstas aberraciones se encuentran las delecciones, 

las translocaciones y las inversiones peri y paracéntricas. 

Todas estas aberraciones son precedidas de uno o más rompi-­

mientos en el cromosoma o cromosomas involucrados, y su efecto depende 

del momento en el cual tuvo lugar la alteración, Estas aberraciones -

pueden originarse en cualquier etapa del ciclo de vida del individuo;-
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mientras m&s temprano ocurra la alteración en dicho ciclo más c1ara.men 

te se manifestará su efecto; por el contrario si la alteración ocurre-

en una etapa avanzada en el desarrollo, tendr~ menos influencia sobre-

el individuo, debido a que pocas cé~ulas descenderán de la anormal. -~ 

(Me. Feely, 1969), 

Dichas aberraciones cromosómicas pueden ser producidas por -

factores biológicos, físicos o qu1micos; todos estos agentes producen-

daños en los cromosomas y han sido denominados por Shaw (1970) como . 
-• 

clastógenos. 1 

Entre los clastógenos biológicos se encuentran ciertos virus 

como el SV 40 que causa aberraciones cromosómicas en células humanas -

(Moorhead y Saksela, 1963), y el Adenovirus 12, que causa rumpimientos 

en las cromátidas de cromosomas de células diploides humanas en culti-

vo (Aula y Nichols, 1968}. 

Los clastógenos físicos incluyen los rayos X, la luz ultra--

violeta, los campos magnéticos, las ondas sonoras y el choque frío. 

Todos estos rompen a los cromosomas ·humanos in vitro (Shaw, 1970). 

Los clastógenos qu1micos son muy diversos y todos ellos han-. 

sido probados in vitro, adicionando el agente en diversas concentraci~ 

nes y tiempos de exposición, a cultivos de linfocitos o fibroblastos. 
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Los resultados de .esas pruebas no se pueden extrapolar al -­

sistema in vivo; sin.ellJ~é).!'gq'el'usaJ'.!J.asCin vit~o es útil, ya que así -
'. {J"'-. ;· --·::-.~~-:::-.:~- ~-,' -.' -,,;~: :{•<;f,-.-. :.·,-_.!/-:·.-·\·~·< 

y tra 

tar de 

Muéhos cl~~t5g~n6~··dJ{n;j_6()~· pu~clen ser mutagénicos; es decir 

además de producir rompimientos y aberturas visibles, pueden originar-

cambios en la codificación génica del organismo que no son observables 

en los cromosomas, pero sí pueden manifestarse en el fenotipo; otros -

además de clastogénicos pueden ser teratogénicos o carcinogénicos, 

Shaw (1970) ha reportado cerca de 200 agentes tanto químicos 

como físicos que son clastogénicos y los ha colocado en diversos gru--

pos: 

A.- Antibióticos. Dentro de este grupo se mencionan los de 

rivados de Streptomices sp. que pueden actuar como inhibidores de la -

síntesis del ADN, del ARN y de las proteínas. 

Entre los inhibidores tanto de la síntesis como de la trans-

cripción del ADN se encuentran la azaserina, la mitomicina C, la fleo~ 

micina y la estreptonigrina. Todos éstos han sido probados para eva--

lué!r su clastogenicidad y todos son extremadamente activos a concentra 

cienes muy bajas. Los tres Úl t irnos además indur.en rompimientos que --

presentan una distribución no al azar entre cromosomas, teniendo afini 
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dad por el centrómetro y las ,regiones heterocromáticas~ 

La acÚno~:i.~{!1a D y la c:launomicina, que son inhib;idores de -

la sl.ntesis d~l,'Al\~, ~~~U.an como clastógenos efectivos sobre cromo so-­

mas humanos. La: actin9micina D a. concentraciones altas inhibe la divi 

sión de las células, y causa alteraciones morfol6gicas en los cromo so-

mas en metafase en células que están en división. (Arrighi y Asu, - -

1,965 ). 

Un mecanismo que trata de explicar la inhibición de la sínt~ 

sis del ADN y ARN, por estos antibióticos indica que probablemente se 

deba a la formación de una unión covalente con las bases, causando in-

serción permanente del compuesto dentro de las moléculas del ácido 

nucléico. 

B.- Agentes mitostáticos e inhibidores de la profase. Una-

sustancia muy importante por su utilidad para inhibir mitosis en meta-

fase es la colchicina, que es un alcaloide extraído de la planta Col--

chicum autumnale. Antes de que cualquier agente químico mutagénico --

fuera descubierto, se sabía que la ·poliploidía podía ser inducida en -

plantas tratadas con colchicinaº Dicha sustancia utilizada a concen--

traciones de 5 a 15 microgramos por ml, y administrada por 1 a 6 hrs., 

causa depresión en la síntesis del ADN y en el índice mitótico en lin-

focitos humanos en cultivo estimulados con fitohemaglutinina. (Fitzg::_ 

rald y Brehaut, 197 O). 
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En adición a, los efectos celulares ya mencionados, la colch~ 

cina Y su'd_~~,~~~1,~-;~~~~té~foo, denecolcina (Colcemid) producen anormalf 

da.des-en füs?~ilomÓ~o~a:s, j,ncJ,uyendo desespi.ra,l;i.za,dón, división longi­

f6áin~i\á'~1 ~~~i~omero, rompimientos y aberturas, 
· .. ;· 

Existen otros inhibidores de mitosis en estadios tempranos ~ 

de la división celular que son clastogénicos en cromosomas de plantas, 

Estos son la actidiona y el gamexano. 

C. - Compuestos relacionados con los ácidos nucleicos. Entre 

éstos se encuentran la adenina, la timidina, la mercaptopurina y mu- -

chas otros. Todos éstos son fuertes inhibidores de la síntesis del --

ADN y ARN. 

D.- Drogas que actúan sobre el sistema nervioso central. 

Dichas drogas se han clasificado según su uso en analgésicos, sedantes, 

tranquilizantes, sustancias contra las náuseas y alucinógenos, Algu--

nas son clastogénicas en plantas, otras rompen cromosomas de linfoci--

tos humanos in vitro. 

E,- Contaminantes del aire y del agua. Se conocen princi--

palmente el hipoclorito de sodio y la c1oramina T, ambos son clastogé-

nicos de cromosomas de linfocitos humanos in vitro. 

F.- Insecticidas e inhibidores del crecimiento de las plan-
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tas, Estos agentes alquilantes son derivados sustituídos de la mela--

nina y fosforamida principalmente, Son alta,mente mutag~nicos en virus, 

bacterias., hongos y c1astogénicos. en linfocitos hwnanos en cultivo. 

G.- ¡\cridinas y otros colorantes fotodinámicos. El naranja 

y el amarillo de acridina son compuestos mutagénicos en microorganis--

mos, así como también en Drosophila y plantas superiores, Rompen ero-

mosomas de fibroblastos humanos in ·vitro. 

H.- Compuestos. antifólicos. Se refieren a los antagonistas 

del ácido fálico. Algunos causan rompimiento de los cromosomas en li~ 

focitos humanos en cultivo; otros son teratogénicos en aves y mamífe--

ros. 

l.- Alcoholes y otros solventes orgánicos. Se menciona 
' . . . . . . . 

principalmente a:Fetariol; tiene efectos mutagénicos, rompe los cremoso 

mas de las raíc~~s\J2{haba, y al cromosoma X del grillo. 

J.- Compuestos inorgánicos. Los cationes divalentes: cal--

cio y mugnesio, son importantes para la integridad del cromosoma. Si-

las células crecen en medios deficientes de calcio y magnesio los ero-

mosomas tenderán a desespiralizarse y a alargarse, serán más frágiles-

y más fácilmente se romperán, 

K. - Ingredientes de alimentos, aditivos y preservadores, 
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Entre éstos la cafeína, ·la teofilina y la teobromina son clastógenos -

comprobados, Dichas sustancias se encuentran en el café, el té , la -

cocoa, y las bebidas que tienen cola. Los ciclamatos tienen propieda­

des clastogénicas, Sustancias como el glutamato mo~osódico, que es un 

saborizante, no han sido evaluadas como clastogénicas, pero de ésta se 

ha sospechado porque causa daños cerebFales en ratones recién nacidos. 

Entre los aditivos de alimentos, se encuentra la cumarina, -

que además de ser utilizada como conservador, es usada como fijador en 

perfumerí&, y en preparaciones farmacéuticas, Se caracteriza por te-­

ner un punto de fusión de 69°C, un punto de ebullición de 290°C. Es -

soluble en 10 vals. de alcohol de 95%, en éter, cloroformo y aceites -

volátiles fijantes. Es ligeramente soluble en agua, 

Otros usos importantes que tiene la cumarina son: como herbi 

cida, inhibidor de la germinación y· saborizante artificial. (Liender­

gardh, 1966). 

Los trabajos que tratan de la biosíntesis de las cumarinas -

incluyen aquellos de Reznik (1960) y Neish (1964). 

Estos trabajos están basados en estudios llevados a cabo con 

Hierochloe odorata (Brown et aJ.1960, Brown, 1962), y en estudios enz.:!:_ 

maticos con Melilotus alba por Kosuge y Conn (1959 1 1961), Esas plan-
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tascontienenel glucósido del ácido o -ctunárico y el glucósido del áci_ 

do cumar1nico. 4n ·M. alba no existe mucha cumarina libre, la mayoría--· ~ 
ha sido aislada por hidrólisis de esos glucósidos. La fenilalanina y 

la tirosina son fácilmente convertidas en los tejidos vivos a cumarina, 

y aún más rápidamente en el glucósido del ácido o - cumárico. La bio-

síntesis de la cumarina está basada principalmente en esos hechos. - -

(Diagrama 1). 

La hidroxilación del ácido cinámico en la posición orto, ac~ 

plado con la glucosilación, probablemente sea responsable de la forma- ~ 
ción del glucósido del ácido o. - cumárico. Este glucósido entonces su 1 

fre una conversión trans - cis, posiblemente debida a la acción de la 

luz solar, dando el glucósido del ácido cumarínico, que rápida y espo~ 

táneamente forma cumarina. 

Las cumarinas como la umbelliferona, la esculetina y la esco 

poletina se encuentran ampliamente distribuídas en las plantas superi~ 

res. Estas pudieran originarse de los ácidos: p-cumárico, cafeico y -

ferúlico respectivamente. (Diagrama 2). 

Uno de los métodos más convenientes para sintetizar cumari--

nas es la reacción de Pechmann, 1883 (Finar, 1959), la cual es la con-

densación de un fenol con un beta ceto ester. Los reactivos condensan 

tes usuales son el ácido sulfúrico y el pentóxido de fósforo, pero Koo 

demostró que el ácido polifosfórico es muy efectivo, 
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Al reyfaar la b1bJ.i()'g~~~:Í.~-Y~~ ,~~~ó~tr'ó que la cumarina ha si 

do poco estutl;i.ada' come>' inductor de a,berracfones cr.omosómicas. _Sarma-
·-·,_· .. · 

(1968), có~ raí6,es de ~hedra, folia ta, Bd.ss ~) c;i.l.iata, (2N = 14) de­

mostró el efecto de una. solución de cumarina, deján.sJ.ola, actuar por di,.. 

ferentes tiempos y observó profases, metafases y ana,fa,ses, en las que-

reporta rompimientos y fragmentos. En dicho trabajo no se utilizó nin 

gún mitost_átic;o,_ ya que la cumarina ac:t_úa como tal. 

-: .~._,:,".¿\~~.::::··._":. .:<·:,.·~',::'. . '. ... ;;_·)·\~;: .. ~: 
.··:·::'_)-..... : . ' ' ' •.•: ... ' . ,-· 

• CÓn_:f'i·~r,-~ndo~··~~.\ ¡n[_e,R~~r·{-:t~U,~~63A'·;~~ cuenta la j]nportancia 

de la cumárina~ pri~ipafuer"ii:e ()Orno uR:.~~g-~V-:O?~~c alimentos, se pensó-

utilizar ésta en cultivó de linfocitos ~u~~~<Js, esperándose obtener -

los siguientes resultados: 

A.- Producción de efectos clastogénicos. 

B. - Cambios en la morfología de los cromosomas. 
• 

C.- Que la cumarina·actuara probablemente como mitostático. 
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MATERIAL Y METO DO 

Para obtener el cultivo de linfocitos se utilizó la·técnica­

de Arakaki y colaboradores (1963). 

Se colocaron 6 gotas de sangre humana extraída con una jeri~ 

ga previamente heparinizada en cada uno de los frascos de cultivo que­

conten1an; 5 ml de medio TC 199 (Difco, 5477) al 20% con suero fetal -

de bovino (Hycel) previamente inactivado a 60°C. por 20 minutos. 

A esto se adicionaron una gota de heparina (Abbot), 0.25 ml­

de fitohemaglutinia M, (Difco, 0528), que serviría e.orno estimulante m.:!:_ 

tótico, 0.10 ml de penicilina estrep.tomicina (Difco, 5854), y 0.10 ml­

de glutamina (Difco, 5789), 

Los cultivos de leucocitos se incubaron durante 71 hrs. 45 -

minutos a 37ºC. Una vez completado dicho tiempo se adicionó a unos --
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frascos 0.10 rol de. úna soluc;ión acuosa .saturada de cumarina ('.l'ratado -

I); a otros se les agregó como mitost~t.ico 0,10 ml de coJ,cemid (Trata­

do II), y a los últi)l)os no se J,es adicionó ninguna sustancia, conside­

rándose éstos como testigos, 

Después de adicionadas las sustancias se incubaron nuevamen­

te los cultivos por 15 minutos a 37°C, y completadas las 72 hrs. de i!!_ 

cubación se realizó la cosecha, que consistió en un choque hipotónico, 

fijación por 24 hrs., elaboración de preparaciones y tinción de las 

mismas con una mezcla de colorante Giemsa Leishman por 20 minutos. 

(Moorhead el al, 1960). 

Obtenidas las preparaciones se procedió a efectuar el análi­

sis de éstas tomando en cuenta las siguientes características tanto en 

los tratamientos 1 y II como en el testigo: 

A.- Observación y cuantificación de mitosis normales y afee 

tadas. 

B.- Observaciófi y número de mitosis analiza.bles y no anali­

zables; entendiéndose por analizables las mitosis en -

las cuales los cromosomas se encontraban bien individua 

lizados y podían ser identificados por lo menos hasta -

grupo cromosómico, y por no analizables las mitosis en 

las cuales los cromosomas no podrían ser medidos por ca 

recer de individualidad ( Fig. 1A, 1B). 



'·'. '· 

8 . 



Fig. 1-A~ Mitosis analizable, 1250 X. B, Mitosis 

no analizable, 1250 X. 

··~ 



.. 

B 
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c.- Número cromosómico en cada una de las mitosis analiza-­

bles~· 

D.- Observación de diferentes características morfológicas­

como son: cromosomas alargados, presencia de crom~tidas 

y centrómeras separadas, presencia de satélites, as1 c~ 

mo también la presencia de anafases, (Fig, 2A, B, e, -

D.)• . 

E.- Observación y determinación de aberraciones (rompimien­

tos y aberturas, tipo, sitio y grupo que las presentaba 

principalmente), Por rompimiento se entiende una <lis-­

continuidad morfológica total que involucra tanto a los 

ácidos nucleicos como a las proteínas, y por abertura -

una discontinuidad parcial, que al igual que el rompi-­

miento puede involucrar tanto a los ácidos nucleicos co 

mo a las proteínas en una cromátida, 

F.- .Selección de mitosis que presentaban aberraciones cromo 

sómicas. 

G,- Obtención de fotografías de las mitosis seleccionadas,­

con un fotomicroscopio Carl Zeiss, 

H,- Obtenidas las fotografías se procedió a identificar los 

cromosomas. Para esto se utilizó el sistema estandard­

de momenclatura de cromosomas humanos propuesto en la -



:;,' ·:·.¡·· 

•1 ';·, 

Fig. 2. Cultivos de linfocitos humanos testigo y -

tratados con cumarina y colcemid. A, Cro-

mosomas con cromátidas y centrómeras sepa -

radas. B, Cromosomas d(-!Sespiralizados. c,­
Anafases. D, Cromosomas alargados. 



• 
_-¡ 

-·Í 



en al'.'f eglar. a ~bi' c~omd~oii~~ s~~hI1 .su' tamaño y posición 
,, .., ·, ,_·:.? 

dél cent~6ke~6 ~' •De acuerdo a esto los cl'.'omosoma,s se en 

cuentl'.'an acomodados en siete grupos ( A, B, C, D, E, F, 

G. ). Los autosomas se encuentran en los nílmeros 1 a 22 

en orden decreciente a su longitud y los cromosomas - -

sexúales se refieren como X Y. 

Para la identificación de los cromosomas se obtuvo la rela~-

ción de los brazos, expresada como la longitud del nrazo largo respec-

to al brazo corto. Obtenida dicha relación se utilizó la tabla II del 

reporte de Denver en donde se determina el rango de la relación de los 

brazos de cada cromosoma. 

Los cromosomas se ordenaron según esa relación y se c~fi­

caron de acuerdo a su m'orfología utilizando el diagrama que se presen-. 
'..J 

ta en el reporte mencionado anteriormente y cuya ~otografía se anexa -

a continuación. (Fig. 3). 

•' 
' 
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DENVER STUDY GROUP (1960./ ADDENDUM 1 



16 

RESULTADOS 

Se obserivaroil. núclec:is y figurias mitóticas en metafase tanto-
.-. ' . . ' ' 

en los cultivos que .rec~ib{eron los tr>atamientos I y II como en el culti 

vo testigo. 

También se obserivó la presencia de anafases. 

Así mismo se distinguieron entrie los caracteres morifológicos, 

cromosomas alarigados, cr>omosomas con cromátidas y centr>ómeras separadas, 

presencia de satélites, rompimientos y aberturas. 

En el cultivo con el tratamiento I se obserivaron 569 mito- -

sis, y de éstas 160 se vieron afectadas (presentaron rompimientos y - -

aberitu1•as), en el trate.miento II se obserivaron 68 mitosis dañadas de --

439, que fue el total observado. En el cultivo testigo de 241 mitosis-

encontradas sólo 34 se vier0n afectadas (Tabla 1). 

Como se muestra con los datos obtenidos la cumarina actúa co 
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TABLA I 

RELACION DEL NUMERO DE MITOSIS DAÑADAS Y NO DAÑADAS 

OBTENIDAS EN LOS CULTIVOS TRATADOS Y TESTIGO 

CULTIVO MITOSIS DAÑADAS 

TRATADO I 160 

TRATADO II 68 

TESTIGO 34 

MITOSIS NO 

DAÑADAS 

409 

371 

207 

TOTAL DE M. 

OBSERVADAS 

569 

439 

241 
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mo mitostático, y en este caso podemos decir que fue más éfectiva que­

el colcemid (tratamiento II), pues se encontraron 139 mitosis más en -

dicho tratamiento, 

Comparando el número de mitosis observadas en cada caso, po­

demos ver que la cumarina incrementó. en un 42.3% el número de mitosis­

en relación al cultivo testigo, y en un 12.8% en relación al tratamien 

to II. 

El número total de rompimientos y aberturas en los cultivos­

tratado y testigo se muestra en la tabla II. 

La frecuencia de rompimientos en el cultivo con el tratamien 

to I, fue semejante en los cromosomas pertenecientes a los grupos A y­

e. El grupo B, el E y el F presentaron rompimientos, pero su frecuen 

cia fue mucho menor que en los casos anteriores. 

Los grupos D y G no presentaron rompimientos. 

En el tratamiento II el grupo A fue el más afectado en fre-­

cuencia de rompimientos, siguiéndole en orden decreciente el grupo C,-

el B, el D, el E y el F. 
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TA B L A· II 

NUMERO TOTAL DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS OB¡ENIDOS 

EN LOS CULTIVOS TRATADOS Y TESTIGOS 

CULTIVO ROMPIMIENTOS ABERTURAS 

TRATADO I 55 81 

TRATADO II 26 19 

TESTIGO 15 11 
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El grupo G no se v ió afeótado. 

En el cultivo testigo se observó que el grupo más afectado -

en rompimientos fue el A, enseguida el e, B, F y D.~ Los grupos E y G 

no presentaron rompimientos. 

Los rompimientos fueron divididos según el sitio donde se -­

presentaran en: rompimiento en el brazo largo, brazo corto y a la altu 

ra del centrómero. 

Según esto se observó que el número de rompimientos en el 

brazo largo fue mucho mayor que en el brazo corto. El grupo más afec­

tado fue el C, El grupo A y el B también se vieron afectados, aunque­

éste último en menor proporción. (Fig. 4-A). 

En relación a los rompimientos en el br~zo corto, los cromo­

somas se vieron poco dañados; sólo el grupo A presentó un rompimiento. 

En el cultivo que recibió el tratamiento II, el grupo A se -

vió más afectado en el brazo largo, no así el grupo B y el C que sólo­

presentaron rompimientos en el brazo corto. 



Fig. 4 Efectos clastogénicos analizados en los 

cultivos de linfocitos humanos expuestos a 

la acción de la cumarina por 15 minutos.-­

Detalles: ABL, Abertura en el brazo largo,_ 

RBL, Rompimiento en el brazo largo, RC, 

Rompirniento a la altura del centrómero, RM, 

Rompimiento múltiple. 
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En el ctestig6 los cromosomas no presentaron rompimientos en­

el brazo cortÓi~é)iQ los grupos A, B, y e, presentaron daño en el bra­

zo la:r;)go, pero ~~~üj baja proporción. 

S.in embargo los rompimientos a la altura del centrómero fue-

ron muy abundantes; y el grupo más afectado en el tratamiento I fue el 

A, enseguida los grupos C1 B, E, y F. (Fig. 5-A). 

En el tratamiento II el grupo más dañado fue el e, luego el 

grupo A, B, F, y D en orden decreciente; pero en relación con el culti 

vo que recibió el tratamiento I la diferencia es aparente, siendo muy 

notable el incremento de rompimientos obtenidos en el cultivo expuesto 

a la acción de la cumarina. 

En general el cultivo con el tratamiento II, fue el que pre-

sentó menor número de rompimientos, 

El número de aberturas fue bastante mayor que el de rompi---

mientos en los tres casos estudiados. 
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Todos los grupos con excepción del G se vieron alterados. 

En este caso el cultivo tratado con cumarina fue el más afectado, pero 

a diferencia de lo ocurrido con los rompimientos el grupo más dañado -

fue el C, siguiéndole los grupos A y E. Los grupos F, D, y B mostra--

ron poco daño. (Fig. 4-B y 5-B). 

En el cultivo con el tratamiento II, el grupo C fue el más -

dañado. Se observaron aberturas en todos los grupos con excepción del 

G, lo cual no sucedió en el cultivo testigo, ya que en este último ni 

el grupo G ni el D y F presentaron aberturas; pero se observó como gru 

po más afectado el C. 

Las aberturas en el brazo largo fueron mucho más notables 

que a la altura del centrómero, o en el brazo corto respectivamente 

(Fig, 4-C). En éstas tres características en el cultivo que recibió -

el tratamiento I, siempre el grupo C fue el más afectado, luego el gr~ 

po B, y en seguida el grupo A. Salvo en las aberturas en el brazo cor 

to en donde el número de estas fue mayor en los grupos A y B. 

Otra diferencia observada fue en el grupo E. que se vió más-

dañado en el br,azo largo, que a la altura del centrómero o en el brazo p 
corto. 

En el tratamiento II, se vio que en general, en el brazo laE._ 

go fue donde los cromosomas se dañaron más, siendo el grupo C, el que-



Fig. 5. Efectos clastogénicos analizados en los -

cultivos de linfocitos humanos expuestos­

ª la acción de la cumarina por 15 minutosº 

Detalles: ABL, Aber·tura en el br'nzo largo, 

ABC, Abertura en el brazo corto, AC, AbeE._ 

tura a la altura del centrómero, RBL, Ro~ 

pimiento en el brazo largo, RC, Rompimien 
~ -

.. -to a la altura del centromero. 
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T A B L A III 

NUMERO DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO 

EN EL CULTIVO TRATADO CON CUMARINA DURANTE 15 MINUTOS 
~ 

GRUPO A B c D E F G 

Romp. 

B.L. 7 r 9 

Romp. 
B.C. r 

Romp. en 
el centró- 15 6 12 2 2 
mero. 

Abert. 
B.L. 13 15 25 2 2 r 

Abert, 
B.C. 2 r 6 

Abert. en 
el centró.- 5 7 12 r r 
mero. 
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T.A B LA IV 

NUMERO DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO 

EN EL CULTIVO TRATADO CON COLCEMID DURANTE 15 MINUTOS 

GRUPO A B e D E F G 

Romp. 2 
B,L, 

Romp. 2 I I ..: 

B,C. 

Romp. en 
el·céntró 5 4 6 I 2 
mero. 

Abert. 2 4 I 2 
B. L. 

Abert. I I 
B.C. 

Abert. en 
el centró I 4 I I I 
mero. 
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T.ABLA V 

•. 

NUMERO DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO 

EN EL CULTIVO TESTIGO 

GRUPO A B e D E F 

Romp. 
B. L. I I I 

Romp. 
B. C. 

Romp. en 
el .centró 6 2 3 I 
mero. 

Abert. 
B. L. I I I 

Abert. 
B. C. 2 3 

Abert. 
.,,, 

en 
el centró 2 I 
mero. 

G 



T A B L A VI 

NUMERO TOTAL DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO 

EN LOS CULTIVOS TRATADOS Y TESTIGOS 

ROMPIMIENTOS ABERTURAS 

GRUPO TRATADO r,· TRATADO II. TESTIGO TESTIGO TRATADO II. TRATADO. 

A 23 II 7 3 2 20 

B ·7 5 3 I 2 21 

e 21 7 4 6 9 43 

"' D 2 I 2 2 O'l 

E 2 I I 3 3 

F 2 2 I 2 

G i 
! 1 
'. 

TOTAL 55 28 15 11 19 91 
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más aberturas presentó. 

En el caso del cultivo testigo, la frecuencia de aberturas -

fue muy baja, aunque siempre el grupo más afectado fue el c. 
•. 

Estos resultados se encuentran resumidos en las tablas III a 

VI. 

Aunque no se presentaron translocaciones ni inversiones de--

tectabl.es, sí se observaron múltiples fragmentos en pequeña proporción~ 

(Fig. B""'.c>. 

En el cultivo que recibió el tratamiento I, un carácter im--

portante que se observó fue el de rompimiento múltiple, presentándose-

dos en el grupo A y uno en el grupo B. (Fig. 4-C). 

Se observó también un probable cromosoma en anillo cuyo gru-

po cromos6mico no pudo ser identificado. (Fig. 6~A). También se pre-

sent6 una endorreduplicación. (Fig. 6-B). 

En el cultivo con el tr>atamiento II se observó un segmento acén 

trice, que correspondía a un segmento faltante en un cromosoma del gr~ 

po E. 

La presencia de anafases se observó en los tratamientos I y-

II y en el testigo, siendo de un 45.4% en el cultivo con el tratamiento 



Fig. 6. Efectos clastogénicos observados en el 

cultivo tratado con cumarina. A, Probable 

cromosoma en anillo. B, Endorreduplica-­

ción en la que se muestra un rompimiento­

en el brazo largo RBL. C, múltiples fra~ 

mento s. 
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I y de un 27.3% en cada uno de los cultivos tratado II y testigo. 

Una vez obtenidos todos éstos datos se aplicó la prueba de -

X2 (Chi cuadrada) (Siegel, 1972), para tratar de demostrar si el daño­

(rompimientos y aberturas unicamente) existente entre los tratamientos 

I y II y el testigo era debido al azar (hipótesis nula) y no al efecto 

de la sustancia. 

En este caso se obtuvo un valor de 24.33 para la x2, dos gr~ 

dos de libertad y una probabilidad menor de 0.001 (X2 = 24.33; df = 2; 

p = 0.001). 

La hipótesis nula fue rechazada. Esto demostró que los gru­

pos dañado y no dañado son significativamente diferentes y con la dife 

fencia debida al efecto de la sustancia, presentándose sólo un caso de 

mil en que la diferencia se debería al azar. (Tabla VII). 

Una vez demostrado que el daño era debido a la sustancia se­

aplicó esta misma prueba para tratar de conocer si éste era indepen- -

diente del grupo cromosómico. 

En este caso el valor obtenido para la x2 fue de 12.21, diez 

grados de libertad y la probabilidad de .30 > p >, 20 

Por lo tanto la hipótesis de que el daño puede ocurrir en --
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T A B L A VII "' 

PRUEBA DE X2 

# MITOSIS # MITOSIS NO 

DAÑADAS DAÑADAS 

TRATADO I 160 409 

TRATADO I'I 68 371 

TESTIGO 34 207 '· 

VALOR DE x2 = 24.33 

df = 2 

PROBABILIDAD = o. 001 
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cualquier grupo y de que no haya selectividad por ninguno de éstos en­

part icular fue aceptada. (Tabla VIII). 

En estos cálculos .no se incluyó al grupo G. debido a que no­

present6 ning11n tipo de daño, 
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T A B L A VIII PRUEBA DE x2 

NUMERO DE ABERTURAS Y ROMPIMIENTOS (DANO) 

POR GRUPO CROMOSOMICO 

A B e D E 

TRATADO I 43 28 64 2 -5 

TRATADO II 13 16 4 4 

--"-.\ -- --

TESTIGO -.10 
- - ~w-: ·10·-- f 1 

VALOR DE x2 = 12.21 

df = 10 

PROBABILIDAD = • 30 > p >. 20 

F 

4 

3 

El grupo G no fue incluido ya que no prestó ningún -

tipo de daño. 
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o r s e u s ro N 

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la cuma-­

rina sí tuvo efecto sobre los cromosomas de los linfocitos humanos en­

cul tivo, pues al llevar a cabo la prueba de x2 se comprobó que la dif~ 

fencia de daño evaluado por la frecuencia de rompimientos y aberturas­

que existen entre los tratamientos I y II y el testigo fue debida a la 

acción de la sustancia y no al azar. 

do a: 

Estos resultados hubieran podido variar, probablemente debi-

A.- Que la concentración de la sustancia no fuera la adecua 

da para producir efectos clastogénicos. 

B.- Que el tiempo de exposición de la sustancia fuera dema­

siado alto o demasiado bajo, como para producir los -­

efectos deseados. 

C.- Que los mecanismot; <le reparación no permitieran obser-­

var los efectos. 

. .. 
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DoÚmpio y colaboradores en 1968 realizaron un experimento -

en el que se utilizó aflatoxinas (cumarinas sustituídas) en cultivo de 

linfocitos humanos; postularon que existe un patrón definido de rompi­

mientos que están confinados principalmente en los sromosomas más gra!:_ 

des; siendo los cromosomas 1 y 2 los más afectados. 

Los resultados obtenidos en este trabajo contradicen lo que­

menciona dicho autor, pues al aplicar la prueba estad1stica de x2 se -

encontr8 que el daño puede ocurrir al azar en cualquier grupo cromosó-

mico, sin importar el tamaño de los cromosomasº 

En relación a los datos obtenidos por Aroche (1973), se pue-

de decir que sus resultados son similares a los presentados en este 

trabajo, respecto a la presencia de rompimientos y aberturas, tanto en 

el tipo como en el sitio que las mostraban, a pesar de haber utilizado 

en ese caso hongos, y haberlos dejado actuar por 72 hrs. Además el --

testigo utilizado fue expuesto a la acción del co~cemid durante 3 hrs.; 

fue probablémente por esto que dicho autor no reportó aberraciones en-

su testigo. A pesar de la diferencia de condiciones, tiempo de exposi_ 

ción, utilización en ese caso de un organismo vivo y en éste de una --

sustancia orgánica, los resultados como ya se mencionó son similares,-

lo cual hace pensar en .la existencia probable de un mecanismo.común p~ 

ra la producción de aberraciones cromosómicas, que será discutido más-

adelanteº 
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Los resultados obtenidos también permiten afirmar que la cu-

marina actúa como mitostático y en este caso fue más efectiva que el -

Colcemid como se muestra en los resultados. 

El conjunto de los datos obtenidos en el trabajo nos permi--

ten dar una idea del efecto producido por la sustancia in vitro, pero 

estos datos no pueden ser extrapolados a un sistema vivo, pues ah1 - -

existen una serie de mecanismos y reacciones que no ocurren in vitro,-

como los mecanismos de desintoxicación y probablemente la sustancia --

sea eliminada. Por otra parte en el experimento la sustancia sólo se-

dejó actuar durante 15 minutos y ésta era quimicamente pura; en un sis 

tema vivo la sustancia no es utilizada en forma pura, sino mezclada 

con otros productos, esto podr1a hacer que el efecto de la cumarina 

quedara enmascarado por acción de otras sustancias; además el tiempo -

de acción de la cumarina y la concentración no sería igual in vitro --

que in vivo. 

El ·haber obtenido rompimientos y aberturas a los 15 minutos-

de acción de la sustancia, nos hace pensar que de O a 15 minutos el --

comportamiento del daño sea exponencial; es decir que se vaya acumu--

landa. Se piensa también que a medida que el tiempo de acción de la -

sustancia aumente el daño apreciable sea menor, ya que como es sabido-

existen mecanismos de reparación que empiezan a actuar probablemente -

en un tiempo mayor a una hora de exposición a los agentes clastogéni--

cos. 
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Esto último se encuentra apoyado. en los resultados obtenidos 

en experimentos que se están realizando actualmente (García, 1974), d!:_ 

jando actual la curnarina a diferentes tiempos, y éstos parecen indicar 

que en un período de una hora los daños son rnenores~que a los 15 minu­

tos de exposición de la sustancia. 

Para explicar corno se producen las aberraciones se han suge­

rido varias ideas, pero una de las hipótesis más atractivas implica 11la 

reacción dilatadora" o de 11retr>aso11 , que está relacionada con la libe­

ración de la ADN asa. Puede ser que la acción primaria de la droga o 

agente en cuestión no sea sobre el cromosoma por si mismo, pero sí en 

algún otro organoide celular. 

También se ha sugerido que la liberación de la ADN asa liso­

sómica causada por desestabilización de las membranas del lisosoma en­

células diploides humanas producen aberraciones crornosómicas. (Alli-­

son y Paton, 1965), 

El presente estudio forma 'fttrte de una serie de investigaci~ 

nes, que se están realizando en el laboratorio de Biología Celular del 

Departamento de Biología Experimental del Instituto de Biología de la 

UNAM, con el objeto de .estudiar diferentes tiempos de exposición, así­

como diferentes concentraciones de la sustancia sobre los cromosomas -

de linfocitos humanos en cultivo. 
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Una vez encontrado el rango máximo y mínimo de ambos paráme·­

tros es importante 'repetir el experimento bajo las condiciones utiliza 

das para tratar de encontrar hasta donde sea posible en qué momento em 

pieza a actuar el mecanismo de reparación. 

Asi mismo es importante probar la cumarina sustituida, a la­

que se le haya introducido algún radical, y repetir el experimento ba­

jo las condiciones ya mencionadas en el método, con el objeto de ver 

si el nuevo radical tiene algún efecto diferente o si éste solamente 

se debe al grupo funcional. 

También sería de interés administrar a algunos animales la -

cumarina por varias vías durante cierto tiempo y comparar los cromoso­

mas obtenidos de éstos animales con los de otros animales testigos. 

Esta y .las futuras investigaciones planteadas podrían ser de 

gran utilidad_ para el estudio de las aberraciones cromosómicas y no so 

lo nos permitirían ver los efectos que causan los clastógenos, sino 

que nos ayudarían a tratar de interpretar cómo es el mecanismo que co~ 

duce a éstas, a la vez que nos proporcionarían una idea sobre la forma 

de actuar de los mecanismos de reparación. 
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