UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS
PROFESIONALES 1ZTACALA

INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS
INDUCIDOS POR CADMIO EN Vicia faba

T E S 1 §
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B I 0 L 0 6 0
P R E S E N T A
JULIO CESAR ABARCA HERNANDEZ

REALIZADA BAJO LA DIRECCION DE LA
DRA. SANDRA GOMEZ ARROYO

EN EL LABORATORIO DE CITOGENETICA Y MUTAGENESIS
AMBIENTALES DEL CENTRO DE CIENCIAS DE LA ATMOSFERA

MEXICO, D. F. 1989



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

e e e o e e e e L Dy e s e 1
INTRODAUICCION . .oiisniases: sdeaeas i sndasamss isamdamvais o ines 2
MATERI AL X' METODO iwai e i s i s o amiie e sleiere srs sie s ue e s b 17
RESULTADOS. o o v sm e s 5 wmy Ghasis a0 w5 e Wemism v i s s s wes ig
PESEUSTONL £ omme B S8 o il MEL LR s S B8 b t0 58 Sam R e el o8 e 20
BIBLIOGRAFTA: ; o oumwiviaiei s wienans oo guapeibdes saeended@ay oF @ 28



Agradezce a la Dra. Sandra Gémez Arroyo
sus esfuerzcs, comentarios y atenciones por
introducirme al increible mundo de la
citogenética.

Este agradecimiento no estaria completo
sin mencionar a la Bidél. Josefina Cortés
Eslava, cuyo entusiasmo se ve reflejado en

este trabajo.



Para terminar esta etapa de mi carrera se
requiere del esfuerzo, el animo y la entrega de
muchas gentes e instituciones, entre ellas se
encuentran =sin duda alguna mis padres Alicia ¥y
Julio, mi hermano Jorge, mi novia Georgina y mi

Universidad, a quienes dedico este trabajo.



RESUMEN

El incremento continuoe en el uso del cadmio a nivel industr!al
ha provecado la contaminacidn del suelo, del agua y del aire. Por
esta razén es importante verificar el efecto gue causa en los
cromosocmas. Vicia faba ha mostrade ser un sistema sensible para la
evaluaclén del dafo genético ocasionade por los metales pesados,
mediante la cuantificacidén de la frecuencia de intercambios de

cromatidas hermanas CICHD.

La diferenciacién de las cromatidas se realizé mediante la
incorporacién de S-Bromodesoxiuridina (BrdUrd) durante dos ciclos

de replicacidén y la tincién de Feulgen.

Los compuestos probados fueron nitrato de cadmio thCNO;)] Yy
cloruro de cadmio CCdClzD en concentraciones de 0.001, 0.01,0.1 ¥y
0.5 ppm. Los tratamientos se aplicaron durante una hora después

del primer ciclo de incorporacién de BrdUrd.

Los resultados mostraron que el cloruro no elevd
significativamente las frecuencias de ICH al aumentar la dosis,
mientras que con el nitrate se produjeron diferencias
significativas. Esto fue probablemente debidoc a que los nitratos
penetraron con mayor facilidad que los cloruros a las células, lo
cual permitid la presencia de cantidades suficientes de cadmio

para inducir ICH



INTRODUCCION

El interés por evaluar el dafo genético que pueden causar los
diferentes agentes fisicos ¥y quimicos presentes en el medio ha
llevado al uso de diversos sistemas de prueba, tales como

microorganismos, insectos, mamiferos y vegetales.

Se ha demostrado que los cromosomas de las plantas superiores,
constituyen un buen criterio de evaluacién, para conocer el
posible efecto que pueden ocasionar los contaminantes ambientales,
ya gque se ha establecido alta correlacidén con los resultados
obtenidos en otros organismos (De Serres y Shelby, 1978; Ma,

1982D.

Vicia faba ha sido utilizada en numerosos estudios para la
deteccidn de mutidgenos a traves de las aberraciones cromosémicas
producidas en sus células COehlkers, 1953; Gliss, 1956;
Gémez—-Arroyo y Villalobos-Pietrini, 1983; Gomez-~Arroyo et al.,

19838, 19868).

Esta planta contiene cromoscmas de gran tamafio cuyo numero no
es elevado (2n=12), lo cual la hace muy Gtil en estudios de

citogénetica CEvans y Scott, 1964; Ma, 1982D1.

El intercambio de cromatidas hermanas CICH) es una prueba
empleada en esta misma planta, gque ha probado ser eficiente en la
determinacién del dafo cromosémico por compuestos quimicos

mutagénicos. Mediante este fendmeno es posible detectar el efecto



provocado por concentraciones hasta diez veces mencores gque las
requeridas para producir aberraciones cromoscomicas de compuestos
promotores de cancer (Kateo, 1874; Latt et al., 1981; Takehisa,

19823,

El ICH se define como un cambio simétrico en un locus entre
dos cromatidas hermanas sin gque haya alteracién morfolédgica (Perry
y Evans, 1975., segun Painter (1580) se induce cuande se inhibe la
elongacién de la cadena de polinucledtidos, retardande la
duplicacidn de ciertos agrupamientos de replicones, originando
rupturas de banda dcble. que al ser reparadas, en ocasiones unen
la banda hija con la banda patrén, dando lugar al intercambio

CFigs. 1 ¥y 2).

La manifestacidn de este fendmeno es descrita por Mc Clintock
en 1938, al observar que los cromoscomas del maiz durante la
divisién formaban anillos dicéntricos con una frecuencia
predecible. La interpretacidn correcta de estos dates fue incierta
debido a la carencia de informacién sobre la estructura del
cromosoma en aquel entonces (Taylor, 1982). Posteriormente el
analisis auterradiografico wutilizade por Tayler en 1988, en
células cultivadas en presencia de timidina tritiada durante el
primero de dos ciclos de divisidén sucesivos, nota que hay
intercambios de segmentos entre la cromitida marcada y la no

marcada.

Los intercambios son evidentes cuando se examinan cromoscmas

de Vicia faba, a los cuales se les incorpora timidina tritiada



durante la fase S. El numero de intercambiocs es muy elevado

CPeacock, 19633.

Posteriormente en células animales se desarrolla el método de
tincidén diferencial de las cromatidas hermanas. Mismo que consiste
en incorporar bromodesoxiuridina (BrdUrd) al ADN, cuando menos en
el primerc de dos ciclos de divisidn sucesivos y en analizar los
cromosomas al microscopio de flucorecencia después de tefiirlos con
una bisbencimida ¢ Latt, 19742 o© usando el microscopioc de campo
claro si enseguida de la bisbencimida se wutiliza luz negra vy

Giemsa.

En Vicia faba se adapta la técnica anterior por Kihlman vy
Kromborg en 1975 y en 1982 Tempelaar adiciona a ésta la tincidn de

Fulgen.

Debido a que en los vegetales se ha notado baja incorporacién
de BrdUrd, se han agregado otros analogos de bases como la S5-Fluor
desoxiuridina (5-FdUrd2 con el objeto de que al suprimirse la
sintesis de 4cido timidilico, mediante la inhibicidn de la enzima
timidilato sintetasa, se incremente la incorperacién de BrdUrd,
sin embargo puede haber efectos adversos scbre la sintesis de ARN
por lo cual se adiciona también uridina CKihlman y Andersson,

19820.

La tincidén diferencial es observada gracias a la alteracién de
las propiedades de tincidén de los cromosomas al ser reemplazada la

timina por el bromouracileo (BrUrad. De esta manera una cromatida



que ha incorporado BrUra en ambas cadenas ce DNA (cromatida EB2 se
tiffe mas débilmente gue una que ha incorporade BrlUra en solo una
cadena CTB), finalmente la crcmitida TB no tife tan intensamente

como la que no incorpora BrUra CTID CFig. 32.

Se ha sugerido la posibilidad de mantener las ralces durante
dos ciclos de replicacién en presencia de BrdUrd, obteniéndose
cromosomas con la constitucién BB-TB o bien un primer ciclo con
BrdUrd y el segundo con timidina CTh) cuya integracién es TI/IB

CKihlman y Andersson, 1984D.

Entre los agentes quimicos que puaden originar alteraciones
genéticas se encuentran los metales pesados, los cuales se ponen
en contacto con los diferentes organismos, en forma de particulas
suspendidas en el aire y solubilizades en agua y suelo
CHutton, 1983). Fuentes locales y distantes de contaminacidn, asi
comoc el aire contribuyen en forma importante a la concentracidén
total de metales pesados en ecosistemas terrestres naturales,
estos son absorbidos por las plantas que ahi crecen y de esta

manera se integran a la cadena alimenticia (Fréslie et al., 1985D.

Los metales pesados pueden incorporarse al ADN, uniéndose a
las bases nitrogenadas y a los grupos fosfato, inhibiendo su

replicacidn y transcripciédn C(Rossman, 1981).

Cuando se elazan a la ADN polimerasa provocan infidelidad en
el apareamiento de bases, lo cual se ha demostrado en experimentos

in vitro C Hoffman y Niyogi, 1977; Rossman, 19813. As{ mismo el



cadmio (Cd> ha inducido tumores en animales de laboratorio

CKazantzis y Hanbury. 1986; Reddy et al., 1973).

La creciente utilizacién del cadmio (Cd) en la industria ha
provocado que se encuentre difundido en el medic causando gran
interés en el estudico de sus efectos scbre la salud humana y el

ambiente.

El Cd es un elemento escaso en la naturaleza y sélo existe un
mineral, la grinocita, CdS, que esti como cubierta de la
esfalerfta, Zns, pero la mayor cantidad se obtiene del

refinamiento del zinc C(Znd.

Les principales paises productores de Cd son: Estados Unides,

Canada, Australia, Bélgica-Luxemburgo, Méxicoe y Peru.

El cadmio se emplea especialmente para recubrimientos vy
aleacicnes, las cuales pueden ser con niquel, plata y cocbre;
también es usado en joyeria en la aleacidén cadmio-oro. En
soldadura como recubrimiento en partes de motor de automdviles,
radio y televisién., El Cd metilico y el nitrato de cadmio
[CdCNO-)z] son utilizados en reactores para controlar la tasa de

fisién nuclear y como venenco de reactor.

Las principales fuentes que lanzan Cd al ambiente se pueden
dividir en naturales y antropogénicas. De las primeras la mas
importante es la actividad volcanica, con una cantldad aproximada

de 20 toneladas anuales inyectadas a la atmésfera C(Buat-Menard y



Arnold, 19785, En cuantc a las antropogénicas Hutton (19830 ha
descrito la entrada anual de cadmio al ambiente en los paises
pertenecientes a la Comunidad Econémica Europea (CEE) segun el

tipo de actividad C(Tabla ID.

En México la producclidn minera de cadmio de 1971 a 1985 se ha
mantenido constante, con una cantidad promedio de 1677 toneladas
por affo, de las cuales sclo se exportan de media a una tonelada y
el resto se consume dentro del pafis <(Consejo de Recursos

Minerales, 1971-198%5).

METABOLI SMO

El cadmic reacciona c¢on gran variedad de compuestos,
especial mente enzimas, interactuando con pocliticles ¥ con
metaloenzimas, alterando la actividad de estas macromoléculas y

las reacciones en las que intervienen (Valle y Ulmer. 1972).

Microorganismos ambientales expuestos a metales pesados pueden
resultar fisiclédgicamente dafados y modificados en algunas de sus
sintesis biolégicas (proteinas, peptidoglicanos, ADN y ARND, asi
come en las funciones de la membrana C(transporte) y con poca
capacidad para adaptarse a un ambiente adverso (Sjogren y Gibson,
1981). Sin embargo el cadmio resulta poco téxico para Escherichia
coli sometida a diferentes concentraciones, ya que causa escaso
dafic metabdlico, el cual es medido a traves de la actividad de las
enzimas deshidrogenasa y (3-galactosidasa (GAL) (Cenci et al.,

19850.



La susceptibilidad de las plantas al Cd wvarf{a segun su
especie; por e)emplo el maiz puede crecer en presencia de grandes
cantidades del mismo, mientras que en el frijol provoca fuga de
solutes, daffando la membrana, asi como la formacidén de etileno e
inactivaciédn enzimatica CGirling ¥ Feterson, 1881; Fuhrer, 1G82).
También en el frijol el contenido de N en talleos, el pesc y la
cantidad de nédulos asi como la fijacidén de N2 CCzi-la) disminuyd
significativamente con 10 uM Cd-litro y se inhibié totalmente la

nodulacidn con 500 uM Cd-litro (Vi jue et al., 1681D

El cadmioc afecta la fisioclogia de organismos que viven en
cuerpos de agua , elemento que puede llegar a los mismos derivado
de suelos ¥y rocas, a través de la lixiviaciédn por la precipltacién
4cida o al depositarse contaminantes 4aereos (Peterson et al.,

1985).

Experimentos llevados al cabo en diferentes organismos. para
observar su posible dafic fisiolégico, han permitido demostrar
incremento en la actividad metabdlica de enzimas como la malato
deshidrogenasa C(MDH) del musculo y de las glandulas antenales, la
lactato deshidrogenasa CLDH) y glucosa fosfato isomerasa (GPI) en
corazén de la langosta americana (Homarus americanus), expuesta a
dosis subletales (Gould, 1980). Mientras que en la especie Morone
saxatilis produce mayor mortalidad en larvas de una semana de edad
que crecen en agua blanda (8 mg Ca~-l) a diferencia de las que se

desarrollan en agua dura (125 mg Ca-l) CWraight et al., 1985).



A este metal =se 1le atribuye la induccién de ciertas

alteraciones neuromuscul ares, debido al descenso de

b
e
WV

concentraciones de Ca y K {ClLarsson et al., 19812. En carpa
C(Cyprinus carpio L.DJ diferentes dosis aplicadas disminuyen la
presencia de Ca y P en vertebras a los 47 y BS5 dias después de

iniciade el tratamiento, ocasionando su malformacidn C(Muramoto,

1981).

En huevos y alevines de salmén (Salmo salar) la toma de Cd es
influenciada por el pH de la solucién, encontrandose que se

acumula en mayor cantidad en Acidos (Peterson et al., 188S).

En mamiferos el 60% de Cd depositado en el pulmédn es
absorbido, mientras que por via intestinal solo ocurre con el 1%

CWebb, 1979D.

El Cd pasa al torrente sanguineo, se deposita en higado y
rifién, uniéndose a una metaloproteina y permanece en este drgano

de 10 a 40 afios (Friberg et al. ,1974; Boisset et al., 1978).

La continua exposiciédn ¥y acumulacidn en el rifién, provoca la
accidn téxica del Cd con efectos nefrotédxicos (Bernard et al.,
1978; Lauwerys, 1979>. El Cd interfiere con a absorcidn y el
metabolismo del Zn, Cu, Fe y Ca (Banis et al.,1968% Fox, 1979). La
exposiciédn al mismo es mas peligrosa en areas donde la anemia es
endémica o en nifios y mujeres embarazadas que ingieren alimentos

con baja cantidad de hierro (Six y Goyer, 19722



En grupos soclioecondmicos con problemas de nutricién los dafios
provocados por el cadmio son mucho mas importantes, Rabar ¥y
Kostial (19810 encuentran que la dieta y la edad influencian
independientemente la absorcidén del cadmioc y su distribucidén en el

cuer po.

La administracidn de cobre o zinc previene la anemia, retarda
el crecimiento y la mortalidad inducidos por el cadmio en ratas
CHill et al., 1083; Bunn y Matrone, 19688). Asimismo el cobre y el
zinc junto con el hierro protegen contra la toxicidad del cadmio y
reducen su efecto en las funciones hepiticas y pancreaticas en

roedores C(Bunn y Matrone, 1966; Merali y Singhal, 1976).

En ratas alimentadas con dietas deficientes en proteinas, pero
que se les administra 40 ppm de cobre y 400 ppm de hierro, ademas
del suministro de cloruro de cadmico equivalente a 0.78 mg Cd-Kg
por via intraperitoneal, se registra un aumento de cadmio y zine
renales, disminucién del nivel de hierro mas no asi la
concentracién del cobre, la que permanece inalterada. También se
obtiene incremento de la accidn ribonucleica en higado y rifén,
tal vez debida al rompimiento del ARN o por alteraciones de la
actividad del inhibidor de la ribonucleasa. La accidn sobre las
fosfatasas alcalina y acida ejercida por el cadmic es antagodnica a
la presencia de cobre y hierro. Finalmente la elevacidén de los
niveles de glutatién (GSHD) como mecanismo de defensa contra el
cadmio no fue cambiada ante la presencia de cobre y hierro (Tewari

et al., 1986).
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El contacto con niveles altos de éxido de cadmio en peolvo
causa accidén fibrética en el tejido pulmonar C(Di Ferrante, 19792,
descalcificacidén del esqueleto con fractura multiple y alteracién
de la respuesta inmunolégica C(Chilsom, 13974; Koller, 1979; Muller
et al., 1979>. Concentraciones elevadas de cadmio y plomo han sido
asociadas con muertes por dafios al corazén (Voors y Shuman, 1977;

Voors et al., 1982D.

Las cantidades de cadmio en pelo de recién nacidos de madres
hipertensas, son tres veces mas altos que en sus progenitoras
CHuel et al., 1981). Revis et al. (1881) demuestran que el plomo y
el cadmioc pueden inducir arterocesclerosis aértica e hipertensién
en palomas. Por otro lado, en personas que fallecen por algun dafio
del corazén, se nota que en sus higados hay altos niveles de
cadmio en comparacién con las muértas por otras causas (Voors et
al., 1982). Ademas se ha encontrado en adolescentes hipertensos
una mayor cantidad de cadmio y plomo en pelo que en personas con

presién arterial normal (Mediros y Pellum, 1985).

El aspecto mas importante de la bioquimica del cadmioc es la
metalotioneina, que se sintetiza como resultado de la entrada de
este metal al organismo. Estas proteinas constituyen una familia
de peso molecular bajo (6100 daltons) ricas en cisteina y
ampliamente distribuidas en la naturaleza. Es descubierta por
Margoshes y Vallee (1957) en el rifién de caballo. Posteriormente
se ha encontrade en otros vertebrados, aves, peces, crusticeos y
microorganismos (Weser et al., 1977; Kagi y Nordberg, 1980 citados

por Dalgranc y Armitage, 1584D.



Se demuestra qgque su biosintesis es regulada a nivel
transcripcional segun la concentracién de cadmio C(Ohi et al.,

19812 C(Fig. 4).

EFECTOS CARCINOGENICOS Y MUTAGENICOS

El cadmio es conocido como inductor de tumores en el lugar de
la inyeccién, en gran variedad de animales. Aplicaciones
subcutaneas de varios compuestos de cadmio (sulfuro, &xido,
sulfato, cloruro y en polvo) provocan sarcomas, tumores solo de
origen mesenquimatosc (no ectodérmico, ni endodérmicol. Sin
embargo después de administraciones repetidas no se observa
ninguna clase de tumor (Haddow et al.., 1964; Roe et al., 1964;
Kazantzis y Hanbury, 1968: Gunn et al.. 1967), esto tal vez debido

a la produccidén de metalotiocneina.

Las inyecciones intratesticulares de cloruro de cadmio en
galleos Leghorn causan teratomas vy adenomas en las células de
Sertoli CGuthrie, 1964D. Mientras que suministros
intraperitoneales durante largo plazo no incrementan
significativamente el numerc de adenomas en el pulmédn (Schroeder

et al., 1864), lo mismo sucede por via oral CStoner et al., 1976).

En personas expuestas es dificil atribuirle al cadmioc 1la
formacién de carcinomas, debido al problema de aislar a otros
factores como el habito de fumar, el contacto con otros agentes

quimicos, etc.



También el ‘amafo de .a muestra ha sido un elemento limitante
para determinar la carcinogenicidad del cadmio en trabajadores
expuestos C(Malcom, 1972; Tomatis et al., 1978; Lauwerys, 1979;

Leonard, 1979.

Come se menciona anteriormente., el cadmic 2s un potente
inhibidor de enzimas, ademas de ser un fuerte desacoplador de la

fosforilacidn éxidativa (Squibb y Fauber, 1981).

El cadmio reacciona facilmente con polinucledtidos, en sitios
donadores de electrones. Por lo que es de suponer que afecta el
metabolismo de los acidos nucleicos por reaccién directa con ellos

o con proteinas encargadas de su sintesis (Degraeve, 1981D.

Puede aumentar o suprimir la sintesis del ARN CHoffman y
Niyogi, 1977; Enger et al., 1979). También provoca la inhibicién
de la ADN polimerasa de Escherichia colt y de humano (Mivyake et
al., 1979; Popenoce ¥y Schmaeler, 1872), asi{ como rompimiento de
cadena simple, degradacidn del sistema de reparacidn, disminucidn
de la fidelidad en la replicacidn de ADN y la separacién de bases

Cloeb et al.., 1977; Zasukhina et al., 1977).

La incorporacién de timidina y uridina es impedida por el Cd
cuando es administrado a ratas, ratones y conejos (Lunan et al.,.
1975; Cihak e Inoue, 1979; Samarawickrama y Webb, 1979
Recientemente se han descrito resultados contrarios en estudies in
vitro, de los cuales se concluye que este metal a bajas dosis

eleva la incorporacidn de timidina tritiada y duplica la tasa de



amincacilacién del tARN C(CLishko et al., 1985; Hellman, 1986

Nicholls et al., 19886).

En microorganismos tales como Bacillus subtilis, E. coli,
Salmonella typhimurium y Saccharomyces cerevisiae, al utilizar la
caracteristica '"rec", como criterio de mutacidn, se obtienen
resultados negativos. Sin embargo, al hacer algunas pruebas con
las cepas #17 y M 45 de B.subtilis con cloruro y sulfato de cadmio
resultan positivas, mientras que con nitrato de cadmic es menos
evidente el dafio genético. En ensayos con ratén usando el sistema
via hospedero el Cd incrementa la frecuencia de reversiones en
Salmonella (Nishioka, 1975; Kalinina et al., 18977; Putrament et

al., 1977; Bruce y Heddle. 1979; Kanematsu et al.. 1980).

En ‘plantas supericres de las especies Alliun cepa, Beta
vulgarts, Pisun abyssinicum, Nigella damascena, Crepis capilarts,
Vicia sativa y Hordeum sativum, se obtienen rompimientos y efectos
radiomiméticos C(Oehlkers, 1983; Von Rosen, 1054; Degraeve, 1971;
Ruposhev y Garina, 1977). El numero de lesiones se incrementa con

la concentracién.

En Vicia faba el Cd provoca aberraciones que en su maycria son
fragmentos cromosémicos, localizados principalmente en los cromo-
somas metacentricos mias del 60% en la constriccién secundaria. 3S%
en el segmento centromérico y 5% en otros, sin embargo, con altas
dosis el efecto téxico es mas importante que el mutagénico (Gliss,
1986). En arroz produce aumento en la frecuencia de mutaciones

clorofilicas C(Reddy y Vaidyanath, 18783.

14



En Droscphitla melanogaster, la prueba Muller-S para mutacidén
letal recesiva o estéril acumuladas en el segundo cromosoma, en el
cromosoma X y en el método de unidén-X, no revelan efecto cuando se
hacen crecer en medio de cultivo con S0 ppm de cloruro de cadmio
CRamel y Friberg, 1974; Inous y Watanabe, 1978). Sin embargo
Vasudevy y Krishnamurthy (1979) obtienen resultados positives con

machos que emergen del medic con cadmio.

El cultivo de células de mamifero también se ha usado para
valorar la mutagenicidad del cadmio. En leucociteos humanos,
fibroblastos y células de ovario de cricetoc chino, se observan
numerosas aberraciones, como rompimientos cromatidicos e
isocromatidicos, translocaciones simétricas y asimétricas con

concentraciocnes altas.

El tratamiente de leucocitos, linfocitos y fibroblastos

humanos., carcinoma mamario de ratén, asf{ como cultivos primarios

de embrién de rata, no incrementa la frecuencia de ICH, de
aberraciones ni se notan efectos radiomiméticos, sdlo  hay
citotoxicidad en dosis muy elevadas C(Zasukhina et al., 18977;
Voroshilin et al ., 1978; Umeda y Nishimura, 1979; Deaven y

Campbell, 1980).

El cadmio administrade a mamiferos tin vive ha dado resultades
negativos en la mayoria de los casos cuando se someten ratones,
ratas y criceto dorado a tratamiento (Ramaya y Pomerantzeva, 1977;
Bruce y Heddle, 1979; Deknutd y Gerber, 1979; Watanabe et al.,

1979; Sutou et al., 1980). Mientras que en 8% de los ovocitos
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observados de ratones hembras tratadas con CdClzse observan
anomal{as cromosémicas constantes en hipo e hiperploidias (Shimada
et al. 1675> También en carneros con una dieta de B0upg de Cdrg
durante 191 dias se notan leucocitos con hipoploidia (Doyle et al.
10740 y Felten (1Q78) encuentran aberraciones cromosdmicas en

células de la médula dsea y en espermatocitos de ratén.

En el presente trabajo se investigdé el efecto citogenético del
cadmio, mediante la induccidén de ICH, en células meristematicas de
la raiz de Vicigq faba,probiandose diferentes concentraciones de
nitratoc de cadmio y de cloruro de cadmio para establecer la curva

dosis efecto.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizareon semillas de Vicia faba (variedad minor), las
cuales se lavaron con agua corriente durante dos horas, se
mantuvieron en la obscuridad durante 24 horas a temperatura
constante €21°C) sumergidas en agua, con el propdsito de acelerar
la germinacién, se lavaron nuevamente diez minutos en agua
corriente y se colocaron entre dos capas de algodédn humedecido en
la obscuridad hasta la aparicidén de las radiculas, se removid la

testa para evitar contaminacién por hongos.

Cuande las raices alcanzaron de dos a tres centimetros, se
introdujeron en una solucidn de S-Bromodesoxiuridina (S5-BrdUrd)
100uM, S-Fluorodesoxiuridina (5-FdUrd) O.1uM y Uridina (Urdd SuM,
durante un ciclo de replicacidén (20 horas), utilizando un tubo de
ensayo de S ml en gradillas con tapa, para evitar la exposicidén a

la luz.

Transcurridas las 20 horas, se trataron en promedio ocho
plantulas por concentracidén: 0.001, 0.01, 0.1, 0.5 ppm de cloruro
de cadmio C(CdClz) ¥ de nitrateo de cadmio [CdCNOst] las cuales
fueron determinadas por experiencias previas. Durante el
tratamiento de una hora las rafces de las plantulas testigo
permanecieron sumergidas en agua destilada. Posteriormente, las
rajces se colocaron en la sclucidén de BrdUrd, Fdurd y Urd fresca
durante un segundeo ciclo de replicacidén., después del cual se
cortaron dos milimetros a partir de la punta, a continuacidén se

expusieron durante tres horas a colchicina 0.05% en la obscuridad.



Se fijaron con etancl-Acido acético (3:1) a -20°C durante 48
horas. A continuacidn los cortes se pusieron en etancl al 70% a
2s8c por 18 minutos.Se hidrolizaron con HCl SN durante 80 minutos
en baMo maria a BBOC. Se enjuagaron con agua destilada, tres veces
cuando menos Yy se tifferon con el reactivo de Schiff durante 12
minutos en obscuridad. Los cortes se trataron con pectinasa al 2%
disuelta en amortiguador de citratos C(pH 4.7) durante 15 minutos a
28°C. Enseguida se pusieron en 4cido acético al 45% durante 10

minutos ¥y se sometieron a etarnol al 70X frio por 30 minutos.

El aplastamiento en monocapa se llevé a cabo en presencia de
Acido acético al 45% y las preparaciones fueron hechas permanentes
por la técnica de hielec seco (Conger y Fairchild, 19853).
Deshidratande con dos cambios de butanol y se montaron en balsamo

de CanadA.

La interpretacién de los datos se hizo de acuerdo al criterio
de Latt et al. (1Q81) con base en 233 articulos que invelucran el
ICH como método de deteccidn de mutigenocs. Donde se recomienda el
uso de la prueba de “t* student, que es propuesta para el analisis
de datos ¥y de las poblaciones con distribucidn normal ¥y varianzas
equivalentes a S0 cromosomas metacéntricos y 280 subacrocéntricos,
ademis con el propésito de comprobar la validez de los resultados
se hizo una repeticidén del experimento. Con el fin de evitar
prejulcios las preparaciones fueron reetiquetadas, de tal manera

que el observador no supiera a gue grupo pertenecian.



Los intercambios terminales se cuantificaron como un evento y

los intersticiales zomo dos C(Fig. B).
RESULTADOS

A los datos obtenidos en las diversas concentraciones de cada
experimento y su repeticidén se les aplicd la prueba de "t" de
student, observandose que no hubo diferencias significativas,

entre ellos por lo tanto se procedid a promediarlos.

Las frecuencias de ICH encontrados con cloruro de cadmio se
muestran en la Tabla II, donde se evidencia que a pesar de que el
namero de ICH se va elevando en forma dependiente de la dosis, no
se duplica la frecuencia obtenida en el testigo. Al comparar
estadisticamente cada caso con el testigo se reveld que ninguna de

ellas fue significativamente diferente.

En tanto que con el nitrato de cadmio C(Tabla III) se observd
incremento de las frecuencias al aumentar la concentracién y
ademas en 0.01 y O.1ppm, la prueba de "t" indicd que existen
diferencias significativas y con esta udltima se duplicd 1la

obtenida con el testigo.

A 0.Sppm de nitrato de cadmio la lectura de intercambios se
dificultd ¥ no se llegéd a completar el namero minimo requerido de

metafases



DISCUSION

A partir de los primeros experimentos realizados en Vicia
faba, ésta mostréd cierta sensibilidad para evidenciar el dafio
genético ocasionado por los metales pesados CGlass, 19565,

Degraeve, 1971).

Se ha descrito en Vicia faba un valor basal de 20 ICH. célula
en cromosomas con constitucién TIA/-TBE y de 28 ICH/célula en
cromosomas TB/BB (Kihlman y Andersson, 19840 este dato coincide
con el obtenido en este trabajo..donde los testigos muestran una
frecuencia de 30 y 31 ICH-/célula CTablas II y III>, al permanecer

durante dos ciclos de replicacidn en BrdUrd.

Con respecto al efecto del cadmio sobre los organismos atn
existen controversias para definir si es o no mutagénico,
fundamentindose en los resultados contradictorios obtenidos en los
diferentes laboratorios, incluso usando los mismos sistemas de

prueba (Felten, 1878; Bruce y Heddle, 1972).

Experimentos recientes han aportado pruebas que ratifican la
mutagenicidad del metal en cuestién. La frecuencia de ICH en este
trabajo se eleva significativamente en 1los tratamientos con
nitrato de cadmio (Tabla III) en tanto que con cloruroc de cadmio
en ninguna de las concentraciones se observan diferencias
significativas con respecto al testigo (Tabla I1), este resultado
coincide con el obtenido por Rasmuson (1985) en Drosophila

melanogaster wutilizando la prueba de UZ, que consiste en 1la



induccidn de ojos color amarillo claro, gque resulta de 1la
expresion del locus “white”, el nitrato aumenta sensiblemente la
frecuencia de mutaciones con respecto al cloruro de cadmio pero

sin diferencia significativa al compararse con el testigo.

Sin embargo, Ochi y Ohsawa (19830 en cultivo de células de
criceto chino, sensibles a la 6-tioguanina sometidas a soluciones
de cloruro de cadmio, equivalentes a 0.3, 0.6 y O.8ppm, obtienen
incremento significativo de la poblacién de células resistentes a
la B-tioguanina; inhibicién del crecimiento en concentraciones
altas, formacién de enlaces cruzados ADN-proteina, asi como un

efecto aditivo cuando se combina con benzoCadpireno.

Por otro lado, se ha descrito que el cadmio provoca
rompimier;bos de cadena sencilla y que la reunidén incompleta del
ADN daflade es debida a la reaccién del metal con enzimas
involucradas en su reparacidén, sin embargo es incapaz de causar el
mismo efecto en condiciones anaerdbicas, por lo que se deduce que
requiere del oxigeno para producir su acciédn mutagénica, ya que
las especies oxidantes activas originan la alteracién del ADN

después de exponer las células al cadmio (Ochi et al., 1883a,bd.

Las especies oxidantes activas, como el superdxido, radical
libre hidroxil y peréxido de hidrégeno CO,". OH', HO)D son
creados como reactivos intermedios cuando el oxigeno es reducido

para dar lugar a la formacidn del agua (Vuillaume, 1987D.



Ahora bien, locs metaies divalentes capaces de llevar a cabo
reacciones redox, participan en la promocidén de la peroxidacidén
enzimatica y autoxidativa de Acidos grasos polinsaturades. El Cd a
una concentraciédn mayor de 5x10_5M induce el establecimiento de
peréxidos de lipidos en hepatocites aislados (Stacey et al.,
18805, EL malondialdehido, un producto secundario del
hidroperéxido lipide, reacciona con el ADN, provocando efectos
mutagénicos y carcinogénicos (Brooks y Klamerth, 1968; Schamberger

et al., 1974; Mukai y Goldstein. 1976).

En cultivos de células V79 de criceto chino, tratadas con
cloruro de cadmio, substancias antioxidantes y secuestrantes de
especies oxidantes activas, tales como la catalasa, el manitol y
el hidroxdtolueno butilado CBHT), suprimen parcial o totalmente la
induccidén de aberraciones cromosémicas causadas por el cadmio. El
hecho de que la presencia de aminotriazol Cun inhibidor de la
catalasa) aumente la clastogenicidad del cadmio, evidencia de que
el peréxido de hidrégeno es formado por la accidn de este metal
COchi y Ohsawa, 1985), y aquel es un activo formador de perdxddos
de 4cidos grasos cuyos efectos se han mencionado anteriormente

CCerrutti, 1985; VYuillaume, 1987).

En cultivos de linfocitos humanos el cadmio causa ligera accidén
clastogénica, dependiendo de la dosis wutilizada, tales como
rompimientos de tipo cromatidico, fragmentos acéntrices, “huecos"
e ICH. Asi{ como también se observa efecto protector, no sinérgico
al hacer combinaciones dobles o triples con plome y zinc

CShiriashi et al., 1972; Gasiorek y Bauchinger, 1981; Cea et al.,



152332, Ademas disminuye ia longitud del cromosoma con tratamientos
cortos de cuatro horas, demostrande ser un fuerte inhibider del
huse acromatico en el mismo Lipo de cultive C(Anderson et al.,

18830,

Con respectc a los resuitados del presente trabajo, las
frecuencias de ICH obtenidas asevera el efecto cromosdmico del
cadmio, sin embargo las diferencias entre el nitrato y el cloruro
de cadmio, quizad tengan explicacidn desde el puntec de wvista
fisioldgico, ya que la entrada de nitratos en general., hacia la
célula se realiza por un mecanismo de transporte active, acoplado
a la ATPasa, mientras que con los cloruros, a excepcion de las
plantas que viven en medios fuertemente salinos, no se ha
encontrado ningun transporte estimulado por la ATPasa (Clarkson,

19845.

AdemAs el nitrateo siendoc un nutriente permanece como tal un
pericdo corto, y rapidamente reducide a nitrito por la accidén de
la enzima nitrato reductasa y posteriormente pasa a NH: mediante
la enzima nitrite reductasa, el amonio se une al Aacido
a-cetoglutarico, formandeo Acido glutimico, un aminocécido y as{ se
incorpora a la sintesis de otros aminocacidos o© de proteinas

CSalisbury y Ross, 1969).

De 1lo anterior se puede concluir que el nitrato es
cuantitativa y metabdlicamente mas importante que el cloruro, ei
cual nunca llega a formar parte estructural de la célula, solo es

un activador de la fotosintesis (Salisbury y Ross, 1889), no
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necesarioc para las células sin clorofila y en divisién intensa del
meristemo radicular. Esta situacidn provoca que cuando la raiz
estd inmersa en la solucién de cloruro de cadmio solo entra una
pequeffa cantidad del 1on cloruro, originando un potencial
electroquimico, que no permite una penetracidn eficiente del
cadmio, el cual no se encuentra en cantidad suficiente para

incrementar el dafio genético.

En conclusién, la clastogenecidad del cadmioc en los mismos o
diferentes sistemas de pruebas depende de la forma quimica en que
se administre, ademis, actta comoc agente mutagénico indirecto al
provocar la formacién de perdxidos de acidos grasos, los cuales
daffan al ADN, por lo que conociendo las consecuencias que acarrea
dicho metal es conveniente su vigilancia y contrel tanto en el

ambiente natural como en el laberal y urbano.
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TABLA I Entrada aruval de cadmie al ambiente fCtierra. agua ¥
atmosfera), en los paises de la Comunidad Eccremica Europea

CHutton, 19833.

%
Generada pcr deshechos-——-———-—————-=-==-—-==————= 45. 4
Quema de combustibles-—---—-———=—r=-————m———=- 1z.8
Uso de fertilizantes fosfatados---—-=--—-~===-= 12.6
Produccion de hierro y acero—-——-—-——===—-——===== 11.9
Elaboracidn de metales no ferrosos————=--——-- 11.1
Materiales que contienen cadmio-————-——~-—==--- 6.2

100% = 3220 ron-afio
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TABLA 1II FRECUENCIAS DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS F!!

Victa faba INDUCIDOS POR CLORURC DE CADMIO

Concentracidén ICH /célula Valor de
ppm X + E.E. i S -
testigo 30 + 0.89 -
0. 001 31.02 * 0.92 0.564 N.S.
0.010 35.76 * 1.13 2.851 N.S.
0.100 36.41 * 0.88 3.621 N.s.
0.500 36.81 * 1.58 2.791 N.S.

N.S. No significatiwvo



TABLA III FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMAMNAS

Vicia faba INDUCIDOS POR NITRATO DE CADMIO

Concentracién
PPm
testigo
0. 001
0.010
0.100

0. 500

N.S. No significative

* p < 0.001

ICH- célula

X

I+

E. E.

32.04 * 0.78

32.98 % 0.90

53.63 * 2.04

73.02 £ 1.85

dafio célular

Valor de

g o

0.570 N.S.

7.738 =

13.158 =
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AGRUPAMIENTO DE REPLICOMES

I = PROGRESION DE LA DUPLICACION DEL ADN ENTRE LOS AGRUPAMIENTOS

DE REPLICONES CCIRCULOS) QUE SEPARAN REPLICONES ADYACENTES.

DANO INTERCAMBIO
DE DOBLE
BANDA
/ /
REPLICACION

II - RETARDO EN LA REPLICACION DEBIDO A DARO E INCREMENTO DE LA

POSIBILIDAD DE INTERCAMBIO DE BANDA DOBLE.

MNTERCAMSIO DE
DOSLE BANDA.

b

III - RUPTURA DE DOBLE BANDA Y REUMION DE LA BANDA HIJA DE LA
MOLECULA REPLICADA A LA MOLECULA NO REPLICADA DANDO LUGAR AL

INTERCAMBIO DE BANDA DOBLE.

FIG. 1. MODELO DE PAINTER PARA LA INDUCCION DE INTERCAMBIOS DE
CROMATIDAS HERMANAS (ICH)
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