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RESUMEN P

Se procesaron cultivos de linfocitos humanos seglin la técni~
ca de Arakaki y colaboradores (1963). Se incubaron por 71 hrs. 45 mi-
nutos a 37°C., al cabo de las cuales se adiciond cumarina con el obje-
to de probar su efecto clastogénico, dejdndose actuar por 15 minutos,-

completdndose de esta manera las 72 hrs. de incubacién.

Los resultados obtenidos indican que la cumarina, que es la
benzopirona (anhidrido orto hidroxi cumdrico), actfia como mitost&tico-
y como inductor de aberraciones cromosbmicas sobre linfocitos humanos-

in vitro.

Las aberraciones cromosbmicas inducidas por esta sustancia -
se manifiestan principalmente como rompimientos y aberturas; enten- ~
diéndose por &stos la discontinuidad morfoldgica que involucra tanto a

los 4cidos mucléicos como a las proteinas de cada cromitida; siendo en



el primer caso total y en el segundo parcial,

Dichas aberraciones fueron ms frecuentes a la altura del -~
centrdmero, enseguida en los brazos 1argbs, y finalmente en los hrazos
" ‘cortos en los que fueron muy poco frecuentes, Se observb que el nlme-

ro de aberturas fue mayor que el de rompimientos.

Las pruebas estadisticas indican que los rompimientos y aber
turas inducidos por la sustancia mencionada no son selectivos, sino --

que pueden presentarse al azar en cualquier grupo cromosfmico.



INTRODUCCION

Las aberraciones cromosbmicas son todas aquellas alteracio~-

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

ra. Las primeras se refieren a la desviacidn que ocurre en el nlimero-
normal caracteristico de una especie, como son las aneuploidias y po-
liploidias;de &stas son importantes en el ser humano, desde el punto -

de vista patoldgico, las monosomias y trisomias principalmente,

Las alteraciones estructurales se refieren a los rearreglos—

no estables y estables morfoldgicos en los cromosomas, y entre los —-

principales tipos de &stas aberraciones se encuentran las delecciones,
las translocaciones y las inversiones peri y paracéntricas.

Todas estas aberraciones son precedidas de uno o mis rompi--
mientos en el cromosoma o cromosomas involucrados, y su efecto depende
del momento en el cual tuve lugar la alteracidn, Estas aberraciones -

pueden originarse en cualquier etapa del ciclo de vida del individuo;-




mientras mds temprano ocurra la alteracibn en dicho ciclo mds claramen
te se manifestard su efecto; por el contrario si la alteracidn ocurre-~
en una etapa avanzada en el desarrollo, tendrd menos influencia sobre~

el individuo, debido a que pocas c&lulas descenderfn de la anormal. =~

(Mc. Feely, 1969),

Dichas aberraciones cromosémicas pueden ser producidas por -

factores biol6gicos, fisicos o quimicos; todos estos agentes producen-

dafios en los cromoscomas y han sido denominados por. Shaw (1970) como -~

clastdgenos.

Entre lgs clastdgenos bioldgicos se encuentran ciertos virus
como-el SV 40 que causa aberraciones cromos6miqas en células humanas -~
(Moorhead y Saksela, 1963), y el Adenovirus 12, que causa rompimientos
en las cromidtidas de cromosomas de c&lulas diploides humanas en culti-

vo (Aula y Nichols, 1968).

Los clastbgenos fisicos incluyen los rayos X, la luz ultra--
violeta, los campos magnéticos, las ondas sonoras y el choque frio. -

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

Los clastdgenos quimicos son muy diversos y todos ellos han-
sido probados in vitro, adicionando el agente en diversas concentracio

nes y tiempos de exposicidn, a cultivos de linfocitos o fibroblastos.
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‘ademés de‘pro&uéir“réﬁbﬁﬁieﬁfbsl§'abertufas‘Visibles, pueden originar-
caﬁbios en ia‘codificacién géniéa del organismo que no son observables
en los cromosomas, pero s1 pueden manifestarse en el fenotipo; otros -

ademds de clastogénicos pueden ser teratogénicos o carcinogénicos.

Shaw (1970) ha reportado cerca de 200 agentes tanto quimicos
éomo fisicos que son clastogénicos y los ha colocado en diversos gru~-

pos:

A.- Antibidticos. Dentro de eSte grupo se mencionan los de
rivados de Streptomices sp. que pueden actuar como inhibidores de la -

sintesis del ADN, del ARN y de las ﬁroteinas.

Entre los inhibidores tanto de la sintesis como de la trans-
cripcitn del ADN se encuentran la azaserina, la mitomicina C, la fleo-
micina y la estreptonigrina. Todos &stos han sido probados para eva--

luar su clastogenicidad y todos son extremadamente activos a concentra

clones muy bajas. Los tres {iltimos ademds inducen rompimientos que ~--

presentan una distribucifn no al azar entre cromosomas, teniendo afini



@ad;pbr~echentrémétpofy:las“pegiohééghetérbcfométicas,

,lg'daunomicina, que son inhibidores de ~

la sintesis- lan como clastdgenos efectiyos sobre cromoso--

‘mas humanos. “La actinomicina D a concentraciones altas inhibe la divi
sién de las células, y causa alteraciones morfoldgicas en los cromoso-
mas en metafase en células que estin en divisién. (Arrighi y Asu, - -

1965).

Un mecanismo que trata de explicar la inhibicidn de la sinte
Sis del ADN y ARN, por estos antibiéticos indica que probablemente se
deba a la formacidn de una unidn covalente con las bases, causando in-
sercidn permanente del compuesto dentro de las moléculas del &cido - -

nucléico.

B.- Agentes mitostdticos 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 extraido de la planta Col--

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

fuera descubierto, se sabia que la poliploidia podia ser inducida en -
plantas tratadas con colchicina. Dicha sustancia utilizada a concen--
traciones de 5 a 15 microgramos por ml, y administrada por 1 a 6 hrs.,
causa depresidn en la sintesis del ADN y en el indice mitdtico en lin-
focitos humanos en cultivo estimulados con fitohemaglutinina. (Fitzge

rald y Brehaut, 1970).



- Existen otros inhibidores de mitosis en estadios tempranos ~
de la divisidn celular que son clastogénicos en cromosomas de plantas,

Estos son la actidiona y el gamexano.,

C.~- Compuestos relacionados con los &cidos nucleicos. Entre
@stos se encuentran la adenina, la timidina, la mercaptopurina y mu- -
- chos otros, Todos &stos son fuertes inhibidores de la sintesis del -~

‘ADN y ARN.

D.- Drogas que actlian sobre el sistema nervioso central, -
Dichas drogas se han clasificado seglin su uso en analgé@sicos, sedantes,
tranquilizantes, sustancias contra las niuseas y alucinbgenos. Algu--
nas son clastdgénicas en plantas, otras rompen cromosomas de linfoci-~

tos humanos ig‘vitro.
E,~ Contaminantes del aire y del agua. Se conocen princi--
" palmente el hipoclorito de sodio y la cloramina T, ambos son clastogé-

nicos de cromosomas de linfocitos humanos in vitro.

F.~ Insecticidas e inhibidores del crecimiento de las plan-



ta$. 'Estos agentes alquilantes son derivados sustituidos de la mela-~
'nina'y‘fbsfdramidarprincipahhente. Son altgmente mutagénicos en virus,
bacferiés?phbngoé'y clastogénicosten linfocitos humanos en cultivo.

-

© /Acridinas 'y otros colorantes fotodindmicos. El naranja
y ‘el amarillo de-acridina son compuestos mutag&nicos en microorganis--
" mos, ‘asi como tambign en Drosophila y plantas superiores, Rompen cro-

mosomas de fibroblastos humanos in vitro.

H.~ Compuestos antifélicos. Se refieren a los antagonistas
del 8cido fBlico. Algunos causan rompimiento de los cromosomas en lin
- Ffocitos humanos en cultivo; otros son teratogénicos en aves y mamife--

ros.

I.=Alcoholes y otros-solventes orgdnicos. Se menciona - -

#

principalmente al etanol; tiene efectos mutagénicos, rompe los cromoso

mas de lds raices del haba, y al cromosoma X del grillo.

J.~ Compuestos inorginicos. Los cationes divalentes: cal--
¢io y magnesio, son importantes para la integridad del cromosoma, Si~
las c@lulas crecen en medios deficientes de calcio y magnesio los cro-
mosomas tenderdn a desespiralizarse y a alargarse, serdn mas frigiles-

y mids fdcilmente se romperdn.

K.~ Ingredientes de alimentos, aditivos y preservadores., -



Entre &stos la cafeina, 'la teofilina y la teobromina son clastbgenos -
comprobados, ’ﬁichas 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 monosddico, que es un
saborizante, no han sido evaluadas como clastogénicas, pero de Bsta se

ha sospechado porque causa dafios cerebrales en rdtones recién nacidos.

Entre los aditivos de alimentos, se encuentra la cumarina, -
que ademds de ser utilizada como conservador, es usada como fijador en
perfumeris, y én preparaciones farmac@uticas. Se caracteriza por te--

‘ner un punto de fusibn de 69°C, un punto de ebullicidn de 290°C. Es -
soluble en 10 vols. de alcohol de 95%, en &ter, cloroformo y aceites -

volitiles fijantes. Es ligeramente soluble en agua.
Otros usos importantes que tiene la cumarina son: como herbi
éida, inhibidor de la germinacidn y saborizante artificial. (Liender-

gardh, 1966).

Los trabajos que tratan de la biosintesis de las cumarinas -

incluyen aqucllos de Reznik (1960) y Neish (1964),

Estos trabajos estén basados en estudios llevados a cabo con

Hierochloe odorata (Brown et al.1960, Brown, 1962), y en estudios enzi

miticos con Melilotus alba por Kosuge y Conn (1959, 1961). Esas plan-
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1téséoptiéﬂéﬁeifgiuéégido del dcido o ~cumdrico y el glucbsido del dci
‘défgﬁﬁégiﬁico, En M. alba no existe mucha cumarina libre, la mayoria~
ha’sido aislada por hidrBlisis de esos glucBsidos., ILa fenilalanina vy
la tirosina son fdcilmente convertidas en los tejidos vivos a cumarina,
y afin mds ripidamente en el glucBsido del &cido o ~ cumfrico, La bio-
sintesis de la cumarina estd basada érincipéhnente en esos hechos, -~ ~

(Diagrama 1).

La hidroxilacidn del §cido cinfmico en la posicibn orto, aco

plado con la glucosilacibn, probablemente sea responsable de la forma-

cibn del glucdsido del dcido o - cumdrico. Este glucBsido entonces su

fre una conversidn trans - cis, posiblemente debida a la accidn de la
luz solar, dando el glucbsido del &dcido cumarinico, que rdpida y espon

t4neamente forma cumarina.

Las cumarinas como la umbelliferona, la esculetina y la esco
poletina se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas superio
res, Estas pudieran originarse de los &cidos: p~cumdrico, cafeico y =~

ferfilico respectivamente, (Diagrama 2).

Uno de lés métodos mis convenientes para sintetizar cumap i~-
nas es la reaccibn de Pechmann, 1883 (Finar, 1959), la cual es la con-~
densacién de un fenol con un beta ceto ester. Los reactivos condensan
tes usuales son el dcido sulffirico y el pentdxido de fdsforo, perc Koo

demostrd que el dcido polifosférico es muy efectivo.

O W



DIAGRAMA |

BIOSINTESIS DE LAS CUMARINAS

FENILALANINA

NS :
- '
l N COOH — '
. *O-GLUCOSA O—GLUCOSA
AC. CINAMICO
3 GLUCOSIDO DEL AC. (2 GLUCOSIDO DEL  AC
O-CUMARICO CUMARINICO

AC. CUMARINICO CUMARINA

BONNIK 1. Y J B, VARNER 71965/ PLANY BIOCHEMISTRY




Saprma-~

on alces de- Ephedra follata Bolss var, clllata (2N = 14) de-

mostféiel_efECto de una soluc1on de cumarina, dejédndola actuar por di-

fferentes tlempos y observd profases metafases y anafases, en las que-

reporta romplmlentos y fragmentos. En d;cho trabajo no se utilizd nlE

‘gin mitost&tlco;.ya que la cumarlna'aéfﬁa comd tal.

cuenta la importancia

e alﬁnentos, se pensd~

~’tlllzar esta en cultlvo de llnf001tos humanos esperandose obtener -~

- los 81gu1entes resultados.;

A~ Pboducciéh de efectos clastogénicos.

B.- Cambios .en la morfologia de los cromosomas.
. >

C.- Que la cumarina-actuara probablemente como mitostdtico.



DIAGRAMA 2

BIOSINTESIS DE LAS CUMARINAS

AC P CUMARICO AC  CAFEICO AC  FERULICO

UMBELLIFERONA ESCULETINA ESCQPOLETINA

BONNER J, Y JE  VARNER (1965) PLANT BIOCHEMISTRY
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. MATERIAL Y METODO

%‘fPADa‘obtenef el cultivo de linfocitos se utilizd la  técnica-

‘de ‘Arakaki.y colaboradores (1963).

Sé colocaron 6 gotas de sangre humana extraida con una jerin
ga previamenfe heparinizada en cada uno de los frascos de. cultivo que-
contenian; 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 fitohemagiutinia M, (Difco, 0528), que serviria como estimulante mi

tdtico, 0.10 ml de penicilina estreptomicina (Difco, 5854), y 0.10 ml-

de glutamina (Difco, 5789).

«

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

minutos a 37°C, Una vez completado dicho tiempo se adiciond a unos ~-



'frascoé‘oelo*mlide;unafsql@éién"é¢ﬁ65aj§éfdﬁada de cumarina (Tratado -
I);”ayotposbse les agregd comq mitostdtico 0,1Q nl de colcemid (Trata-
do II), y a los Gltimos no se les adjciond ninguna sustancia, conside-

réndose &stos como testigos,

Después de adicionadas las sustancias se incubaron nuevamen-
te los cultivos por 15 minutos a 37°C, y comﬁletadas las 72 hrs, de in
cubacibn se realizb la cosecha, que consisti8 en un choque hipot8nico,
fijacién por 24 hrs,, elaboracibn de preparaciones y tincibn de las --
mismas con una mezcla de colorante Giemsa Leishman por 20 minutos., ~-

" (Moorhead el al, 1960),.

Obtenidas las preparaciones se procedid a efectuar el an8li-
sis de éstas tomando en cuenta las siguientes caracteristicas tanto en

los tratamientos 1 y II como en el testigo:

‘A.- Observacidn y cuantificacidn de mitosis normales y afec

tadas.

B.- Observacibf y nfinero de mitosis analizables y no anali-
zables; entendiéndose por analizables las mitosis en -
las cuales los cromosomas se encontraban bien individui_
lizados y podian ser identificados por lo menos'hasta -
grupo cromosbmico, y por no analizables las mitosis en
las cuales los cromosomas no podrian ser medidos por ca

recer de individualidad ( Fig. 1A, 1B).
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Fig. 1-A, Mitosis analizabl‘e,' 1250 X. ' B, Mitosis
no analizable, 1250 X.
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- Nﬁmero cromosdmico en cada una de las mitosis analiza--~

>’blesp

Observacidn de diferentes caracteristicas morfolbgicas-
COmMoO SONi Cromosomas alargados, presencia de cromitidas
y centrdmeras separadas, presencia de sat@lites, asi co
mo tambin la bresencia de anafases, (Fig, 2A, B, C, =-

Deds -

Observacidn y determinacibn de aberraciones (rompimien-
tos y aberturas, tipo, sitio y grubo que las presentaba
principalmente), Por rompimiento se entiende una dis--
continuidad morfolBgica total que involucra tanto a los
dcidos nu¢leicos como a las proteinas, y por abertura -
una discontinuidad parcial, que al igual que el rompi~-
miento puede involucrar tanto a los Scidos nucleicos co

mo a las proteinas en una cromitida.

.Seleccidn de mitosis que presentaban aberraciones cromo

sbmicas,

Obtencidn de fotografias de las mitosis seleccionadas,~

con un fotomicroscopio Carl Zeiss.

Obtenidas las fotografias se procedid a identificar los
cromosomas. Para esto se utilizd el sistema estandard-

de momenclatura de cromosomas humanos propuesto en la ~



Fig. 2. Cultivos de linfocitos humanos testigo y ~
tratados con cumarina y colcemid. A, Cro-
mosomas con crométidas y centrdmeras sepa-
radas. B, Cromosomas desespiralizados. C,-

_Anafases. D, Cromosomas alargados.






seglin sy tamafio y posicién

"De*acuerdo-a ‘esto los cromosomas se en

j[Lds autosomas se encuentran en los nfimeros 1 a 22

,'rdgn:@egrééiente a su longitud y los cromosomas ~ ~

sexuales se refieren como X Y.

Para la identificaci6n de los cromosomas se obtuvo la rela--
cidn de los brazos, expresada como la longitud del ¥razo largo respec-
to al brazo corto. Obtenida dicha relacidn se utilizd la tabla II del

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

brazos de cada cromosoma.

Los cromosomas se ordenaron seglin esa relacidn y se ffasifi-
caron de acuerdo a su morfologia utilizando el diagrama que se presen-.
v

ta en el reporte mencionado anteriormente y cuya fotografia se anexa -

a continuacidn. (Fig. 3).



1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 1 12 X-

' 14 15 16 17 19 20 2 22 }

P13 18
!

FIG. 3 DIAGRAMA DE  DENVER
A=1-3 : | E=16—18
B=4-5 F=19-20
C=6-12—X . Ge=21—22-Y
D=13—15

DENVER STUDY GROUP /1960, ADDENDUM 1
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RESULTADOS

Se Obsérvébp ﬁﬁ ié9é y figuras mitéticas en metafase tanto-

en los cultivos que r

n los tratamientos I y II como en el culti

vo testigo.

Tambin se observd la presencia de anafases,

Asi mismo se distinguieron entre los caracteres morfoldgicos,
cromosomas alargados, cromosomas con cromitidas y centrdmeras separadas,

presencia de satélites, rompimientos y aberturas.

En el cultivo con el tratamiento I se observaron 569 mito- -
sis, y de &stas 160 se vieron afectadas (presentaron rompimientos y - -
aberturas), en el tratamiento II se observaron 68 mitosis dafiadas de --
439, que fue el total observado. En el cultivo testigo de 241 mitosis-

encontradas sdlo 34 se vieron afectadas (Tabla 1).

Como se muestra con los datos obtenidos la cumarina actda co
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TABL

AT

 RELACION DEL NUMERO DE MITOSIS DANADAS Y NO DANADAS
k OBTENIDAS EN LOS CULTIVOS TRATADOS Y TESTIGO

CULTIVO

'TRATADO I

TRATADO II

TESTIGO

MITOSIS DANADAS

160

681  ,f{;.;"~

34

MITOSIS NO
DANADAS

409
371

207

TOTAL DE M.
OBSERVADAS

569

433

211



i8

mo mitostdtico, y en este caso podemos decir que fue mis éfectiva que-

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

dicho tratamiento,

Comparando el nfimero de mitosis observadas en cada caso, po-
demés ver que la cumarina incrementd en un 42,3% el.nﬁmero de mitosis~
“en pelacidn al cultivo testigo, y en un 12,8% en'relacibn al tratamien
'tdin.’
| ‘4
El nlmero 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,rfue semejante en los cromosomas pertenecientes a los grupos A y-
C. 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 mds afectado en fre--

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

el B, el D, el EyelF.



, ra

TABLA II

NUMERO TOTAL DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS OBTENIDOS
EN LOS CULTIVOS TRATADOS Y TESTIGOS

CULTIVO ROMPIMIENTOS ABERTURAS
TRATADO I 55 81
TRATADO II 26 19

TESTIGO s ' 11



EL gr’rxipO‘v:G no ,:s»sek__':-vmi *afey’cf;‘tado’.*v iR

“En el cultivo testigo se observd que el grupo mis afectado -~
en rompimientos fue el A, enseguida el C, By Py D.” Los grupos Ey G

no presentaron rompimientos.

Los rompimientos fueron divididos segln el sitio donde se ~-
- presentaran en: rompimiento en el brazo largo, brazo corto y a la altu

‘ra del centrdmero,

Segin esto se observdé que el nimero de rompimientos en el -
brazo largo fue mucho mayor que en el brazo corto. El grupo mis afec-
. tado fue el C, El grupo A y el B tambi&n se vieron afectados, aunque-

@ste (iltimo en menor proporcidn. (Fig. 4-A).

En relacidn a los rompimientos en el brazo corto, los cromo-

somas se vieron poco dafiados; sdlo el grupo A presentd un rompimiento.

En el cultivo que recibi® el tratamiento II, el grupo A se -~
vid mas afectado en el brazo largo, no asi el grupo B y el C que sdlo-

presentaron rompimientos en el brazo corto.



Fig. 4 Efectos clastogénicos analizados en los . -
cultivos de linfocitos humanos expuestos a
la accidn de la cumarina por 15 minutos.--
Detalles: ABL, Abertura en el brazo largo,
RBL, Rompimiento en el brazo largo, RC, -~
Rompimiento a la altura del ceﬁtpémero, RM,

Rompimiento mltiple.
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En ‘el testigo ‘los cromosomas no presentaron rompimientos en-

el bbazb_cdrtd 6lo ‘osfgrqPos A, B, y C, presentaron dafic en el bra-

20 lango, pero en muy baja proporcidn.

‘ Sin embargo los rompimientos a la altura del centrdmero fue~
:noh muy abundantes; .y ei grupo mds afectado en el tratamiento I fue el

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

En el tratamiento II el grupo mds dafiado fue el C, luego el
grupo A, B, F, vy D en orden decreciente; pero en relacidn con el culti
Qo que recibid el tratamiento I la diferencia es aparente, siendo muy
‘notable el incremento de rompimientos obtenidos en el cultivo expuesto

a la accidn de la cumarina.

En general el cultivo con el tratamiento I1, fue el que pre-~

sentd menor nilimero de rompimientos.

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

mientos en los tres casos estudiados.
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;‘7  ?;aggiiéé:éfupos con excepcidén del G se vieron alterados. -
_ EnM§§%§:§a§§ eijéuitivo tratado con cumarina fue el mds afectado, pero
;:é difefencia de 1o ocurrido con los rompimientos el grupo mis dafiado -
fue el C, sigui&ndole los grupos A y E. Los grupos F, D, y B mostra--

ron poco dafio. (Fig. 4-B y 5-B).

En el cultivo con el tratamiento II, el grupé C fue el mids -~
'déﬁado. Se observaron aberturas en todos los grupos con excepcidn del
VGQ4lo cual no sucedid en el cultivo testigo, ya que en &ste fltimo ni
fel'grupo GnielDyF présentaron aberturas; pero se observd como gru

po mds afectado el C.

Las aberturas en el bfazo largo fueron mucho mds notables --
que a la altura del centrdmero, o en el brazo corto respectivamente --
(Fig. 4~C). En &éstas tres caracteristicas en el cultivo que recibid -
el tratamiento I, siempre el grupo C fue el mds afectado, luego el gru
po B, y en seguida el grupo A. Salvo en las aberturas en el brazo cor
to en donde el niimero de &stas fue mayor en los grupos A y B,

dtra diferencia observada.fue en el grupo E. que se vid mds-
dafiado en el brazo largo, que a la altura del centrémero o en el brazo

;]

corto.

En el tratamiento II, se vid que en general, en el brazo lar

go fue donde los cromosomas se dafiaron mds, siendo el grupo C, el que-



Fig, -85,

_Efectos clastogénicos analizados en los -

cultivos de linfocitos humanos expuestos-
a la accidn de la cumarina por 15 minutos.
Detalles: ABL, Al;ertur*a en el brazo largo,
ABC, Abertura en el brazo corto, AC, Aber
tura a la altura del centrdmero, RBL, Rom
pimiento en el brazo largo, RC, Rompimien

to a la altura del centrémer*o‘.m
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TABLA  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
Romp.

B.L. 7 I 9 et -
Romp. S RE ;

B.C. I R -
Romp. en o e e T -

el centrd- 15 B 12 - 2 o2
mero. S T e ‘ '

Abert. e RS ,
B.L. 13 AT 05 R (92 I
Abert, IR ; - :

B.C. 2 TN Rt I PR T o
Abert. en SR ETP -

el centrd- 5 712 - I I
mero. ’ i '
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TABLA IV

NUMERO DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO
EN EL CULTIVO TRATADO CON COLCEMID DURANTE 15 MINUTOS

GRUPO A B c D E F

Romp, 2 - - - f -
B.L.

Romp. 2 R I - - &
B.C. )

Romp. en R . )
el'céntré_ 5 4 6 I - 2
mero. o ' )

Abert. - 2 4% 1 2 -
B. L. S '

Abert. I - I - - -
B.C. :

Abert. en . . <
el centré' 1 - ; o I .- 1" I
mero. ‘
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TABLA V

NUMERO. DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO
EN EL CULTIVO TESTIGO

Romp. 3 ‘ )
B. C. - - - - -

Romp. en . ; ’
el.centré_ 6 .2 3 T - -
mero. '

Abert. , ‘
B. L. I I I - - -

Abert. , , C
B. C. 2 R 3 - - -

Abert. en . d i
el centrd - R 2 ’ - I -
mero.



GRUPO

TOTAL

NUMERO TOTAL DE ROMPIMIENTOS Y ABERTURAS POR GRUPO CROMOSOMICO
EN LOS CULTIVOS TRATADOS Y TESTIGOS

ROMPIMIENTOS

TRATADO I.
23
7

21

55

TRATADO II.

II

5

28

TESTIGO

15

TESTIGO

11

ABERTURAS

TRATADO II.

2

2

19

TRATADO.

20

21

43

91

92

|
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mds: aberturas presentd.

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

ﬁfhe muy baja, aunque siempre el grupo mis afectado fue el C.

-

Estos resultados se encuentran resumidos en las tablas III a

VI,

+..-Aunque no se presentaron translocaciones ni inversiones de--

léfédtéb%;sé_31 se observaron miiltiples fragmentos en pequefia proporcidni

f;Enfél cultivo que recibid el tratamiento I, un carfcter im--

}:bortanté,quebée observd fue el de rompimiento mltiple, presentindose-

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

Se observd tambi&én un probable cromosoma en anillo cuyo gru-
po cromosBmico no pudo ser identificado. (Fig. 6+A). También se pre-
sentd una endorreduplicacidn. (Fig. 6-B).

En el cultivo con el tratamiento II se observd un segmento acég
trico, que correspondia a un segmento faltante en un cromosoma del gru -

po E.

La presencia de anafases se observd 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 obgervados en el -
cultivo tratado con cumarina. A, Probable
cromosoma en anillo. B, Endorreduplica-~
cidn en la que se muestra un rompimiento~
en el brazo largo RBL. C, miltiples frag

mentos.






sa
Iy dewun 27.3% en cada uno de ldé cultivos tratado II y testigo.

5 ' Una vez obtenidos todos &stos datos se aplicé la prueba de -
5X2 (Chi cuadrada) (Siegel, 1972), para tratar de demostrar si el dafio-
(rémpimientos y aberturas unicamente) existente entre los tratamientos
IiyVII y el testigo era debido al azar (hipdtesis nula) y no al efecto

-'de la sustancia.

En este caso se obtuvo un valor‘de’Zu.SS'para la X2, dos gra
dos de libertad y una probabilidad menor de 0.001 (X2 = 24.33; df = 2;

p = 0.001).

La hip&tesis nula fue rechazada. Esto demosird que los gru-
pos dafiado y no dafiado son significativamente diferentes y con la dife
fencia debida al efecto de la sustancia, presentdndose sdlo un caso de

 mil en que la diferencia se deberia al azar., (Tabla VII).
Una vez demostrado que el dafio era debido a la sustancia se-
aplicd esta misma prueba para tratar de conocer si &ste era indepen- -

diente del grupo cromosfmico.

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 hipdtesis de que el dafio puede ocurrir en --



TRATADO I

TRATADO IT

TESTIGO

VALOR DE X2

df

PROBABILIDAD

n

29

TABLA VII ¢

PRUEBA DE X

# MITOSIS
DANADAS

160

w68

24,33

0,001

# MITOSIS NO
DANADAS

409
371

‘ 297
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cualquier grupo y de que no haya selectividad por ninguno de &stos en-

particular fue aceptada. (Tablé VIII).

En estosvcélculdézno‘Seiihélﬁyé al grupo G. debido a que no-

presentd ningln tipo de dafio,
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TABLA VIII - PRUEBA DE X2

NUMERO DE ABERTURAS Y ROMPIMIENTOS (DARO)
POR GRUPO CROMOSOMICO

A B c D E F
mm0r w2 5w
TRATADO II j”sk
TESTICO ;
VALOR DE X2 = ié;éitf i

af =10 |
PROBABILIDAD = . 30 > p >. 20

El grupo G no fue incluido ya que no prestd ningflin -

tipo de dafio.
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‘DISC U s “I-’,o‘ N :

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la cuma--
‘rina si tuvo efecto sobre‘lbs cromosomas de los linfocitos humanos en-
cultivo, pues al llevar a cabo la prueba de %2 se‘comprobﬁ que la dife
fencia de dafio evaluado por la frecuencia de rompimientos y aberturas-
que existen entre los‘tratamientos I y II y el testigo fue debida a la

accidn de la sustancia y no al azar.

'Estos resultados hubieran podido variar, probablemente debi-
doa:

A.~ Que la concentracidn de la sustancia no fuera la adecua

da para producir efectos clastogénicos.

B.~- Que el tiempo de exposicidn de la sustancia fuera dema-
siado alto o demasiado bajo, como para producir los --

efectos deseados.

C.~ Que los mecanismos de reparacidn no permitieran obser--

var los efectos.
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_’”1D0l;mbi§Ayﬁéolébqfédéréé'éﬁ 1968 realizaron un experimento -~
;éﬁ;eiéaﬁe'ééfﬁfilizﬁ aflatoxinas (cumarinas sustituidas) en cultivo de
_iihfdéifés ﬁumanos; postularon que existe un patrdn definido de rompi-
mientos'que estdn confinados principalmente en los cromosomas mds gran

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

Los resultados obtenidos en este trabajo contradicen lo que-
menciona dicho autor, pues al aplicar la prueba estadistica de X2 se -
encontr® que el dafio puede ocurrir al azar en cualquier grupo cromosd-

mico, sin. importar el tamafio de los cromosomas.

En relacidn 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. Ademds el --
testigo utilizado fue expuesto a la accidn del colcemid durante 3 hrs.;
fue probablémente por esto que dicho autor no reportd aberraciones en-
su testigo. A pesar de la diferencia de condiciones, tiempo de exposi
cidn, utilizacién en ese caso de un organismo vivo y en &ste de una -~
sustancia orgdnica, los resultados como ya se menciond son similares,-
lo cual hace pensar en la existencia probable de un mecanismo.comfin pa
ra la produccidn de aberraciones cromosdmicas, que serd discutido mds-

adelante,
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Los resultados obtenidos también permiten afirmar que la cu-
marina actfia como mitostdtico y en este caso fue mis efectiva que el -

Colcemid como se muestra en los resultados.

El conjunto de los dafos obtenidos en el trabajo nos permi--
fen dar una idea del efecto producido por la sustancia in vitro, pero
estos datos no pueden ser extrapolados a un sistema vivo, pues ahi - -
existen una serie de mecanismoé y reacciones que no ocurren in vitro,-
como los mecanismos de desintoxicacibn y probablemente la sustancia --
sea eliminada. Por otra parte en el experimento la sustancia sBlo se-
dejd actuar durante 15 minutos y &sta era quimicamente pura; en un sis
tema vivo la sustancia no es utilizada en forma pura, sino mezclada --
con otros productos, esto podria hacer que el efecto de la cumarina -
quedara enmascarado por accifn de otras sustancias; ademds el tiempo -
de accibn de la cumarina y la concentracidn no seria igual in vitro --

que in vivo.

EL haber obtenido rompimientos y aberturas a los 15 minutos-
de accidn de la sustancia, nos hace pensar que de 0 a 15 minutos el --
comportamiento del dafioc sea exponencial; es decir que se vaya acumu--
lando. Se piensa también que a medida que el tiempo de accibn de la -
gustancia aumente el dafio apreciable sea menor, ya que como es sabido-
existen mecanismos de reparacidn que empiezan a actuar probablemente -
en un tiempo mayor a una hora de exposicidn a los agentes clastogéni--

COS.
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Esto iltimo se encuentra apoyado;en los resultados obtenidos
en experimentos que se estén realizando actualmente (Garcia, 1974), de
jando actual la cumarina a diferentes tiempos, y &stos parecen indicar
que en un periodo de una hofa los dafios son menores que a los 15 minu-

tos de exposicidn de la sustancia.

Para explicar como se producen las aberraciones se han suge-

rido varias ideas,pero una de las hipdtesis mis atractivas implica "la
-\

peaccibn dilatadora" o de "retraso", que estf relacionada con la libe-

racidn de la ADN asa., Puede ser que la accidn primaria de la droga o

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

algln otro organoide celular.

Tambi&n se ha sugerido que la liberacidn de la ADN asa liso-
sBmica causada por desestabilizacidn de las membranas del lisosoma en-
células diploides humanas producen aberraciones cromosdmicas. (Alli--

son y Paton, 1965).

El presente estudio forma ﬁrte de una serie de investigacio
nes, que se estén realizando en el laboratorio de Biologia Celular del
Departamento de Biologia Experimental del Inmstituto de Biologia de la
UNAM, con el objeto de estudiar diferentes tiempos de exposicién, asi-
como diferentes concentraciones de la sustancia sobre los cromosomas -

de linfocitos humanos en cultivo.
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Una' vez encontrado el rango miximo y minimo de ambos parime-
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 reparacidn.

Asi mismo es importante probar la cumarina sustituida, a la-

qﬁe se le haya introducido alglin radical, y repetir el experimento ba-

 jo las condiciones ya mencionadas en el método, con el objeto de ver -
"si el nuevo radical tiene algfin efecto diferente o si éste solamente -

‘se debe al grupo funcionaio

También seria de inter8s administrar a algunos animales la -
cumarina por varias vias durante cierto tiempo y comparar los cromoso-

mas obtenidos de &stos animales con los de otros animales testigos,

Esta y las futuras investigaciones planteadas podrian ser de

gran utilidad para el estudio de las aberraciones cromostmicas y no s

] Ov

lo nos permitirian ver los efectos que causan los clast®genos, sino --
que nos ayudarian a tratar de interpretar cdmo es el mecanismo que con
duce a @éstas, a la vez que nos proporcionarian una idea sobre la forma

de actuar de los mecanismos de reparacidn.
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