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RESUMENMN

En este trabajo se estudia la induccidn de aberraciones
cromogomicas e intercambio de cromatidas hermanas por algunos
compuestos metdlicos en linfocitos humanos in vitro.

Se realizaron tratamientos con tres concentraciones
diferentes de cada uno de los metales probados: cloruro de
estaffo, cloruro de manganeso y pentédxido de vanadio, 10, 20 y 30
ug/ml para los dos primeros vy 2, 4 y &6 ug/ml para el &ltimo.
Todas las  evaluaciones realizadas furon hechas a doble ciega,

Los resultados mostraron que el estafo indujo un aumento
significativo de aberraciones totales a la concentracion de 20 ug
en relacién al testigo (8.6% vs 3.0% con z= -2,.34 y P <'0.03). La
frecuencia de +Fragmentos sencillos se incrementd con las dos
concentraciones mas altas (20 y 30 ug con z= -1.94 y ~3.54 con
# < ©6.05). Con respec & producziln de asans el egstafio
disminuyé significativamente en relacidn con el testigo (1.33 vg
2.27).

Por su parte el manganeso incrementd la frecuencia de
fragmentos sencillos en las concentraciones de 10 ug/ml (10.88%)
y X0 ug/ml (1,957) Q!gnificativamente con respecto al testigo
z(2.28%) con P < 0.05, existiendo una correlacién entre este dafio
y el incremento de mitosis con aberraciones en las mismas
concentraciones (147 para 16 ug/ml y 11% para 30 ug/ml con P <
0.05 para ambos casos.

El estabo fue el tnico metal que produjo un incremento

significativo en el porcentaje de poliploidias a la concentracién



de 30 ug/ml.

A diferencia de los otrosbdos compuestos el manganeso en la
concentraci6n mag alta elevd de mnmanera significativa la
frecuencia de ICH por metafase (7.83 vs 6.246 del testigo con P <
0.05), Asi mismo la distribucitn de ICH por metafase mostrd que a
10 ug/ml el manganeso disminuyd el porcentaje de células con
pocos intercambios (1 a 3 y de 4 a 6), nmientras que aumentd el
namerc de células con mas intercambios (7 a 10 y mas de 11) para
la concentracitn de 20 ug/ml se encontrd una disminucion en las
metafases con 4 a 6 intercambios y un incrementd en las que
presentaban mas de 11 intercambios.

Por su lado el tratamiento mas alto (30 ug/ml) mostrd el
mismo patrén de efecto que el primer tratamiento, disminuyendo el
namero de células con intercambios entre 1ty 3yde 4 a 6, vy

aumentando las frecuencies de células con 7 a 10 y mas de 11.



INDUCT IO DE ABERFACIONES CRDRMOSOMICAS € INTERCAMEIQ D
CROMATIDAS HERMANAL FOR  ALGUROS COMPUESTOS METALICOS EN
LIMNFOCITOS HUMSNOS I YITRO

Introduccidn

En nuestra sociedad se usan actualmente cerca de
70, 000 preductos guimicos diferentes, muchos de los cualez  han
sido elaborados por el hombre para su uso diario, provocandose
por este motivo, que este se encuentre constantemente expueste =2

1., 1982; Tice, 1986).

un sinnimero de compuestos (Sorsa et
La contaninacion del sgua, aire y sueloc se debe en
gran parte a la actividad de las industrias, ya que la mayoria
de estas contribuyen fuerteménte a deteriorar &1 ambiente
aportando a este sus desechos liguidos, sdlidos v gaszosos .
funada a esta fuente importante de contaminacién, las actividades
derivadas de la vida doméstica, las emiciones automoirices, las
aspersiones y fumigacione; agricolas y otras fuentes menores de
contaminacién, | también juegan un papel importante en la
acumula;idn de sustancias nocivas en el ambiente (Ma et al.,-

1982).

Por tales motivos unas de las preocupaciones de hoy en
dia es la incidencia de estas sustancias sobre el hombre, v s
posible efecto sabre la salud del mismp, y2 que exister
numerosas evidencias que han demostrado qus 12 mayoria de estas
sustancias son capaces de oroducitr dalHo en el @rganisms, ademis
de’ poder alterar de mamera importante el material genético , lo

zusl puede conducir & la aparicion de enfermedad=s tan graves



como el cancer (Sasaki, 1982).

El control de las exposiciones a estos agentes ha sido

N

siempre un problems complejo, ya gue las metodologias que se
emplean para determninar experimentalmente el riesgo a la salud
aun san inadecuadas ,especialmente en nuestro pals, provocandose
por tal motivo que la deteccidn de los agentes genotéxicos en el
ambiente bhaya tomado amplic interés durante los dltimos afos
(Sorsa et al.,19820,

Como s& menciond anteriormente uno de los efectos mas
comunes de los agentes quimicos sobre los organismos es  la
alteracion del material genético, provocandose mutaciones las
cuales pﬁeden heredarse o prdducir alguna otra respuesta como el
desarrollo de céﬁcer o la aparicidn de malformaciones
(Tice,1984). A todos los agentes que producen algun cambio en el
dcido desoxiribonucleicao (ADN) se les conoce como  agentes
mutageénicos (Sorsa et al., 198Z).

Diversos estudios han mostrado que una de las causas
mis importantes de la morbilidad y mortalidad en el hombre estan
relacionadas con alteraciones en los chmDSﬁmas, las cuales
son  responsables - en ocasiones de gran parte de las auertes
fetales tempranas, de .las muertes de los. recien nacidos, de

‘. ’
algunos casos de retraso mental, de algunas malformaciones del

neaonato y cardiopatias congenitas, la infertilidad y muchas otras

enfermedades mas (Hook, 1982).

En la actualidad sz sabe gue la eficacia de un  agente
quimico como mutageno depende de varios factores, como por

ejemplo: Bu estabilidad en condiciones naturales y dentro de los



orgarismes, su astabilidad en selucion, el pH Optimo de aceidn,
su  trzmsformacidn metandlics v «u posible interagidér con otros
rompaeztos como er la formac:5n de complejos no covalentes
asnciascos dirsctamente a los &zidos nucléicos, inducidos cor
zlgunos  metaies y agentes intercalantes como la naranja de
acridina (Perry y Evans,1975; Sorss et al.,1982).

El hombre por sus costubres y actividades se encuentra
en contacic con una gran cantidad de compuestos quimicos, agentes
fisicos y biolégicos, de manera prolongada y constante , por lc
gque la interaccicn con ellos se ha podido catalogar como  una
exposicion de tipo crénico (Ferry y Evans, 1973).

Moutschen en 1985 propuso una clasificacidn general. de las
sustancias mutagsnicas ,dividiendolas en tres grandes grupos, y
correlacionando la rcantidad de sustancia en el ambiente y el
riesgo para el hombre:
GRUFO I: SUSTANCIAS MUTAGENICAS SINTETIZADAS FPOR ELL. HOMBRE Y
USADAS DIRECTAMENTE FOR EL MISEMO EN CONDICIONES ESPECIFICAS
A} FARMACOS

a) AGENTES ANTITUMORALES

b) ANTIRIOTICOS

c) NARCOTICOS

d) ANTICONCEPTIVOS

e) EXCIPIENTES

£) ANESTESICOS

B: PESTICIDAS

a) INGECTICIDAS



b) HERBICIDAS
c) FUNGICIDAS
d) RATICIDAS
e} MOLUSQUICIDAS
) NEMATICIDAS
C) ADITIVOS
a) ALIMENTARIOS
b) OTROS (cosmeticos)

GRUPO TII: SUSTANCIAS MUTAGENICAS USADAS EN LA INDUSTRIA O
FRESENTES EN EL AMBIENTE COMD FRODUCTD DE LAS MISMAS.

A) AGENTES ALGUILANTES INDUSTRIALES

B) SOLVENTES ORGANICOS Y COMPUESTOS ORGAND-METALICOS

C) CONTAMINANTES DEL AGUA

D) CONTAMINANTES DEL AIRE

E) METALES FESADOS
GRUFO III: SUSTANCIAS MUTAGENICAS NATURALES.

A) ALCALOIDES

B) PRODUCTOS DEL METABOLISMO MICRCBIAND

C) CONTAMINANTES BIOLOGICOS V

Dentro de V los agentes quimicos antes mencionados

énccntramos que los metales pesados poseen una  importancia
toxicolégica muy grande, ya que la mayoria de' los organismos
muestran pora adaptabilidad a elevadas concentraciones de estos
elementos. (Deknudt y Deminatti, 1978 ; Dekndut y Gerber, 1979:
Duffus, 1983) .

Dentro de los metales podemos encontrar a los 1lamados

metales pesados y a los ligeros, de los cuales alounos cson

elementos traza (Duffus,1987; Lenhinger,1982). Un elemento traza



he  sido definida  coas aguel! gue ze encusntira presente  er la
conrbers  tese@strre en gna Lancentracidon de 1000 ppm o mEROE,

z2 derntro dsz  1s tahla periddica soloc doce de estos

Oxigeno, Silicio, Alumirio, Hierra,Calcia, Sddio,
Fotasio, lMagnesioc, Titanio, Hidrdgeno, Fésforo y Manganeso). For

dos han sido definidos como elemsntos

w

otrn lavo los metales pec
cuya dens:dag ee  suparior & Sg/cm-3, mentras que lé;
Jigeres presentan una densidad 1n7erior a Sg/om-3, siencao mughca
de estos escenciales para la vida (Dufus,1967).

La. toxicidad y el peligro de los metaies y derivados
metadlicos tanto a nivel de las enfermedades de tipe ocupacional y
el riesgo que representan estos para lz salud como contaminantes
ambientales ha terido un gren interds (Hahon,1984). La zgencia ds
proteccidn embiental de los Estados Unidos d= Norze América ha
definido a algunos metales como 2! berilio (un metal traza
ligero) y al mercurio (un metal traza pesado) coma peligrosos,
mientras que e! bario, cadmio, cobre, mangeneso, niquel, zinc y
estafo son considerades como potencialmente peligrosos (Deinudt
y Deminatti,1978:. Deknudt y Gerber,1979; Umeda y Nishimura,1979:
Andersen et =1.,1928%3:  Duffus,i982), vy cuyo manero v uso debe e
mantenerse bajo control. De los mencionadas anterioraments, todos
excepto el mangeneso son metales traza, mientras gue 2] berio es
el unico metal no pesado de este g-upoc (Duffus, 1983,

2in  embargo auncue muchos metales son peligrosos al

encontrarse &n  allas concentraciones en el anbiente o .en It

organismos, ‘wetos tembien juegar un papel importante dentro de

la vida normal de los mismns ya gue algunos ce ellos  son

L1



microrutrientes escenciales como elvanadio (M), el wmangzneso
(Mn) v el estano (Bn) (Duffus, 1983).

El vanadio es uno de los metales que ha mostrado ser

S indispensable en la dieta de algunos animales como los pollos y

las ratss, sirviendo este para su crecimiento, siendo ademds

indispensable en la nutricidn y desarrollo humane (Hopkins vy

Mohr, 19745 Siemon et al

, 1983

Aungue &l vanadio no es un contaminante corriente en el
ambiente se pueden encontrar grandes cantidades de este en el
medio por efecto del uso de combustibles de tipo fdsil como el
petrdleao y de elementes como el carbdn, para la abtencion dz
energia, dando como resultado su acumulacidn y produciendose asi

un  gran i1mpacte en la salud humana (Sabbioni y Erazzelli, 1983).

Fara el vanadio las concentraciones maximas permi;ibles
en el agua putable deben de ser de 0.1 mg/l-1 (Holdway vy
Sprawe, 1979) .

En el ambiente podemos encontrar al vanadio de diversas
formas quimicas, de las cuaies la mas importante por ser la mds
tdxica para los mamiferos es el vanadio pentavalente

(Roshchin, 1767).

Estudios realizados por Fhillips y Col. {1983)
demuestran gue altas concentraciones de este elemento son

encontradas frecusntemente en el rifdn, el cual parece ser su
principal drgano blanco .Como micronutriente interviene en la
regulacidn de la excrecidn del agua y sales, interactuando vy
modificando la bomba de sodio en &l rifign observandose gue en

forma de vanadato incremnenta la eliminacidn de solutos y agua



ta cosible acumulacidn en

poe l1a wiz uripar:z, inhk:iblends ad
el rifidn de iones crydnico:s as: como de 3lio ., potasio y ATF-zsa
renal {English =zt a1.,193%).

Diversos estudios han moeirado aue concentraciones
microme’ares de este elemsnto estimuian la ncorperacida de
timidina en el ADN , asi como la prooorczidn oe la divisifn
reiular en fibroblastos humanos, mientras cue las concentraclones
super:éres a 47.uM del 16n vanadato son ténicas para la célula
(Clereci y Bra:elli, 1783)., Otros trabajos realizados por
log mismos sutores han revelado gque el wvanadato incrementa la
velocidad inicial de digestidn del ADN del timo ‘de ternera,
revelado esto por la densidad dptica mostrada.

A nivel citcgenético el idn vanadato al ser aplicado a
células de Allium cepa mostré tener efectos a nivel de 1la
division celular, produciendo la aparicién de células binucleadas
e inhibiende la formacién de 1a pared celular {(Mavas gt
al.,1984)

For su lado el manganesn es un metal pesado ampliamznte
distribuido y muy empleado en la fabricscidn gel acero (Duffus,
196873, porllo que es importante desde el punto de vista laboral .
Se ha observade que la intoricacidn cen este metal produce un
desorden neurologico same jante al sindrome da Parkinson
(Redier,1975), notandose al principio cambios conductuales
indicativos de disfunciftn cereb-al., in 2mbargo cuantifizaciones
de ARN realizedas en el cerebro y cerebelo de personas normales y
afectadas con &1 malrde Parkinsdn , difieren significativamente
en ambos casos, s:i:endo mayor la concentraczidn de esta molécula en

neuronas Yy neuroglia de casos sevaras del mal de Parkinsdn



(Gomirato y Hydem, 1%60).

Los eztudics histoguimicos.realizados por diversos
investigadores han mostrado gue algunos metales pesados  son
componantes naturales de los lisosomas (Burn  y Brunk, 1770),
siendo el manuaneso el metal que con mayor frecuvencia se acumula,
sin embargo se ha visto ademds que este metal tambisn tiare una
gtan afinidad por las mitocondrias (Cotzias, 1958). En trabajos
realizados para evaluar la toxicidad ce este metal, empleando
enzimas lisosOmicas en tejidos cerebrales, se logrardn observar
cembios en la concentracién de ADNasa y ARNase en el mismo
6rgano, 1o cual indica que 2! manganeso probablemente realiza, o
irterviene en el proceso catabelico (Zonek y Olkowski, 1963).

For su parte Hoffman y Morgan (1984) basandose en
estudios realizados a nivel nutricional, pudieron establecer que
una de las mayores fuentes de exposicidn a agentes mutagénicos de
tipo quimico proviene de los alimentos, pudiendo también ser una
fuente potencial de carcinégenos, comolpor ejemplo el estafo,
hetal gue se encuentra én los alimentos enlatadné, lograndose
cu;ntificar en cantidades variables dependiendo‘de factores como
el pH del contenido, la témperatura de almacernamiento, el tiempo
del mismp etc.' (Schafer 9 Femfert, 1984).

El estafio es urno de los metalez que se encuentra
comunmente en los alimentos. Aungque en animales como la rata se
sabe que son necesarins de 1| 2 2 mg/kg de peso de este elemerto,
no se ha podido comprobar que en 21 hombre el estafio sea un
elemento traza escencial (Schwarz, 1971), considerandose por

muchos anos como un compuzsto no toxico, =mpleandose ampliamente



comn dtoca terspeotice (Sckafsr o Femfart. 19840,

P-4

nuveles RERimos permitidos de estafo - al.monios

gt
hi

Lo
seten  marcados  an 250 mghg (Schater y Famfert,19B4; Durfus,
i?82) , mientras que l& dds: ietal media de compusstos  coms

~
a0 2

d

m

el cloruwro de esta 2: mu/ky de peso para =nimelss como &}

1l

ratdr vy pars &1 tetvaslorure de 2 afo de 4! moskg de paso de el
miemo ansmal (Schafer y Femfest, 1984).

Lose mayores protlemas de envenenamia2nto o 1ntosicacidn
con metales a partir de comida enlatade vienen de la
contamiracedn de esta por més de dns metaies, como. por 21emplo
la inclusi6bn de plomo en latas estafadas (Rouseff y Ting, 1780),
o por un mal proceso de estafhedo de los envases, provocandose una
contaminecion de los alimentos por estos elementos (Warburton et
al.,;1942; Benoy et al.,1971; Theuer et al., 1971; Barkér y Funte,
1972; Omori g% al.,1973).

Ante 1a gran incidencia de mut&genos en el medio, )Ja
mayoria de los investigadores se han planteado dos preguntas
"En que parte del ambiente se localizan las sustancias

mutagénicas ¥ " y "como pueden ser detectados estos agentez y
eveluado 21 riergo de2 da%o para el hombre 7" (Moutschen., 17835).
Fara tratar de responder & estas preguntas hace algunos

e se empeze  a desarsollar un d&rea la cual cenjunta a la

Toxicnlogia y & la FEenética, a la gue s@ llapo dGenética
Toricoldgica, la cual implementd una serie d= sistemas bioldgicos
de prusba para poder evaluar el poder mutagdnico y carcinogénico
de los  ag=ntes contaminantes quimicos, ficicos y bioldgicos,

para de £sta manera tener un pardmetro de evaluescién del riesgeo



para el hombre (Hoffman, 19813 Tice, 198¢).

Dentra de la  CGenftics Toxicoldgiza l& variedad ue
si1stenas empleados pars eveluar el dalo producido al ADN por los
diferent=2s agentes es muy amplis, abarcando desde los sistemas de
microorganismos hesta sistemesz compleios como ssrian animaies de
laboratorio, pasando por plantas y c€lulas en cultive, aungue en
muchos de los casos no siemsre sea facil evaluar el riesgp rea:l
para el hombre con base en los datos obtenidos a estos niveles.

Los diferentes sicstemas bioldgicos de prueba se pueden

iy

eparar en 4 grunos

grupa I: Son todas aguelilas pruebas que detectan el posible dafo
al ADN producido por gufmicos a nivel molecular, pudiendo dar
informacidn suficiente para clasificar a lag sustanciag como

mutigeno potencial.

53

ecupo I7: Incluye a las pruebas que estan dirigidas a detectar
mutaciones & nivel celular, ya sea de una manera directa o
indirecta, mediante el empleo de microorganismos, plantas
superiores , células en éultivo ] mamiferog completos, lo que
permite tener un mayor poder dg resolucidn.

Grupo 111 Son todos aquellos sistemas que proveen de
observaciones de los efecfos directos de los agentes mutageénicos
sobre los cromosomas.

Grupno IV: Recopila a una serie de ensayos a largo plazo , cuya
informacidn fundamental es la del efecto de los agentes sobre la

descendencia de los organismos tratados.

GRUPD  1: PRUEBAS DISENADAS FARA DETECTAR LESIONES A NIVEL
MAOLEZULAR

10



v -En lez diferentes tipos de ALN won ad:iz:ién e la

Gozmeidn microsdiics: o no)d

1t

~nfidelidad en le sinteszis de ADN
b} ~En las proteinas ‘p.e. la "emoglobina)l
GRUFD  I1: ®RUEBAT LICENADAS FARA DETECTAR MUTACIONEZ A NIVEL
CELULAR
AY DIRECTAS
&} ~Drganismos inferiores

~-fagos

-bacterias (E. coli, Salmoneila typhymuerium?

-levaduras (Saccharomyces cerevisiae)
-hongos (Neurospora crassa, Aspergillus)

-protorooarios (Faramec:um aurelia)

b) -Organismos superiores

-plantas (Tradescantia, Vicia faba)

-mamiferos {(ratén; conejo, hsnster, hombre)

B) INDIRECTAS
a) -Ensayos mediados por el hospedero
-conejo: + Salmonella + Neurospora.

-raton: + Salmonells + Nevrospora.

~rata: + Salmonella + Neurcspora.

~hamster: + Salmonella.

BRUFD - TII; FRUEZAZ DIZENADSS FARA ESTIMAR LA THNDUCCION DE‘ DANp
CROMOSOMICD (EFECTD CLASTOSENICO) .

Tradescantia f(cranas de polen)

11



Trillivm (granos de polen?
zanzhoria, Nicotiara (Cultive ge tejicos)
.
b} Animales

Conejos: hamstrer; ratdn; rata; y hombre.

E: In vivo

a) Flantas
Cebada

ceholls

Trillium

b Animaleé
Raton (%)
tata (%)
Hamster: (#)
* (espermatogenesis y medqla osea!l

GRUFO  IV: PRUEEAS DE MUTAGENICIDAD A NIVEL DE ORGANISMOS
COMPLETOS :

A; Flantas
Cebada
maiz
chicharo

EB: Apimales
Drosophila
Habrabracan
Raton.

(Fishpein et al.,1970; Hollander, 1971a; b; 1973;71976; Hollander

y de Serres, 19783 Mautschen, 1985).



Dentro de 1los sistemas bioldaicos de prusba antes
mencionados, el cultivo de células de manifero se ha considerado
como uno de los siscemas ideales para poder evaluar los efectos
citogenéticos de una gran cantidad de agentes mutagénices,
siendo el cultivo de linfocitos uno de los mas ampliamente usados
para egste Tin (Maher y McCormick 19825 Natasrajen y Obe, 1982).

Loe linfocitos humanos representan una poblacién de
células las cuales se encuentran exclusivamente en el estado de -
Go presintétice del ciclo celular (Fig.l) , en el cual su
activida&'bioquimica y fisialégica esta muy deprimida, tanto que
shlo el 2 porciento de los linfocitos perifericos muestran
actividad replicativa del ADN (Nataraj)an y Obe,1982), y que
probablemente provienen de un grupo de células linfoides del tipe
de 1los 1linfocitos t estimulados o de algin tipo de célules
plasmaticas inmaduras, las cuales representan linfocitos E
eétimulados también (Ling y Kay, 1975) (Fig.2).

Nowell en 1960 mostré por primera vezr que podia existir
la posibilidad de estimﬁlacidn de los leuvcocitos humanos,
logrando su divisién mitética‘;g !gggg por la adicién de una
sﬁstancia llamada fitohemaglutinirna (FHA) | siendo en 1962 cuando
Carstairs determinéd que las células blanco de la FHA eran los
linfocitws, estableciendo qua estos no son células en un estado
total de diferenciacitn y que conservan su pluripotencialidad,
(Natarajzn y 0Obe, 1982).

Diversos estudios clinicoe muestran que en la sangre de

las personas norrales las concentraciones de linfocitos wvarfen



arandemente dependiendo de la edad, encontrandose por eiemplo
gue en un e2dulto de 21 afos el namero de estas células
es de 2500/mm3 , mientras gue en los r;cién nacidos la cantadad
es de més del doble (8500/mm3) (Natarajan y Obe, 1982).

En el hobre e) BOL de los linfoccitos periféricos son
pequeﬁns, miantras que aproximadamente un SY% son medianos y uwn
13% de estos pertencen a las células grandes llamadas de tipo
linfo:de (Natarajan y Obe, 1982).

En los adultos el 70% de los linforitos son de tipo T,
mientras que el 30% corresponden al tipo ge los linfocitos B,
pudiendo variar estas proporciones Eon la edad (Smith gt al, 1974;
Steel gt al.,1975).

Desde el punto de vista de la mutagénesis el linfocito
ofrece una serie de ventajas gue lo hacen muy interesante, como
el hecho de presentar larga vida, lo éual permite que este
acumule lesiones en su ACN, ‘ademés de encontrarse en un estado
definido del ciclo celular (Go), 1o que permite que mediante la
adicién de agentes mitogénicos como la fitohemaglutinina (PHA)
puedan ser inducidos a la divisién en condiciones cdntrolables, Yy
por Gltimo, estas células han demostrado poseer una baja
actividsd de reparacién, por lo gue durante mucho tiempo ha sido
unm..d; los sistemas ideales para €l estudio dél efecto de la
exposicidn crdnica a bajas concentraciones de mut&genos,
pudiendose ralizar una gran variedsd de andlisis como 1)
aberraciones cromoséSmicas en metafase (Fig. 3)y 2) micronGcleos
en interfase (Foto.1) 3) Intercambio de cromdtidas hermanas en

metafase (Fig.4) 4) mutaciones puntualzs en interfase , )
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Ascciaciones de satélites en meiaftase (Fig.9), o) infidelidad en
la sintesis del ADN  7) Cainética de la divisién celular (Evans y
O0'Rioraan, 19753 Natarajan y Obe, i982; Albertini et &l.,1982;
Moutschen, 1985)

Las lesiones inducidas en el ADN de los linfocitos per
agentes mutageénicos, pueden estar sujetas en algunos de los
casds a la repara;ién , a pesar de la baja actividad, (Ferry y
Thomson, 1984), conduciendo a gue las lesiones no reparadas o
mal reparadas formen mutaciones puntuales vy aberraciones
crpomosémicas importantes . Los efectos primarios de los mutdgenas
en el ADN generalmente puden ser evaluados por diferentes vias,
como por ejemplo las bioguimicas, o con el empleec de algunos
m&todos citoldgicos y microfluoromé&tricos (Natarajan y Obe, 1982).

Mediante el empleo del cultivo de linfocitds se ha
podido demostrar que agentes como la Mitomicina~C (Shiraishi gt
al., 1979), 1la estreptonigriha (Andersson, 1981) , la bleomicina
(Vi jayalaxmi y Evans,1982), el DDT (Leszsa et al., 1776}, el
malathion (Moutschen 198%5), el benzopireno ( Doloy st al.,1978) ,
los rayos-X (Abramovsky et al., 1973) y los virus (Gardnef,
1981) son capaces de procducir dafic en el ADN ,

Hasta hace aigunos anos la mayoria de las  técnicas
empleadas en citogenética para detectar el efecto mutagénico de .
agentes quimicos, fisicos y bioidgicos en los cromoscomas
empleaban las tinciones convencionales (Giemsa,etc), por lo que
se tuvo la necesidad oe buscar y disenar metodolugias mds
sensibles que pudieran detectar &lgun otro tipo de da&afio no

observahle con estas . Por tal metivo a partir de 1974 Latt, vy



Ferry y Wolff implementaron una técnica de tincidn diferencial de
cromidtidas hermanas que ha aportado valiosos datos acerca del
efecto de las. sustancia gquimicas en &l ADN, desarrollsndosa
ampliamente hasta la fecha, ya que ha demostrado ser altamente
sensible, pudiendose detectar lesiones en 1 ADN aun a
concentraciones de 10 a 100 veces menores que las usadas
*comndinmente para producir aberraciones crompsdmicas (Wolff, 1977),
pudiendose usar en una gran cantidad de sistemas bioldgicos de
prueba incluyendo al humano (Morimoto y Wolff,1980; Waksuik et
al.,1981; Schneider et al.,1982).

La técnica de intercambio de cromidtidas hermanas se
basa en la incorporacidn de S-bromodesoxiuridina (BrDu) al ADN
durante dos ciclos de replicacidn continuos (Fig.5) y su
pcsterior revelado mediante el uso de un colorante fluorocromado
Hoechst—332SB en combinacién con luz ultravioleta y colorantes
como el gismsa, de €21 modo aue las células cuyo ADN‘ha'
incorporado BrdU por un ciclo de dupl;cacién (monofilarqenta
sustituidas) teNMiran de una manera homogénea, mientras que las
células que ya han pasado pér dos ciclos de replicacidén vy cuyos
cromosomas muestran Qna cromdtida monofilarmente sustituida y 1a
otra bifilarmente sustitugdé, teffiran de una manera diferencial,
obscura ‘la primera y palida la segunda (Fig.Zh) (Ferry y Wolff
1974) pudiendose evidenciar de esta manera los intercambios entre
las cromdtidas hermanas sin ningun problema. Los intercambios
invalucran la ruptura de cadenas dobles de ADN én ambos brazos
del cromosoma y su posterior reubicacion , sin llegar a alterarse

la morfologia del cromosoma (Perry y Evans,1975).
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Sabiendo que- la mavoria de los agentes quimicos
ambientales pueden llegar a presentar una actividad mutagénica,
lo cual puede poner en peligro le estabilidad hereditaris de las
futuras generaciones, y dada la necesidad de desarrollar sistemas
de monitoreo que permitan evaluar el posible dafio producido por
bajas concentraciones de guimicos o la activided de algunos
compuestos cuya accidn es conciderada débil con respezto a otraos
mutdgenos, en este trabajo se pretende evaluar mediante el uso
del cultivo de linfocitos humanos el posible dafio cromosdmico
producido por I metales conocidos. por su baja actividad
mutagénica o' nulo efecto, con el objeto " de contibuir al
establecimiento de metodologias quz permitan detectar el posible
efecto producido al ADN por estos compuestos conocidos como
mutagenos deébiles, asi como de realizar un andlisis amp}io de los
parametros de evaluacidn empleados ca@dnmente_eh el cultivo de

linfocitos y sus aplicaciones.
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MATERIAL Y METODOS
A) Cultivos:

Linfocitos de  sangre periférica de donadores ‘sanus
fueron puestos a cultivar en 4.75 ml de medio McCoys SA
(microlab) suplementado con 0.25 m1 de fitohemaglutinina M
tmicroleb), durante 72 horas a 37°C en la obscuridad.

A las 24 horas de iniciados los cultivos y una vez que
las célulés estan aclimatadas y empezaron a dividirse ‘se le
adiciond a . cada frasco 0.1 ml de una solucién de S—bEdU (sigma)
(200 ugfﬁl). A las 70 hévas a cada cultiveo se le adiciond 0.1 ml
de una solucidn de colchicina (Merck) (100 wg/ml), hasta
coapletar las 72 horas. Una vez transcurrido este tiempo las
células se centrifugaron a 1000 RFM durante S5 minutos y el
paguete celular se sometid. a un chodue ‘hipotSnico con  una
solucién  de cloruro de potasio (KC1 G.075 M) por 20 minutos a 37°
C. Posteriormente se centrifugaron nugvamente las células y se
fijaron en una solucién de Metanol-acido acético (3:1)
realizandose tres cambios de esta dejando reposar en cada una
de -ellas 20, 15 y 10 minutos Pespectivamenté. For dltiho las -
preparécicnés se realzzaron por goteo y se dejaron secar al aire.
B) Tratamientos:

A las 24 horas de iniciados los cultivos se ralizaron
los tratamientos con los compuestos metalicos elegidos para este
trabajos 'Cloruru de estaho (6nCl2), Cloruro de manganeso MnCl2 y
el pentoxido de vanadio (V208), con las concentraciones de 10, 20

y.30 ug/ml de cultivo para los dos primeros compuestos y de 2, 4

ie



y & ug/mi para el (ltimo, siendo en todos ios casos seleccionadas
las concentraciones en base a exparimantos prelim:nares. En tndos
los casos les sustancias Tuwron disugltas en acua destilade o
esterilizades por. filtracidn empleando membranas Millipore de
0.45 u de poro, siendo adicionada de manera simultinea agua

desztilada a los cultivos testigo. En todos los casos los cultivos

I
[11]

~e¢alizaron por duplicado y con una repeticion,

C! Tircion diferencial de cromatidas hermanas ‘TDCH}.

Una vez obtenidas las preparaciones, estas se tineron
con una solucion de Hoechst-3I3I258 (0.1 ug/ml) durante 20 minutos
en la obscuridad. Fosteriormente las laminillas se lavaron en

-

anua  corriente y se 1rrvediatron con luz ultravioleta por 2 horas
sumergidas en una solucidn de KC1 G.075 M. Transcurrido este
tiempo las preparaciones se incubaron por 60 minuics en  una

ne (2.2 Mde clorureg de gsodic + 007 M de

[

al

i

solucion citirato-
citrate de sodio) 2X88C, a &40°C. Finalmente las preparaciones se
lavaran y se tifleron con una solucidn de Giemsa (Sigma) (1:30) en
agua corriente durante 20 minutos, despugs de los cuales sao
lavaron al cﬁorro de ague ¥ se dejaron secar al aire.
D) Evaluaciones:

Todas las evaluaciones se realizaron a doble
ciego en un microscopio de contraste de fases Zeiss.

1) Altsraciones cromssomicas

Se analizaron un minimo de 35 metafases en prinera

divisidn por concentracidn para cusntificer el nimero y tipo de

aberraciones cromcsbmicas. tomando como parimetro la



clasiticacion propuestsz por Cvans y O°Riordan en 1975 (Cuadro 1).
conziderandoss dentro de estas a las pgpliploidias (Foto &), las
endoreduplicaciones (Fotu 31 v las pulverizaciones .

ii)  #Analisis de la cinética del ciclo celular e indice

mitotico.

Fara determinar el indice mitotico se contabilizaron
1000 ceiuvlas al azar, determinando mediante le siguiente formula
- . . N
ia proporcion de celulas en division:
No de células en metafase

I.M.= - - X 100
No de células totales R

mientraz gue para ls determinacion de la cineética del caclse
celuler se observaron 100 células en metafase por concentracion y
al azar cuantificando las células en primera divisidn (Fogo 4),
seqgunda division (fotp 3 y terceras. o sucesivas divisiones

(Foto &).

For otro lado y aplicando la siguiente férmula
propuesta por Tice ( 198& ) se obtuvo la tasa de divisidn

linfocitica:
TDL= 1 %« (1) + 2 X (II) + 3 X (I1D)
en donde I, II y IfI r2presentan las praoporciones de células en

primera, segunda 1% tercera o subsecuentes divisiones

respectivanente.

ii1) Interzambio de cromatidas hermanas (ICH) .
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El . anédlisis de la fercuencia de ICH se realizd
observando Jni minimo de S5O metaféses bien ewtendinas €0  segundop
ciclo de duplicacidn, cuantificandose el numero v tipo de ICH,
considerandose a los terminales como un intercambio , y 2 los

intersticiales como dos intercambios (Fig. S5c).

1v) Asociaciones de satélites (AS)
El andlisis del ndmero v tipo de A5 (Fig.&) s& reaiizd
en un minimo de 60 celulas en metafase de primer cicle siguiendo

para esto los criterios de Zang y Back (1968).

v) Analisis estadistico
El andlisis estadistico de los resultados se Peali;é
aplicando la prueba de diferencia de proporciones para las
aberracicnns cromasdmicas, asociaciones de satélites ', indice
mitébicu‘ y para la cinetica de division celular, y para la
di;tribucidn de ICH por mebtafase en los distintos experimentos
se apl;cé la %2 para. proporciones ,mientras Qgue para la

frecuencia de ICH por metafase se aplicé‘la prusba de "t de

Student.



RESULTADDE
Cloruro de estafo (SRC12). .

1) Alteraciones cromosdmicas:

i) Aberraciones;
En la tabla I se muestran los resultados del analisis

de las aberraciones cromosdmicas inducidas en cultivos de
linfocitos por el cloruro de estafo, observandose que &1 ser
tratados los cultivos con 20 ug/ml se obtuvo un incremento
significative de absrraciones tctales con relacidn al testigo.
(B.&6 % vs. .0 % con I= —2.36vy P < 0.05). Al establecer 1los
diferentes tipos de aberraciones se encontro gque la frecuencia de
fragmentos sencillos se incrementd ccnfo;me a la concentracian,
mozirando efectos =ianificativos en las dos concentraciones mas
altas (20 y 30 ug/ml, 2= -1.94 y —-3.54 con '{_0.05),con respecto
a la produccian de.gaps el cioruro de estafic 20ug/ml)  produjo
una disminucidn significativa con respecto al testigo (1.33 wvs
2.77 del testigo), lo cual resulto estadisticamente significativo

mientras que en los demds tipos de alteraciones no  hubo

diferencias estadisticas.

2) Asociaciones de catélites (AS)
i} Frecuencia de AS por metafase.
En los cultivos tratados con 10 wg de SnCl2 hubo wun
incremento significative e&n el porcentaje de asociaciones
cromosdmicas totales (BS5.50 % vs 57.00 7 con P < 0.001),

modificandose por este motiveo las frecuencias de asociacion
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ezperadas para lzs cromosomas ‘DY vy "6GY las cuaies son.de 60 Y vs
40 Y (Hansszon, 1578, con PO, 08 con respecto al festigo (Tabla
11 .

For su lado al establecer la distribucidn del nldmero de
aspciaciones por célula (Tabla I11) no =e encontrd ningdn efecto,
mientras que al analizar la diztribucidn del ndmerc de cromoscmas
intervenian en cada ssociacaidr tampocth se observd cambios

que

signiticativos (tabla IV

) Cinética de divisizn celular
i) Indice mitdtico (IM).

Fara este punto se realizaron 2 evaluaciones - tomando
dentro de las preparaciones dos puntos de referencia diferentes
al inicio de cada‘conteo, tfig.8), encontrandu que en ambas
revisiones los resultados obbtenidos fueron diterentes (Gréfica
1. E} primer indica mitdtico determinado mestrd que existid una
elevacidn del nimero de c€lulaz en division ern las dos primeras
concentracioneé (3.3 'y 5.3 Vs I de! testigo sxenao solo
significativo el incremento de este parametro en la concentracidn
de 20ug/ml  (Z= 2.57 con F<0.01), mientras que en la dltima
concentracién  30ug/ml existid una disminucidn no sigrificativa
en el indice mitdtico (1.9 vs 3 del testigo).  El segundo Indice
calculado mostrd ser mas conetante , no epcontrande diferencias
entre los valores de los cultivos trabtados y el testigo.

Fara poder sstablecer si ezistian d:ferenciaz sntre las
dos determinaciones realizadas, adenas de la prueba de "z" usada

- ’
para cada uns de estas, &g aplico un andlisis de varianza



encontrando gue las dos determinaciones son diferentes (F < (.05)

lo cual muestra la poca consistencia de este parametro.
.

ii) Frecuencia de division.

En la grdfica 2 se muestran los resultados  de los
porcentajes de celulas en primera, segunda y tercera o sucesivas
divisiones en relacidn a la concentracidn, encontrando que en el
tratamiento con 20 ug/ml hay una disminucibén en el nlmero de
metafases en primer ciclo (28.8 %) con respecto al testigo
{42, 97%) y mientras que en la misma concentracion existe un
incremento de las metafases en tercer ciclo (44.8 % ve 29.8 7 del
Testigo) siendo en ambos casos significativos con P € 0.05 y P <

0.01 respectivamente.

4) Intercambio de cromatidas hermanas (ICH).
i) Frecuencia de ICH por metafase.
Los resultados de ;as frecuencias de ICH por métafase
en los cultivos tratados con SnCl2 mostrados en la grafica 3
hacen evidente que este metal no produce incrementos
significativos , en 10 y 20 ug/ml se ve un aumento, mientras gue
en J0 una reduccidnsin embargo el andlisis estadistico indica
gue no  son significstivos con respecto al  testigo al ser
aralizados con prueba de %" de Student .
ii) Distribucion de ICH par metafase.
A1 realizar el andlisis de la distribucidn del mdﬁero
de ICH por metafase tampoco se encontraron efectos producidos por
el estano (Grafica 4).

Fentd«ido de vanadio (VZ03).



1) Alteraciones cromosdmicas.
il éberracioqes cromosdmicas

En 1a tabla V se muestran los datos obtenidos con aste
metal y se puede observar gue estadisticamante no produce dano
cromosdmico al ser aplicado a los cultivos de linfecitos humanos
er las concentraciones de Z, 4 y & ug/ml.

2) Aspciaciones de satélites (AS)
i) Frecuencia de AS par metafase

Los resultados de las aseciaciones de satélites en los
cromosomas de linfocitos tratados con el VI0S musstran que este
metal a la concentracidn de 2 ug/ml aumenta significativamente la
media de asnociaciones totales (F < 0.01) con respecto al
testigao, ademés que a &6 ug/ml el ndmero de celulas con
asociaciones se ve incrementado (4Z.00 %4 vs 32.50 % del' testigo)
Signdo significativo con P <« 0.05. For otro lado en la
concentracidn de 4 ug/ml también se observd que el total de
asociaciones aumento, pero en este caso la diferencia no es
estadisticamente significativa (tabla VI) .

For su parte este metal a . la concentracion de 4. y 6
ug/ml  produwyo un aumento significative en la  proporcion de
células con asociaciores {48, 00% para 4 ug/ml, Z=-1.71 y F{0.05,
v 48.78% para 6 ug/ml, Z= -1.72 y P<0,05).

Le distribucidr del ndmero de asociaciones por células
se@ muestra en la tabla Vii. En todos leos casos (2,4 v 6 ug/ml) se
encontrg una disminucion significestive del porcentaje de celulas
con una sola- asociacidn s incremantandose significativamente en

las mismas concantraciones el ndmerc de metafases gque presentaban

3]
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2 asociaciones al ser comparados los datos con los mostrados por
el testigo. N

Al anslizar las distribuciones del nadmero de cromosomas
que intervenian en la formacidn de las asociaciones sa
encontrd que este metal no aumenta el ndmera de cromosomas

totales ascociado= por complejo (Tabla VIID).

3) Cinetica de divisidn celular
i) Indice mitdtico
Al igual que el estano en el caso del vanadio se  vio
afectado 21 indice mitdtico de los cultives tratados con respecto
al testigo, tanto en el primer contéo como en el segundo (Grafica
5). Al analisar €l primer indice mitotico se encqntré que en las
tres concentraciones los datos obtenidos fueron estadisticamenté
significativos con respecto al testigo, mientras que en la
segunda evaluacion solo la concentracion mas alta (bug/ml) mostro
una elevacion del indice mitdético . . l
ii) Frecuencia de division.
En la grdfica 6 se puede observar los resultados
obtenidos del conteo de células en los diferentes ciclos de
divisidn encontrandose en todos los casos  un comportamiento

similar, teniendo un incremento de células en primera divisidn,
una disminucidn de las células en segundo ciclo y un nuevo
aumento de las células de tercera, siendo solo en la
concentracidn de bug/ml las terceras divisiones

significativamente mayores a las mostradas por el testigo (I=

2.71 y PL0.LOD)
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4) lntecambio de cromatidas hermanas.
i1} Frecuencia de ICH por metatase.
Dentro de este parametro el vanadio tampoco tuvo

efectos estadisticamente significativos, siendo 2n todosz los

tratamientos los resultados similares al testigo {(Grafica 7).

ii)Distribtucion de ICH por metafase.

Con resgecto al nimero de intercambios de cromavidas
hermanas por metafazs v la distribucion del nﬂmero de células con
pctos eventos se encontréd gque e1 vanadio en la concentracion de 4
ug/ml elevd la frecuencia de células que no presentaban
intercambios asi como de las que mostraban una frecuencia de 1 a
32 intercambias por célulay, con F < de G.1 para ambos casos,

mientras que para la concentracidn de & ug/ml se. elevd 1la

frecuencia de células sin intercambios y las d2 1 & 3 con P 4

0.01 y con P < 0.03 respectivamente.

Clorura de manganesa (MnC12).
1) Alteraciones cramosomicas.
i) aberraciones cromosémicas.
Er 1= tabla IX ze muestran los resultados obtenidos al
tratar jinfocitos humanos en cultivo con difurentes

concentraziones de MnCl2. observando gque este netal incremsntd la

frecuencia de fragmentos sencillos en las concentracicnes de {3
ug/ml  (10.82 %y R0 eg/el (2.55 ) significavivamente con
respecto al  testigo (2.28 %) con P 4 0,05 eristiendn una

.. - . . -
correlacidn entre eszte dano y el incremento de aitosis con

aberraciones en les mismas concentraciones ( para 10 wy/ml 14 %

b



y 30 ug/ml 11 % con P < 2.05% para ambos casos).
Deritro de las aberraciones cromosdmicas evaluadas se

N
consideraron @ las poliploidias ¥y a las endorreduplicaciones
-

(fotos © ¥y 3) como un solo evento (aumento en el ndmero "n" de

cromosomas), siendo este metal el dnico que produjo un incremento

s:gnificativo de este tipo de dafho a la ceoncentracion mas alta
(20 ug/ml).
2) Asociaciones de satzlites.
i} Frecuencia de AS por metafase
En la tabla X se puede observar gue el ménganasa no
mostro efecto en el incremento de células con asociaciones
encontrandose que éoln l1a concentracidn des 10 ug/ml elevd la
Trecuencia de asociaciones totales con respecto al testign £101f5
ve Bi.S5 con P < 0.05). Ademas se notd que en tanto en  los
zultivos testigo, asi como en los tratados con 10 y 20 ug/ml las
frecuencias esperadas de asociaciones (60 7% para "D" y 40 7% para
"G") se vieron modificadas estadisticamente (P<0,03 ai aplicar X2
para proporciones (Marques, 1987).
El manganeso solo en la concenfraciun de 10 ug/ml‘increhenté
‘la proporcidn de células con tres asociaciones con respecto  al
testigo no mastrando h1pgﬁn efecto en las otras concentraciones
tTabia XI}. For otro ‘ladn en la tabla XII se ilustran los
resultades de la distribucidn de cromosomas por AS éncontrandoee
Jue  este  compuesto a 20y 30 ug/ml elevd la frecuencia de
asociacionegs que pressntaban I y 4 cromosomas respectivamente.
3) Cindtica de divisidn celular

i) Indice mitdtico.
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Al igual que en los casos anteriores el  manganesc

si efecto el {indice mitdtico de 1los linfocitos tratados con

.
este metal. E1 primer {ndice mostrd un comportamiento similar al
del . vanadio, observando una disminucidn del {ndice en 10 y 20
ug/m:.  y  un aumento en la concentracidn de SOug/m}, siendo  en
todos los casos estadisticamente significativas las diferencias
con respecto al testigo. De igual manera el segundo {Indice
mitétice muestro diferencias con respecto al primero, ademés de
observarse uns disminucidn de este =n todaz las concentraciones
{grafica 9).
ii) Frecuencia de division.

En este caso el manganeso incrementd significativamente
la frecuencia de células en pvimera divisidn en las
concentraciones de 16 y 20 uwg/ml con F £ 0.05 en ambos casos ,
mientras gue las mismas concentraciones tuvieron un efecto
ccnfrario en las células en tercer ciclo en rla . primera
concentracion y en la mag alta con.F40.05 en ambos casos (Grafica
10y .

4 Intercambicrde cromitidas hermanas
i’ Frecuencia de ICH por metafase.
’ A difEﬁeﬁcia de los otros dos compuestos el manganeso
en  la concentracion mas alta (30 ug/ml) elevd de una manera
significativa 1la frecuencis de ICH por metafase (Grafica 11),
siendo el unico caso para este tipo de parametro (7.BZ vs 6.26
del testigo con P ¢ Q.05 al aplicar "¢ de Student).

ii) Distribucidn de ICH por metatfase.

Para este compuesto también‘ fue analizada la

29



distribucidn de interacambios por metafase, encontranddse que a
10 ug/mi el manganaso disminuyd el porcentaje  de células con
pozos intercambios (1 2 3 vde 4 a &) , aientras gue aumentd el
nGmero de células con mas intercambios (7 a 10 y mas de 11),
misntras que para la concentracidn de 20 ug/ml se encontrd una
disminucidn ern  las metafases con 4 a 6 intercambics y un
froremsoruo &0 las que presentaban mas de 11 ICH.  Far su lado el
tratamienio maz alio (Z0 wg/mlImostrd el mismo patrdn de efecto
gue el priseze tratamiznto disminuyendo el ndmero de célulasz  can
intercambios de § a 2 y de 4 a &, v aumentando las frecuéncias de

v
células con 7 a 10 y mas de 11 (Brdfica 12).
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DISCUSION,

Historicamente los genetistas iniciaron las
inveztigariones en mutagdnesis estudiando los efectos de  las

radiaciones antes que las sustancias quimicas.

A partir de los pirameros e=studios efectuados per
ﬁuerbacn.y Rﬁbson (1944; 17947), Auzrbach et §}.;(1971‘. Rapopor
(19455 1948) en animales y los de Gustafson y Mackeg (1948) en
plantas, se inicid la era de estudics de mutagénesis guimica
logrando percatarsevlos investigadores del grave riesgo potencial
que representan estas sustancia quimicas en el ambiente
{Moutschen, 17853 Tice,1986).

La gran cantidad de compuestos =intéticos |, (mds ce
70,000) y la exposicidn diaria y ocupacional a estos resulta en
muchos de los casos en sefales obvias de dafo a la salud

(Tice,1986) .

For tal motive 1los efectocs nocives han' sido el
principal foco de atencidn por parte de los investigadores, ya.
que la carga mas grande para la pobla:ién humana viene cuando el
resultado de estas euposiciones es a nivel de tejido germinal,

siendo su eupresidn no necesariamente en el individuo expuesto,

5ino gque tambien pueden producitse condicionss como la
esterilidad, infertilidades o incrementarse la carga de
enfermedades gendticas en las generacione: subsecuentes

(Tice,1984), (Fig.9.



Estos hechos ban provocado que se cuente con  técnicas

para delectar 21 riesgo de la e«posicidn a estos  agentes
N
quimicos, empleando para estos motivos animales o plantas en gran
rimero y variedad, aungue no sienpre se tisne un cmntkul adecuwado
de estas metodologias y por 1o tanto es dificil lograr svaluar la
importancia real para &l hombre de algunos resultados obtenidas
‘gon izms  peusbas con las que se cuenta actualeente, ya gue ls
mayoris de las tzcnologlas gendticas Ffueron cresdas para medir 2l
daho prosusido por los agentes fisicos y gquimicos bien conocidos
por su altz eficiencia mutagénica, y no pera muestrear el paosible
riesgo de nuchas custancias de baja actividad (Moutchen, 1983).
Cuando se trabajs en la Bendtica Toxicoldgica empleands
alguno de los sistemas binldgicos de prusgha encargados de evaluar
el potencial mutagénico de algun auente , se deben buscar ciertas
cualidades para considerarlos como eficientes y conviableos como:
a) la de proveer de Peéultados aplicables al hombre, b) las
pruebas deben de ser lo suficientemente.sensibles para detectar
bajas comncentraciones de mutdgenos en el  ambiente o detectar
mutdgencs  de baja actividad,. ¢} deberdn ser suceptibles de senr
analizadas estadisticamente, d) deberdn de poder adaptarse a un
gran nimero de situaciones'précticas, presentando un amplio rango
‘.
de evaluaciones en 21 mismo ensayo, e) deberan de ser de rdpida
realizacidn , y finalmente , f) para poderla considerar como
una prueba Gtil debe de ser facil de realizar, reproducible ¥

poco  costosa, de tal manera que se pueda aplicar rutinariamente

(Moutschen, 1985) .
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Deptrc de los sistemas bioldgicos de prﬁeba, log
ubicados en el grupo  I1I (pruebas disefadas para evaiuar el
dano inducido en los cromosomas (efercto clastdgénlco) y que
incluyen a los cultivos de células de mamifero ofrecen la  gran
ventaja de qgue las células blarco logran presentar una cierta
relacidn proxima a las células expuestas del cuerpo humano,
obteniendose resultados mas instructivos para poder scopesar 1los
peligros de las exposiciones del hoahre & los mutdgenos (Maher y
McCornick, 19282) .,

En el presente trabajo se empled el sistema de cultivo
de linfocitos humanos debido a gque estos son un sistema ideal
para analizar el efecto de exposiciones crdnicas a bajas ddsis de
mutdgenos debido envparte a que estas células son de vida larga y
esto puede conducir & la acumulacidn de lesiones eh el ADN
(Nétarajan y Obe, 1982), ademds de gue lz maynrfa de los linfocitos
peéiféricos estan en un estado bien defirido del cicio celular
(Go), (Fig.1) y pueden Seritransformadog in vitro en condiciones
contrpladas . Sin embargo una de las caracterisiicas mas
1hportantes de los lintfocitos es gue presentan una actividad de

'reparacién baja al ser comparads coﬁ las células que ciclan
normalmente - (Natarajan y.Ube,lqaﬁ). Estas caracteristicas han
ocaslonado que este sisﬁema sea utilizado ampliamente para los
estudios de  mutagénesis quimica, iisica o biolégica
{Leonard et al., 1982y HBrggger,1982; Satya-Frakash et ai., 1581
Markkanen et al.,1982).

Fara  poder evaluar el potencial del cultivo de

linfocitos humenos , asi como su amplia gamma de paramet$ros de

€4
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evaluacidn se empleéron varics compuestos mezél;cos agrupados
dentro de ia tercera claéificacidn dada por Moutschen (17835) .

ztudios experimentales hen demostrado que metales
como e! plomo y el cadmic (Bauchinoer et al., 1974), manganéso y

estana  y ‘vanadio (5mith, 19733 Dube y Loeb,1975; Hansen v

-

Stern, 1968%), el cobalto arsénico, mercurio, zinc y niquel

(Fossran gt al.,15883 Fackhan, :582; Casey et 21.,1984, Fopenosz y

by

Schmaglier, 197%: estan presentes en ei ambiente vy son
potencizlmente mutdgencs y carcindgenos (Hansen y Steern , 1984).

Una de las primeras evaluacionss que se deben de
realizar cuendo se estarn empleando sistemas bioldgicos camo el.
‘cultjvo gz limfocitos humanos , es el de la citotoxicidad del
agents quimico probadao, ya que aunque el principal blanco de
muchos agentes clastogénicos es el ADN , la evaluacion del dano
sobre  la pvéliferacién celular puede ser uit ir€fligjc importante
del efecto de 1las sustancias sobre esta ‘molecula {Brewen vy
Stetka, 1982}, aunque en ajguncs casos {os dos E%ECtDS pueden ser
independientes (Setlow, 1982).

El principal metodo de evaluacion de citotoxicidad 1lo-
representa lx determinacidn del indice mitdtice, el cual nos’ da
una  idea de le proliferacidn celular v los posibles cambios
sufridos a lo larago de los tratamientos .

Dentro del trabajo se realizaron dos determinaciones
del  indice mitotico de manere independiente y al azar dentro de
las preparaciones obtenidas , encontrando poca correlacion entre
una y otra evaluazion. Leos resultades obtenidos pudieron ser

debidos a dos factores: a) es posible que exista una gran



varizbil:dad entre.las préparaciones de un mismo cultivo, lo cual
pueds estar modificanco oz contees al ser realizados y sumados &
partir de las 4 preparaciones realizadas por cada uno de los
cultivos y b' las distribuciones de las células al reslizar las
preparaciones pueden ssv+ diferentes lo cual puede modificar el
contéo segdn sea el Ares de inicic del andlisis.

Se sabe wue dentro de los individuos eiriste mucha
variabilidad en cuanto a la respuesta de los linfocitos & los
agentes mitogenicos, por lo que posiblemente pudiera estar
pasando lo mismo en cada uno de los cultivos que se realizaron
si se toma en consideracion que en algunos casos no s  puede
llegar a tener un contiol absoluto de las calidades de las
fitohemaglutinipas (Lambert et al., 1982).

Fara poder realizar dotorminaciones de los indices
mitdticos y gque los resultados sean confiables en todos los
exberimentos y todos losllaboratorios, debe de wistir unz
estandaricacion del método de realizacidn deo  las  preparaciones
asi como del punto de tnicio de los conteos, empezando siempre en
el miému punto y de ser posible realizando las determinaciones en
una sola preparacidn por tratamiento y por individuo, Jlo cual
puede disminuir la variabilidad aportada por  las distinta§
preparaciones. pna de las posibles alternativas,es la  de
incrementér el tamano de muestra observado para de esta manera
tener una visidn mas amplia del evento en cuestidn.

Dentro de las alteracionszs cromosdmicas que se evaluan
en .el cuitivo de linfocitos wisten tres importantes: los

rampimientos (cromatidicos o crompsdmices), los gaps v los



intercambios entre cromatidas hermanas.
En las tablas 1 ,V y IX se presentan las frecuencias de

.
alteraciones cromoscdmicas obtenidas al tratar les linfocitos con
el cloruro de estafp, el pentdxido de vanadio v el cloruro de
manganesc durante 48 horas, 1o que impiica la presencia ¥ accidn
del metal por 2 ciclos de divisidn efectiveos, Yy en las cuales se
incluyen rompimientips sencillos, dables, oaaps y poliploidias

(ircluysncose as endorreduplicaciaonesi.

’
os gaps son los que mas

e}

Dentro de lxs evaluaciones
discugidn ceusan entre los investigadores debicdo a su  posible
arigen y su si;n;fitado. Dentro de los metales probados el estano
produid una disminucidn significativa a la ddsis de 20 ug/ml,
en este tipo de altesraciones, observandose ademas que las
frecuencias de fragmentossencillos aumentaron. For su parte el
vanadic no mostrd diferencias significativas an ostes pardmetros
y el manganeso mostrd en cuanto a las frecuencias de gaps no
tener una relacidn directa con respecto,a la ddsis, ya que en -la
concentracidén mas baja y la intermedia aumentgron y an la  mes
alta cisminuyerdn.

Diversos estudios han podido demostrar que los gaps
son  altersciones dificiles de cuantificar, ya gque son muy
variables las frecuencias de experimento a experimento, asi como
en el mismo individuo, ademis de que su naturaleza no esta bien
definida todavia (Natarajan vy Obe, 19823 Brégger, 1982) .
Investigadores camo Hittelman y Rao (1974) bhan sugerido. que
hay dos tipos de gaps : lcos debidos a las alteraciones producidas

en el primsr estado de condensacidn de la cromatina, implicando
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alvun tipo de daho a esta y los que. son producidos por disturbios
causados en el dltimo periodo de condensacion de las fibras
cromosomicas. La interferencia postericr en  la condensacion
cromosomics puede asociarse con otros efectos sobre =1 aparato

TN : 2
mitotico, los cuales pueden conducir a ertrores en ls segregacion

o dano turbeagdriico (Fepgger, 1T

Brogoger (19E22) proponz2 que los gaps son desde 2l purto

n

de vista genétlcu inocentes y de natursleza transitoria en 1
vids de la células, lo cual posiblemsnte sea verdad 2n algunos
casos, sin  embargo ai analizar los resultados obtenidos en el
trabajo srncontramos variaciones apreziables de estas  frzcuencias
derntro de 1los cultivos tratados con respecto a los testigos,
teniendo como ejomplo que el estano disminuye la  frecuencia
de gaps y aumanta la de fragmentos sencillos , lo cual pueds
indicar la traduccidn de los gaps =n fragpmentos . Anderson et
al., (1981) reportan gue tanto los gaps como los rompimientos son
igualmente informativos de dano progucido por los  agentes
mutagénicos ,como por ejemplo =21 cloruro de polivinilo (PVO),
mientras que Stich y Rosin (19855 mencionan que estos  son
indicadores sensitivos de expas:iciones a genotdxicos, por lo que
no pueden considerarse como inocentes y sin importancia.

Aunque en la literatura se encuentren muchas
contradicciones acercs del origen vy la importancia de los gaps,
es importante tomarlos 2n cuenta para todos aquellos estudios gue
pretendan demosirar élgdn tipo de accidn sobre el ADN por  parte

de agentes fisicos uimicos o bicldgicos a que de alguna
y 4 0 [

[
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manera sSu preseencie  tiene que ver con  algunas modificaciones
sobrée la estructura d2l ADN (Stich y Rosin, 1985). .

fal enalizar las  frecuencias de rompimientos en los
Cromosinas de los linfocitos tratados con los metales,
enzontramos  gue el estano y el manganzso fueron los dnicos que
pezte daho , siendeo el varnadio el compussto que no
v eferto & erte nivel. En la literature existe escasa
informacidn acerca del efecto usneotoxico del vanadio, el cual ha
masirads  ser muiagénico suio en ensayos con procariontes , como
lo  muesira la revision realizada por Hansen vy Stérn (1984,
mientras que el estano y el manganeso aungue son elementos con
paja acktividad {nutagenos debiles) su efecto es mas amplio,
consicarandose Al mancaneso como un carcinogeno (Dube y | Loeb,
1975; Hansen y Stern, 1984),

En  los casos del manganeso y del estafio el tipo de
rompimientos gque prevalezieron fueron los sencillos, lo que

.

mmplicza una accion a pnivel de rupturas de cadenas.simples d= ADM
en una de les cromadtidas del cromosoma. ‘ '

Diversos autores han clasificado a las aberraciones
cromosdmicas depsndiendn de si estan implicadas una o  ambas
cromatidas del cromosgma metatdsico, siendo llamadas de tipo
-romezémico o de Lipo cromatidico respectivamente (Evans, 196273
MNatarajarn y flbe, 1982).

Los tipog de eberracignes obsetvadas en metsfase
dependen dzl estado del ciclo celular en el gue el tratamiento se
efectud, asi como el tipo de agente mutagénico usado. Agentes

como los rayos X inducen aberraciones de tipo cromosomico si as
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aplicade durante el periodo de Bl, mientras gue ci ez aplicade en
el perindoc de GI produce rupfuras de tipo croratidico  (Evane,
196Z2) (fAgente S—independiente) , ¢in ambargo existen 2gentes como
la  luz ultravioleta gue depende del estado cdel cicle celular en

el que se aplique para que pueda manifestar su daric ‘Acente GS-

deperndiente) .

Loe  oatos obtenicos concusrdan con los encoptrados por
Umeda y Nismimura (i97%), los cuales encontraron que el marganeso
1nduce aberraciones cromosomicss del tipo de los fragmentos
sencillos en condiciones similares a las empleadas en este
trabajo.

Forr =0 parte el estafo no ha sido reportade como
mutadgeno, sin embargo en este trabajo se ve Comno un

- ! - N . 3 - - '
inductor (debil) de aberraciones en frecuencias significativas en

yt

las concentraciones mas altas (4.00 L y 4.72 % para Z0 y 30
qg/ml, vs., 0.75 % del testigo), por lo gue habria que hacer un
muestren mas fino de este metal en particular en varios ensayos
simulténeos, para evitar alguna variacion en el mdtodo que
pudiera haber originado este resultado.

Hansen y Stern (1984) realizaron una revision acerca
de la mutagenicidad de los metales tanto in vivo como in  vitro,
encontrando al manganesco como positivo en B de 15 sistemas
probados, mizZntras gqus el vanadio solo  fue reportado como
mutégenu en  uno de los 13 ensayos realizados {dafio ai ADN de
procariontes), lo <cual es congruente con lo encontrado ya gue

este metal po produjo nincldn tipes de daﬁo, aungue & npaival

N 7’ . ’ . .
toxicologico el vanadio fue mas cizotoxico que los otrez dos

X



mavales, razdn por la cual sze emplearon concentraciones mas bajas
gue lag usadas con loe otros dos compuesins.

Otra de las evaluaciones realizadas en este trabajo
fue &) de la induccion de poliploidias, renglon dentro del cual
cundsren las endorreduplicaciones 4 ya gue estas se consideran
=z s .-tzr s ronducen a la duplicacidn del nlmero cromosamico
TR Tiatt o= s, 1874).

Las endorreduplicaciones =on un tipo muy particular de
dafio « en 1a cu2l las c2lulas presentan dos sintesis sucesivas de
ADMN sin pazar por mitesis, resuitando en la  formacidn  de
cromosomas  dobles (diplocromosomas) unidos por el cenfrémero
(Waber y Hoergeeman, 1789 Sutouw, 19813 Takanari, 1785; Takanari
et al.,1%83).

En  la actualidad se conacen muchos reactivos guimicos
inductores de endorraduplicaciones, tales como las lectinas,
mercaptoetanol; colchicina, fluoridro de sodio etc. (Hare vy
McFeely, 1946, Sotou y Arai,i%71) éiendo en algunos casos
sinérgicos  lus resultados, 1o cual suguiere la existenciade al
menos  dos  posibles mecanismos.  Sutuo (1981)  propone gque el
mecanisme  principal  puede ser debido a un blogues de la
fosforilacion  (como por‘ejemplo las histonas), vy por tal motivo
zvitar la entrada a mitosis. El segundo mecanismo propuesta por
=]l aisemo autor menciona que pueden existir otros elementos blanco
como e)l calcio y el AMFc , y&a gue estos estan implicados en el

ensamble y desensamble de los microtibulos, por lo que cualquiera

de las alteraciones en estns pueden causar disturbios en la

formacion del huso wmitdtico v conllevar a la formacidn de
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cromosomas dobles. El manganeso como metal pueds acfuar a los dos
niveles, ' sin embargo se puede pensar gue su viz mas posib.e es
la ptimera , inhibiendo de alouns manera la fosforilacidn de las
histonas , para evitar la entrada de las células a mitosis y
obligarlas & regresar a 61 nusvamente, sin embargo se requiere
estudios complementarios para poderlo demostrar.

Diversas evidencias han demostrado que iea mayoria de
loe agentes inductores de endorreduplicaciones son mutagénicos,
mostrando una relacidn rcon efectos carcinogénicos , por lo cual
estioe tcmpuestas pueden seir extremadamente peligrosos (Sutou vy
Tokuvama, 1974). Estos datos no concuerdan con los encontradps
para 21 manganeso, el cual ha sido considerado come un mutageno vy
carcinogeno  peligrosa  (Sirover y Loeb, 1976),no mostrando ser
inductor de endorraduplicaciones, cuando se aplicd la- prusba  de
diferencia de proporciones, sin embargo al tomar en cuenta los
lineamientos marcados por el programa de Gendtica Toxicolégica
(Latt et al., 1981) cuando los itratados doblan la frecuencia de
endorreduplicaciones del testigo, se puede considerar como
positivo el efecto, lo gue ocurrio unicamente con el manganeso.

En un gran ndmerc de especies de mamifercs. uno o mas pares
de cromoscmas muéstvan wna cospicua cosnstriccidn secundaria al
ser observados en metafase (Hsu et al.,1967), siendo en el
cariotipo humanoA S Vpares de cromosomas los que la presentan
(pares Zy14,15,21 y 2Z), encontrandose esta sobre el brazo
corto. En las preparaciones de los cromosmomas humanos en

metafase ; se puede apreciar frecuentemente que los cromosomas de

estos grupos (D y 6) se asocian unos a otros por media de sus



satelites o constricciones secundarias, unos muy prozimos a los
otros, pudiendo ocurrir este fendmeno tanto en mitosis como  en
meiosis, siendo al parecer estoc una organizacidn implicada en la
formacidn del nucleolo (Ferguson-Smith y Handmarker,1961; Zank y
Back, 196863 Houchton,1%79).

A partir de hace algunoe afos el interds o=z los

investigadores se centrd en el fenomeno de las asociaciones de
-
satélites (AS), y= quebhan existido sospeches de que estas pusden
estar implicadas en la aparicidn de aneuplaoidias causadas por no
disyunziones en nifbos recien nacidos -{ Houghton, 19793 Mikkelsen
t al., 19755 Zankl y RNagl, 1980).

Fo:r tales motivos en el presente trabajo se realizaron
vne eerie de evaluaciones relacionadas con estos tendmenos, con
el ohjeto de tratar de encontrar una relacion entre sl ndnero vy
tipe de asociaciones de satdlites y los tratamientos empleados,
para determinar si las (AS) son un buen indicador de daho.

De los parametros evaluados se’puede establecer que los
metales =i modifican la presencia de estos eventos, como puede
abservarse en el caso de las asociaciones totales, en las cuales
eﬁ ~todos los casos en la concentracion mas baja se obtuvo la
mayor frecuencia de As; y aunque no fue estadisticamente
significativo el hecho, en las concentraciones mas  altas
dizminuyd esta frecuencia.

Diversos estudios han demostrado que factores coma la
edad, el sexo y enfermedades como €1 hipotireoidismo, asi como
algunos agentes quimicos como el cloruro de cobalto

(Farah,S.P.1982) pueden llegar a alterar las frecuencias de AS en
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el hombre (Zang y Back, 19683 Hougton, 1974; Nilsson gi al.,
197353,

De las evaluaciones la que mayor importancia puede
tener es el porcentaje de células que presentan wuna asociacion,
encontrando gue solo 21 vanadio mostrd alterar estas frecuencias
significativamente con respecto a la ddsis usadas.

Al comparar los dos parametros evaluados inicialmente
podemos decir que no existe relacicdn entre el porcentaje de
celulas con asocciaciones y el nimero de cromosomas asociados,
pudiendo estar relacionado el hecho de que a mayor nimero de

: . ¢ - .
asaciaciones totales, mayor nimero de celulas con asociacidn.

Las frecuencias de asociaciones esperadas para los
cromosomas D con respecto a los cromcsomas 6 ha sido calculada en
607  vs. 404 resgpectivamente (Hansson, i970), poi yla que al
calcular sus participaciones se puede detectar modificaciones a
estas espectativasy como se gbservd con el manganeso el
cual en el caso del testigo 'y las dos priéeras concentraciones
llas frecuencias esperadas se vieron modificadas
significativamente. El1 becho de queAel testigo wmostrara datos
significativos, viene a dar una idea de la gran variabilidad
individual enx cuanto a las frécuenc}aé nor&ales de AS y sus
distribuciones.

Aunque muchos de los trabajos previos en los que se
realizan evaluaciones similares mencionan que las asociaciones de
los cromosomas son al.azar , existan evidencias fuertes d2 que

estas no son aleatorias, existiendo una mayor tendencia de 1los

crompsomas 13 y 21 a reunirse (Curtis, 1974; Mikkelsen et al
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19753 Zankl y HNagl 1980; Delinassios et al.,1981), razgn por la
cual se explice una mayor frecuencia deg asociaciones presentes
en personas que manifiestan el sindrome de Down © parientes
cercanos.

Con el objeto de establecer un dafo mas fino y tratar
de determ:inar la potencialidad del sistema, en el presente
trabzjc s2 empled ls tdenica de tincidn diferencial de cromdtidas
hermdnas.

A partir de 1974 cuando Latt introduce la metodolnéia
de intercambio dEACPDmétidaS herminas, se abrid un nuevo cempo
para los investigadores que se dedicaban a la‘ Gendtica
Touicolduica ya gue esta nueva técnica de evaluacion logrd dar
ur nuave respiro e impulso a las determinaciones de los efectos
mutagénzcos de muchns agentes quinicos y fisicos, debido a que
los sistemas empieados & oucepcidn de los bacteﬁianos,
mostraban inconsistencia y poca sensibilidad en las evaluaciones,
por lo que inmediatamente se procedid 3 la adaptacidn de eséa
técnica dentro  de un gran ndmerc de‘ pruebas *de monitoreo

encontrandose a la fecha que se aplica en vegetales (Ma,' et al.,

16825 Grant y Zura, 1932), invertebrados (Fesch et g}.,}984),
peces éKligermaﬁ,quQ)’/, y gran diversidad de mamiferos en
pruebas in vivo y en czlulas en cultivo ( Wolff,1977; Latt ef
al.,198i;Moutschen, 1985) siendo los linfocitos humanos en cultivo
uno de las pruebas mas empleadas con esta metodologia debideo a
que estas cdlulas sonAfécilmente accesibles, capaces de inducirse

a la proliferacién in vitro, vy representan una parte del cuerpo

humano en exposicidn (Carrano y Moore, 1982).
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En 1980 Painter propuso gque los intercambios éntre
crométidas hermanas son &1 refelejo de ervores en la sintes:s del
ADM, sin gue estos conduzcan a la muarte de 1a célula, siendo un
intercambio de wun doblie filamento entre dos moleculas de ADN .
posiblemente por alguna de las trés vias siguientes: 1) un
intercanmbio entre cromatidas qgue han sido ratas
independientemnente en sitios hondlogos, 2) un sicstema de
reparacidn que opera durante la replicacidn del ADN y 3) un error
en la replicacidn del ADN, existiendo hasta la fecha evidaspcias

que apeoyan las tres posibilideades, aurgque la tercera parece ser

la mas viable.

En el pfesente trabajo al evaluar las frecuencias ‘de ICH
inducidas por los éres compuestos metdlicos se encontrod que solo
el manganeso en la concentracidn mas alta elevd
significativamente la frecuencia de intercambios, io cual de
manera general esta de aéuerdo‘con los trabajos de Hansen vy’
Ste¢n,1984 y 1los de‘Mbutschen, 1985, ya que el vanadio -y ‘el
estaﬁn»han sido reportados como no indUcfnres de ICH

El manganeso es él unico de los tres meteales que ha
cido consistentemente reporiado como mutdgeno v :arcinégeno, sin
embargo no como buen inductor de aberraciones y de ICH. El hecho
de encontrar a un mutégeno y carcindgeno que no responde a la
prueba de ICH hace pensar en la necesidad de buscar nuevas
variantes a las metodclogias empleadas, ya que si se realiza un

andlisis mas detallado de cada una de las pruebas empleadas

pueden encontrarse datos interesantes , como en este trabajo, el
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cual muestra que 21 manganeso si puede inducir , aungue en bajas

proporciores aberraciones cromasomicas e ICH, 1o gue si es
.

congruente con 1o reportado dentro de la literatura para las

sustancias productoras de intercambios, las cuales generalmente

son muldgenas y carcindgenas (Carrano y Moore, 1982; Perry vy

£ sTerta 5:7 manganeso sobre la fr&:ugncia de.
tercarhios 88 vE mact e;icente al realizar un andlisis de las
distribucicnes del ndmero de ICH por célula, en donde 'el
manganeso  aumenta sustencialmente el n&merb de células con un
mayor nOmero de ICH (7 a 10 y méé de 11) , 1o cual da un indicio
mas clarc del efecto de este metal a este nivel, observando que
el estqﬁo no presenta dafio alguna, mientras que el vanécin
muestra una relacidn muy particular, aumentando
significativamente el ndmero de células sin intércambios y las
del rango de 1 & % ICH por célula, mientras que en los intervalos
mas’ altos (mas de 11) se presentan frequencias de cero. Aungue
no se encontrd una determinacidn que eQidenciara uﬁa
citotoxicidad efectiva del vanadieo sobre las células, esto puede
demostrar que este metal pouede dahar de una manera importante, ya
sea por una inhibicidn de la replicacion de las células que
acumula; mas metal y por Jo tanto no se hacen evidentes las
células gue presentan muchos intercambios, o por muerte de las
células con muche dano, efecto mas probable si  tomamos en

consideracion que este metal fue el mas toxico de los tres al ser

comparados los efectos eguimplares.
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El hecho de que la técnica de tincidn diferencial de
cromédtidas hermanaz se base en la incorporacidn de un analogo de
la timina como lo es la bromodesoniuridina durante dos ciclos de
divisiobn , da 1la posibilidad.de aprovechar este fendmeno para
poder estudiar la cindtica de proliferacidn de los linfocitos, ya
gue se esta en posibilidad de poder determinar segun el patrdon de
tircién. , el ndmero de veces que se ha dividido «una célula,
teniendo células que se han dividido una sola ver y muestran por
lo tanto una tincidén homogenea en ambas crom&tidas (foto,S)
mientras que las células que se han dividido dos veces presentan
la clasica tincidn diferencial de crom&tidas hermanas, siendo una
de ellas clara, mientras gue la otra es obscura (foto,6), y las
células que ya pasaron por tres o m&s ciclos muestran una tincidn.
como la gque se observa en la foto 7. ’

De los metales probados encontramos que dos de ellos
presentan efectos sobre la cinética de divisidn, siendo el estafio
uno de ellos, provocando en la concentracidén de 20 ug/ml  un

acortamiento en la duracidn del ciclo celular, mientras que el

manganeso lo alarga.

De todo lo anterior podemos comcluir que uno da  los
puntos mas imporfantes que se deben de tomaF en consideracién
cucrndo  se  trabaja con'sistemas o modelos para probar el posible
efecto mutagénico de agentes quimicos és que dsben de
realizarse el mayor ndmero de determinaciones posibles pues
como se cbserva comunaznte en la literatura, empleando =8lo un
sistema y un s6lo parametro de evaluacisn, los resultados no son

positivos - en algunps casos, pero en otros si lo es, como se
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observa &n el pressnte trabajo, en donde los metales praobados.
uno de ellos, el manganeso, reconocido como mutagens (productor
de 1l2 infidelidad en la sintesis del ADN) y dos de ellos , el

estafio y el vanadieo como no mutagenos, demostraron en algunas de
Jas evaluaciones si tener efectos a nivel citogenético.

Lo anteriaor abre las posibilidades de realizar ensayos
can agzntes ouimicos que a nivel toxicoldgico son peligrosos,
peEro  que & nivel mutagéﬁxco son negativos o muestran resultados
contradictorios, resul tados que comunmente se comparan  en
evaluaziones unicas , como por ejeaplo el niquel, el cual es
positivo en los ensayos de infidelidad en la sintesis de ADN, de
dafla al ADN de procarientss , de dafic a nivel del ADN de cé&lulas
de mamf{faros, productor de aberraciones y de ICH en células de
ram{feras in vitro, causar transformaciones celulares‘ig vitro, vy
positivo =n plantas, mientras que es negative en los ensayas in
vivg, con mamiferos, Drosophila y de igual manera con el empleo
de Salmonells y E- goli. (Hansen y Stern, 1984).

De igual maners y como se suguiere realizar trabajos
posteriohes; se ﬁueden tratar qe establecer nuevos protoco}os que
faciliten la deteccidn del dafio producide por mutagenos débiles,
mediantg'ei uso de agéﬁtes inhibidcres de la reparacidn del ADN,
evento que ocurre ;omunmente en las céiulas, y que como ya se hé
demoztrado en muchos casos las frecuencias reales de aberraciones
o de inmtercambhios de cromdétidas hermanas quedan enmascaradas
debidq a éste fendmena, por lo que en el caso de estas sustancias
al presentér una frecuencia de danc baja y esta ser reparada, las

manifestaciones citoldgicas no son significativas
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eztadisticamente. Con relaci6n a este dltimo punto conviene
mencienar gque es recomendabio realizar dos tipos de evaluaTiones
para poder establecer ios niveles de dano producidos por  los
agentes gquimicos: el estadistico y el propuesto por 1 Programa
de Genética Toxicoldgica (Genctox—-program) (Latt et al.,1981), el
cual propone gue cuando el grupo tratedo duplica la  frecusncia
de dafioc mostrada por el testigo se puede considerar como un
gfecte positivo, criterio gue deberia ser usado en muchas de las
. determinaciones al parejo de las estadisticas, 'ya que 2xisten
casos en los quz estas no muestran significatividad, sin embergo
las frecuenciaé'de los tratados son mas del doble de las de los
testigos, como sucedio en el ‘caso del manganeso con  los
frragmertos sencillés en donde la concentracion intermedia mostro
una frecueﬁcia de 4.7 vs 2.28 del testiqo, siendo eri la misma
sugtancia on lz concentracion mas alta la frecuancia de gaps de
1.47 vs 0.57 del testigo, ' datos gque estadisticamente no - fueron
significativos, pero segun el programa de Gendtica Toxicoldgica

si le <on.
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TABLA I.- ALTZRACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS FPOR EL CLORURD DE

.~

ESTANS EN CROMOSOMAS DE LINFOTITOS HUMANDS IN VITRC.

FOLIFPLOL-

TRATAMIEN- PMITOSIS FRAGMEN- FRAGMEN- O7TRAS GAFS
TOS CON TOS SEN- TOS DO~ (%) + (%) DIAS.
(ug/ml) ADERRA- CILLOS. BLES. (%)
CICNES. (%) (%)
A
TESTIZT D73 - -= 2.25 0,84
16 1.08 - - 1.6 1.44
20 4.00a - 1.02 1.33a 1.45
0 S.51 4,.72a 0.78 - — 0.93
+ PULVERTIZACIONES, TRIRRADIOS,ANILLOS ETC.. .

F < 0,00

(Con diferencia de proporciones)

TeE.A I1.- AZSOCIACIONES DE SATELITES EN CROMUSOMAS DE LINFOCITOS
HUMANOS TRATADCS IN VITRO CON CLORURD DE ESTAND.

TRATAMTEN~ CELULAS ASOCIA~ CROMOSO- CROMOS0O- CROMDSO~
TOS CON AS. CIONES . MAS TO-, MAS "D" MAS “G"
ftug/ml) (%) TOTALES TALES A~ ASOCIA- ABOCIA-
(x) SOCIADOS DOS. Das
(%) (%) (%)
TESTIGO S4.88 57.00 16.329 &7.88 32012
10 £1.95 £85.50b 20.76 69.19 30.688a
20, &3 62.50 18.66 65. 00 35.00
- 30 55.90 51.50 18. 26 63.79 I6.21
a = F % 0.0% (con Xz; ecperados = 60% para "D" y 407 para "G")
b= [ { 06,001 (con X2)



TABLA I11.- FORCENTAJE DE CELULAS GUE FRESENTAN DE 1 A 4 ASOCIA-
) CIDNES AL SER TRADADAS CON SnClz

TRATAMIENTOS % DE CELULAS CON 1 A 4 ASOCIACIONES
(ug/ml)
1 2 4 4
TESTIGO 64,7 30,13 5.47 -
10 51.54 8. 14 9.27 1.03
20 &8.47 30.52 C 1,05 -
30 b0.54 38,02 1.40 _—

TABLA IV. - PORCENTAJE DE ASOCIACIONES CON 2 A & CROMOSOMAS FOR
COMFPLEJD INDUCIDOS POR EL SnCla.

TRATAMIENTOS CROMOSOMAS FOR ASOCIACION
{ug/ml)
2 3 4 S 6
TESTIGO 89.47 10.92 - —_ ——
10 83. 62 14.03 2.332 - —
20 83.290 12.00 4, 00 0.80 —

30 78. 64 19.41 0.727 -~ 0.97
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TABLA V.- ALTERACLONES CROMDSOMICAS IWDUCIDAS POR EL PENTOXIDO DE

VANADIO EN CROMOSOMAS DE LINFOCITOS HUMANDS IN VITRO.

A

TRATAMIEN- MITOSIS FRAGMEN- OTRAS Gaprs FOLIPLOI-

TOS CON TOS SEN- %+ YA DIAS

fug/ml) ABERRA- CIiLLos 4
CIOMES (%)
(%)

TESTIGEO 4.87 1.24 .35 1.24 1.7

Z .25 .68 - 0.68 2.21

4 3.22 2041 - ¢.20 2.46

6 - -- - - 1.53

T = PULVERIZACIONES, TRIRFADIOS, ANILLOS LETC. .
TABLA VI.- ASOCIACIDONES DE SATELITES EN CROMOSDMAS DE LINFOCITOS

HUMANDS TRATADOS IN VITEC CON PENTOXIDC DE VANADIO.

TRATAMIEN- CELULAS ASDCIA- CROMOSO- CROMOSO- CROMOSO-
TS CON A5 CIONES &5 Tp- MAS “D* Mag mG" -
(ug/ml) (A} TOTALES THLES A- ASOCIA—- ASDCIA
(X3 S0C1ADROS Dos. DOS.
%) () (%)
TESTIGO Z4.37 32.50 S.37 &0, 00 40, 00
2 44, 5% A48, 00c 14,24 54,32 45,57
4 .. 48, 00a T40.50 17.68 55.78 44,21
& 48, 78a 42,000 15.28Ba 57.44 42.35
o« = P « 0,05 (cor diferencia de proporciones)
b = F < 0.05 {(con Xz}
c = F < 0.01 (con Xz2)



TABLA VII.~ PORCENTAJE DE CELULAS QUE PRESENTAN DE 1 A 3 ASOCIA-
CIONES AL SER TRATADAS CON Va20s.

TRATAMIENTOS (%} DE CELULAS CON 1 A 3 st
(ug/ml) ’
1 2 3
TESTIGO 81.61 13.84 .53
2 66,1706 29, 41c 4.41
4 67.21a Z2.78a -
& &5. 93 F4. 42 1.63
a=P < Q.01
b= F < 0.001
=P { 0.05

TABLA VIY.~ PORCENTAJE DE ASOCIACIONES QUE PRESENTAN DE 2 A §
CROMOSOMAS POR COMPLEJO INDUCIDOS POR EL V203

R

TRATAMIENTOS CROMOSOMAS  POR  ASOCIACION

(ug/ml)
2 3 4 5
TESTIEO 76.92 20,00 .07 ——
2 ) 81.25 14,58 — zZ.08
4 : 83.88 11.11 —~— ——

é . 82.14 13.09 3.57 1.19
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TRBLA IX.— ALTERACIONES
MAHGAMNESD EN

CROMOSOMICAS
CROMOSOMAS DE

INDUCIDAS POR EL CLORURD DE
LINFOCITAS HUMANDS IN VITRO.

N

TRATAMIEN- HMITOSIS FRAGMEN~ FRAGMEN-~ OTRAS GAPS POLIFLOI-

0B CON TOS GEN TOS DO~ (23 (%) DIAS.

{ug/ml} ABERRA~ CILLOS. BLES. ¢4

CIONES. (4 (%)
(VA

TESTIGD 4,00 =28 1.14 — 0.57 0. 56
10 14, GG 10, 68a 2,07 1.05 1.03 2.16
20 T.F0 L.90 0.61 - 2.45a 2.09
0 11,00 7. 55a —~— - 1.47 .53
+ o= FULVERIZATIONES, TRIRRACIDS, ANILLOS, ETC.
a = F 7 C.05 (con difere2ncia de proporciones)
b =-F < 0.001

TABLA X.~ ASOCIACIONEE DE SATELITES EN CROMOSOMAS. DE LINFDCITOS
HUMANDS TRATARDOS IN VITRO CON CLORURO DE MANGANESO.

TRATAMIEN- CELULAS ASOCIA- CROMOSO- CROMOSO- CROMGSO-
708 CON AS CIONES MAS TO~ MAS “D" MAS "G"
{ug/ml) (%) TOTALES TALEE A- ASOCIA~ AEOCIA-
OO SOC1ADOS DOSs. pos.
(4 (¢4 (%)
TEETIGO 528,75 81.50 20,00 70,045 29.54a
10 72.973 101, 50a 22.27 71.62 28.37a
20 . 57.31 53,00 17.01 67.89 30.10a
X0 69.85 61.50 20.07 6b.bb 33.33

{ 0.05% {con X2)



TABLA XI.— PORCENTAJE DE CELULAS QUE PRESENTAN DE 1 A& 4 ASOCIA-
ClOMNES AL SER TRATADAS CUN MnCla.

TRATAMIENTOS % DE CELULAS CON 1 A 3 ASOCIACIONES
{ug/ml)
b 2 i
TESTIGO 63.03% 33,32 1.63
10 6L, 74 27.3% 7.%1a
20 &47.02 31.91 1.06
30 72,63 25.2 2.10

a=F < 0.001

TABLA XII.- PORCEMTAJE DE ASOCIACIONES CON 2 A § CROMOSOMAS POR
COMPLEJO INDUCIDO POR EL MnCla.

TRATAMIENTO % DE CROMOSOMAS FDR ASOCIACION
(ug/ml) . :
' 2 3 4 5
TESTIGO 85.88 - 12.88 - 0.&1 0.61
10 85.71 12.80 1.47 -
.20 73.30 19.41z 1 0.79 -~
30 80,48 17.07 2,43« | -
a=F < 0.1
b =P ¢ 0.05
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SINTESIS DE ADN

FiG. 1 CICLO CELULAR. D, Gl' Sy 62 SON LOS ESTADOS DEL CICLO CELULAR.

GO REPRESENTA EL ESTADO DE DIFERENCIACION Y NO DIVISION DE LAS
CELULAS.

(TOMADO DE BRADBURY et al., 1981}




- MITOGENOS
ANTIGENOS

LINFOCITO PEQUERNO

FIG. 2 Activacién del linfocito pequefio por antigenos o mitégenos y origen de losv )
linfocitos Ty B . '

#f




(a) (b) (c) (d)

(8) (h) (i) (3)

FIG. 3 EJEMPLO DE ALGUNAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y CROMATIDICAS OBSERVABLES
EN METAFASE.

{a) Traslocacién balanceada, (b) Cromosoma dicéntrico con fragmento, (c)
Cremosoma en anillo con fragmento, (d) Delecién, (e) Delecién intersticial,
(f) Deleci6n terminal, (g) Intercambio simétrico, (h) Intercambio asimétrico,
(i) Deleciones isocromatidicas, (j) Intercambios intrabrazos asiméiricos.
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FIG. 5 Criterics de msociacifén entre los cromoso-
mas acrocéntricos (A)

d= longitud del brazo largo del cromosoma
G de la metafage en cuestién

Diferentes tipos de asociaciones entre 4
cromosomas acrocéntricos (B).
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FIG. 6 HETODOS DE OBSERVACION DE’INDICK MITOTICO

(A) Tomando como referencia la etiqueta de la laminilla
el conteo se realizé de derecha a izquierda en forma
ascendente.

{B) Tomando el mismo punto de referencia, pero en este
caso el conteo se realizé de izquierda a derecha en
forma desdendente.

I= Punto de inicio.



FIG. 7 POSIBLES MANIFESTACIONES DE LAS MUTACIONES EN EL HOMBRE
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TOXICIDAD MUTACIOE\\\\\\\\\\\\\ijTARACION
CELULAS SOMATICAS CELULAS GERMINALES
CANCER TERATOGENESIS HUTACIONES REDUCCION
LETALES DE LA FERTILIDAD
ENVEJECIMIENTO DOMINANTES

v v

MALFORMACIONES ’ i ALTERACIONES
TRANSHISIBLES

ABORTOS

v

DESORDENES GENETICOS

REDUCCION DE LA FERTILIDAD Y
DE LA CALIDAD DE VIDA

(Tomado de: Tice,R.R., 1986)
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ABERRACIONES TIPO
CROMOSOMICO

ABERRACIONES TIPO
CROMATIDICO

DELECIONES TERMINALES

MINUTAS

ANILLOS ACENTRICOS
ANILLOS CENTRICOS
INVERSIONES:

a) Paracéntricas

b) Pericéntricas

TRASLOCACIONES
RECIPROCAS

ABERRACIONES DICENTRI-
CAS 0 POLICENTRICAS

GAPS CROMATIDICOS E
ISOCROMATIDICOS ~

ROMPIMIENTOS
MINUTAS
ANILLOS

ANILLOS CENTRICOS

. ABERRACIONES ISOCROMA~

TIDICAS
INTERCAMBIOS SIMETRICOS
INTERCAMBIOS ASIMETRICOS

INVERSIONES

CUADRO 1 CLASIFICACION DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES.

(Tomado de: Evans,H.J. y 0'Riordan,M.L., 1975).
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FOTO 1 Célula en interfase con un microniicleo

FOTO 2 Hetafase en primea divisién poliploide



FOTO 3 Metafase en primera divisién endorreduplicada

FOTO 4 Metafase poliploide pulverizada



FOTO 5 Heiafase en primera divisién

FOTO 6 Metafase en segunda divisidn




FOTO 7 Metafase en tercera divisién
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