735,

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EFECTO CITOGENETICO
INDUCIDO POR NiQUEL EN
Vicia faba

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
B I O L O G A
P R E S E N T A

YOLANDA RAMIREZ DELGADO

'Ta \f!

BAJO LA DIRECCION
DE LADRA. S LUZ GOMEZ ARROYO

Laboratog}p“ﬁe it
CENTRO DE GIENGIAR:

hat)

. =
MEXICO IXF.

\ . SR
T B
g .
LI

FACULTAD " h < TS -

TESIS CON SECCION :SEULAR
LLA DF "7EN -



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.



MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANOQ

Jefa de la Division de Estudios Profesionales de la

Facultad de Ciencias

Presente i

!

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

EFECTO CITOGENETICO INDUCIDO POR NIVEL EN Vicia faba

realizado por YOLANDA RAMIREZ DELGADO
con ndmero de cuenta 6208877-8 , pasante de la carrera de BIQLOGIA
Dicho trabajo cuenta con nuestre voto aprobatorio.

Atentamente

e 3
Dt /fzmw/f”%é >

Dra. Sandra Luz Gomez Arroyo

Propietario Dr. Rafael Villalobos Pietrini

Propietario M. en C. Josefina Cortés Eslava

Suplente Dra. Maria Elena Calderdn Segura

Suplente Bidl. Miguel Angel Menocses Pérez

Consejo Departamental de BIOLOGIA
P I A Somrex QD
DRA. EDNA MA. SUAREZ DIAZ



Al ejemplo, empuje y amor de mis padres Angelita y Waldo.

Al carifio y respeto de mis hermanos: Efrain, Ma. Eugenia, Martha,

Isabel, José Ubaldo y Carlos.

A la comprensién, apoyo y amor de mi esposo Humberto y de mis
hijos Humberto, Ma. Yolanda y Waldo para el logro de este paso

tan importante en mi vida.

A la Biol. Ma. Antonieta Navarro Torres, por su amistad, colaboracion

y apoyo.



A la Dra. Sandra Luz Gomez Arroyo mi agradecimiento especial

por su apoyo entusiasta y su gran calidad humana.

AlaM. en C. Josefina Cortés Eslava por su valiosa asesoria

en el desarroilo de esta tesis.

Al Dr. Roberto Villalobos Pietrini, a la Dra. Ma. Elena Calderén
Segura y al Bidl. Miguel Ange! Meneses Pérez por su apoyo

para concretar este trabajo.

Con toda sinceridad agradezco a todas las personas que en alguin

momento me ayudaron y apoyaron para el logro de este trabajo.



INDICE

CONTENIDO

L

IL.

IT. 1

RESUMEN
INTRODUCCION

Metales pesados

I1. 1. 1. Efectos citotoxicos

1. 1. 2. Mutagénicos

II. 1. 3. Carcinogénicos

1. 1. 4. Teratogénicos

1. 1.5 Niguel

II. 1. 6. Efectos genéticos

II. 1. 7. Sistema de prueba

I1. 1. 8. Vicia faba

1. 1. 9. Intercambios de cromatidas hermanas

II.
Iv.
V.

VL

VII.

VIIL

MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION Y CONCLUSIONES
REFERENCIAS
TABLA |

TABLA II

TABLA I11

FIGURA 1

FIGURA 2

PAGINA

11

13

15

16

19

21

23

26

30

33

35

37

51

52

53

54

55



RESUMEN

Se evalud el efecto citogenético de dos sales de niquel, cloruro (NiCl2) y nitrato
Ni(NO3)2, en las células meristematicas de la raiz de Vicia faba, mediante la

prueba de intercambio de cromatidas hermanas (ICH).

Las raices fueron expuestas durante 20 horas en una solucion de
bromodesoxiuridina (BrdU), fluordesoxiuridina (FdU) y uridina (U). A continuacion
se trataron durante 2 horas con 1,10,100 y 500 ug / L de NiClz y 1,10 y 100 ug / L
de Ni(NOs)2, en seguida fueron sometidas a la mezcla de BrdU, FdU y U fresca
por otras 20 horas e inmediatamente se aplico la técnica de tincion diferencial de

cromatidas hermanas con el reactivo de Schiff.

Los resultados mostraron que ambas sales incrementaron de manera significativa
la frecuencia de ICHs, con respecto a la concentracién y en los dos casos la

mayor dosis causd inhibicién de la mitosis.

Los datos mostraron que el nitrato indujo mayores frecuencias de ICHs y también

mayor toxicidad.

En este trabajo, Vicia faba probé una vez mas que es un material bioldgico

adecuado para detectar el dafio provocado por los metales pesados y que el ICHs



es un metodo muy sensible para conocer el efecto de dosis bajas de

contaminantes ambientales.



INTRODUCCION

Un gran numero de los individuos de la poblacién humana vive en un ambiente
ampiiamente industrializado, en donde la contaminacién del medio, aumenta en
forma peligrosa la dosis de agentes perjudiciales para la salud. Para analizar el
efecto que la contaminacion produce es necesario considerar la edad, el sexo, la
alimentacion y especiaimente el ambiente laboral, ya que en ocasiones los
metales forman parte importante de la contaminacion y se ha probado que algunos

metales son toxicos.

El desarrollo moderno de la industria ha generado la dispersion de metales toxicos
en el ambiente y se han llegado a reconocer sintomas de intoxicacion por
diversos agentes, como los provocados a lo largo de 100 afios por el plomo y el
mercurio que en la actualidad virtualmente han desaparecido. En general, el
problema de contaminacion por metales ha cambiado de una escala local a una
mundial en proporcion al aumento de los mismos en el medio, enfocandose
actualmente la atencién a los efectos que se producen en el hdmbre a largo plazo,

como el dafo genético.

La importancia de los danos genéticos que pueden causar los diferentes agentes
téxicos presentes en el medio como por ejemplo los metales pesados y el interés

por conocer las propiedades mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas de



éstos, ha lievado a que se prueben sus efectos en diversos sistemas tanto

animales como vegetales (Sharma y Talukder, 1987).



Metales Pesados

Antecedentes

Dada la rapida industrializacion actual, el peligroso incremento de la
contaminacion ambiental ha provocado interés acerca de! estudio de los metales
como factor potencial de mutagénesis, carcinogénesis y teratogénesis. Los
metales y sus componentes forman una larga lista de contaminantes quimicos,
particutarmente en las regiones altamente industrializadas. Los efectos dafinos de
los metales en los seres vivos pueden ser observados en los niveles histolégicos,
celulares, subcelulares o moleculares y son modificados por diversos factores que

incluyen el estado de salud de los organismos concernientes.

Los riesgos tdxicos de los metales en el hombre dependen de su toxicidad
inherente, de su transferencia en el ambiente y de la asimilacién del metabolismo

de cada individuo (Sharma y Talukder, 1987).

En el grupo VIII B de |a tabla periodica, los elementos: hierro (Fe), cabalto (Co),
niquel (Ni), ruterio (Ru), rodio (Rh), paladio (Pd), osmio (Os), iridio (Ir) y platino
(Pt), forman triadas de metales con actividad quimica similar. El hierro y el cobalto
son considerados esenciales para la vida asi como el nique!, mientras los otros no
o son. Sus estructuras atdmicas tienen un papel dominante en su actividad
biolégica. En los fluidos biologicos, excepto Pd y Os, constituyen compuestos

estables (Sharma y Talukder, 1987).

h



Los metales pueden entrar al organismo por absorcion intestinal que depende de
la solubilidad y las caracteristicas del transporte celular; los que son inhalados
permanecen por mas tiempo en el organismo y son mas comunes que aquellos
que se ingieren. Ciertos compuestos insolubles pueden ejercer mayores efectos
deteriorantes directamente a los pulmones como polvo de Cr, Ni y Be. La
asimilacién por la piel es posible ya que existen compuestos metalicos

liposolubles (Léonard et al., 1981, 1984).

Los metales se distribuyen en el cuerpo dependiendo del compuesto que formen.
Los pesados a menudo se acumulan en el higado y en los rifiones. Algunos como
el Mn, tienen afinidad por el sistema nervioso central o el pancreas. Muchos

eilementos estan depositados en huesos y sus restos permanecen por largos

periodos (Leonard et al., 1984).

Los metales p.esados son excretados en las heces fecales y frecuentemente por
las glandulas salivales o biliares, otros pueden ser reabsorbidos o eliminados por
la orina, piel, sudor y en algunos casos por el pulmén (mercurio metalico). La
reaccion de la excrecion por orina o por heces fecales depende del metal y de los

diferentes niveles de oxidacion (Léonard, 1978).

Haciendo un seguimiento de las exposiciones cronicas de concentraciones

subtdxicas de compuestos metalicos, se nota un decremento en el indice mitdtico

6



y un incremento en las anormalidades cromosémicas. Estos efectos son
directamente proporcionales a las concentraciones aplicadas y la duracion del
tratamiento. La recuperacidn del organismo al tratamiento tiene una relaciéon

inversa a la concentacion suministrada (Sharma y Talukder, 1987).

Los efectos del tratamiento con metales dependen de factores, como: tipo de
agente, vehiculo, forma de administracion, sistema de prueba utilizado,
desintoxicacion, distribucion en el organismo y retencion en diferentes tejidos,
interaccién con sustancias exdgenas y endoégenas y accidbn con las

macromoléculas biolégicas {(Sharma y Talukder, 1987).

En mamiferos, la actividad clastogénica de los metales dentro de cada grupo
vertical de ia tabla periédica es directamente proporcional al incremento del peso
atémico, a la electropositividad y a la solubilidad de los cationes metalicos tanto en
agua como er; lipidos, excepto para Li y Ba. Este patron de citotoxicidad
inherente se incrementa en periodos sucesivos en el nivel horizontal, por la
formacion de complejos covalentes y de coordinados covalentes por metales

pesados con las macromoléculas biolégicas (Sharma y Talukder, 1987).

En plantas, la solubilidad de los metales en agua es de mucha mas importancia. El

grado de disociacion de las sales metdlicas y la tasa de absorciéon afecta



significativamente la frecuencia de aberraciones cromosémicas (Sharma vy

Talukder, 1987).



Efecto citotéxico de los metales pesados

Las alteraciones en la division celular pueden inducir el incremento de la mitosis,
es decir accidn mitogénica, o mas frecuentemente una disminucién en la
frecuencia de division, presentando entonces un efecto mitostatico. Una accién
mas severa conduce al paro de |a divisién o a un desajuste en la separacion de los
cromosomas. En las plantas, la formacion de la placa media entre las células
puede ser también inhibida. La alta afinidad de muchos metales por los enlaces

disulfuro destruyen las fibras del huso (Sharma y Talukder, 1987).

E! efecto de los metales en las celulas es diverso, ya que pueden danar el sistema
membranoso, cambiando la permeabilidad de la célula o de la membrana
mitocondrial, lo que hace variar la energia metabdlica celular o modifica la
estabilidad de la membrana lisosomica, lo cua! trastorna la funcion celular a partir

de la liberacidn de acidos hidroliticos (Sharma y Sharma, 1980; Sharma et al.,

1987).

A nivel molecular, los metales pueden interactuar con proteinas
desnaturalizandolas, precipitandolas, o produciendo efectos alostéricos o
alteraciones en las enzimas y en su sintesis. A menudo, los metales pueden
ligarse a los acidos nuciéicos y alterar la conformacion nucleoproteica. Una o
ambas actividades pueden afectar la divisién celular y la estructura y el

comportamiento del aparato mitético. Los efectos citotéxicos de los metaies han



estado y continian recibiendo especial atencion debido a la identificacién de
ciertos metales como carcinogénicos y teratogénicos. Los metales causantes de
efectos genotdxicos generaimente son carcinogénicos (Flessel et al. 1980). Se
presenta una correlacién positiva, aunque no siempre se cumple, entre el grado de
mutagenicidad de un compuesto metalico y la incidencia de malignidad, fendmeno

similar a lo descrito para otros agentes quimicos toxicos (Leonard et al., 1981 ).

Los efectos en la division celular y en la induccién de anormalidades
cromosomicas forman un importante criterio para la identificacion del dario en

sistemas genéticos (Sharma y Sharma, 1980; Hsu,1982).
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Efectos mutagénicos de los metales pesados

El conocimiento de los efectos dadinos de la contaminacion industrial, ha
aumentado la cantidad de publicaciones relacionadas con las propiedades
mutagénicas de los metales. Dichos estudios sobre la deteccion de las mutaciones
genicas y de las aberraciones cromosdmicas se han realizado con diversos
sistemas de prueba que van desde experimentos in vifro con microorganismos y
plantas, hasta observaciones in vivo en animales y en el hombre (Flessel, 1978,

Léonard, 1978; Kazantzis y Lilly, 1979).

Dos sistemas utilizados en bacterias son: el ensayo-Rec en Bacillus subltilis y
mutaciones revertantes en Escherichia coli o el de Ames en Salmonella
typhimurium. Los resultados positivos en el ensayo-Rec generalmente permiten
identificar uniones covalentes al ADN o rompimiento del mismo, pero el modo de
accion es confuso. Por el contrario, el analisis més confiable es el de Salmoneila
typhimurium, ya que es posible detectar el dafio ocasionado por los compuestos
por mecanismos de induccién de corrimiento del marco de lectura o por sustitucion
de pares de bases y se correlaciona adecuadamente con el potencial

carcinogénico de los metales (Leonard et al., 1984).

Las aberraciones cromosdmicas y la segregacion de los cromosomas después del
tratamiento con metales han sido comtnmente estudiados en plantas y de
acuerdo con Kihiman (1975), existe una buena correlacién entre la capacidad de

algunos agentes quimicos para inducir aberraciones cromosémicas tanto en

1



plantas como en células de mamiferos. Sin embargo para los metales pesados en
varios casos esto no se cumple, ya que muchos de estos reportes son muy
cuestionables debido a lo inadecuado de las técnicas de evaluacion utilizadas

{Trepel, 1976).

Las alteraciones en los cromosomas traen cambios en su numero o estructura.
Los agentes causantes de rompimientos de segmentos cromosomicos son

llamados clastégenos (Sharma y Talukder,1987).
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Efectos carcinogénicos de metales pesados

El desarrollo de tumores es un proceso que se realiza en varias etapas y su
induccion puede darse a partir de distintos factores promotores del crecimiento de
las células. La probabilidad de que un tumor surja depende de las
concentraciones. Ciertos compuestos insolubles de cromo, niquel y berilio son
mucho mas carcinogénicos que los solubles si se aplican en aitas concentraciones
y tiempo prolongado a las células blanco, o cual puede ser debido a las
propiedades fisicoguimicas y superficiales de este material 0 a una accion

selectiva en ciertas células cuando entran en contacto {Leonard et al.,1984).

La informacion acerca de los efectos carcinogénicos de los metales se origina de
estudios epidemiologicos, en investigaciones experimentales con animales o de
pruebas mutagénicas en microorganismos. Un resultado positivo de Salmonella
typhimurium o ensayos similares son una buena fuente de informacidn acerca de
una sustancia. que implica riesgo carcinogénico pero estos no representan
evidencia absoluta. Cuando se observan tumores en distintas especies y/o
diversos tejidos, se debera considerar la presencia de un agente carcinogenico a
pesar de no contar con datos en el casc de los humanos. Es mucho mas dificil
juzgar la relevancia de un tumor solitaric en un organo y en una sola especie,
como los tumores renales en ratas después de administraries plomo (Leonard et

al., 1981),

13



Los estudios epidemiologicos sobre la induccion de cancer en el hombre tienen ios
mismos inconvenientes que los de las aberraciones cromosomicas en linfocitos
circulantes: la exposicién es raramente confinada a un solo agente y los testigos

apropiados son dificiles de encontrar (Leonard ef al., 1984).

14



Efectos teratogénicos de los metales pesados

Los organismos superiores son durante el desarrollo son particularmente
susceptibles a la accién de ciertos metales pesados. Todas las fases del
desarrollo pueden ser afectadas. Sin embargo las malformaciones ocurren
principaimente cuando el agente actia en el periodo de organogénesis (hasta el
dia 13 en ratones y 60 en el hombre). Posteriormente, durante la etapa fetal y
antes del alumbramiento, surgen cambios sutiles en el desarrollo. En todos los
casos es necesario considerar, factores maternos, equilibrio hormonal y funciones
de placenta, ya que juegan un papel importante. La accidn de los metales después
de la implantacion, esta determinada por la capacidad de alcanzar al feto, dado
que solo algunos iones metdiicos logran cruzar la barrera placentaria, como el

cromo que lo hace solo en forma de compuesto organico (Leonard et al.,

1981,1984).

A pesar de que los efectos carcinogénicos de los metales en organismos
superiores han sido estudiados en menor medida se han obtenido datos
experimentales en roedores y pollos las malformaciones detectadas generalmente
involucran al esqueleto o malformaciones en el sistema nervioso central y el
sistema ocular. Los datos epidemiolégicos generalmente son poco confiables,
pero aigunos estudios donde mujeres embarazadas continuaron trabajando en
ambientes contaminados o ciertos agentes fueron utilizados como abortivos,

proveen informacién util (Leonard et al., 1984),



Niquel

Entre los metales reconocidos como cancerigenos se encuentra el niquel (Ni) del
cual se producen anuaimente en el mundo alrededor de 825,700 toneladas, de las
que aproximadamente el 47% son empleadas en aleaciones con el acero, 21% en
otras aleaciones, 13% en electroplateado y el 19% restante en monedas,
compuestos para la catalisis quimica, ceramica, baterias, circuitos eléctricos,
tinciones de vidrio y propileno (Stokinger, 1981), asi como en incrustaciones

dentales y en prétesis metalicas (Elves et al., 1975).

Del niquel la comida es el medio mas comun de contacto para las personas que
no estan expuestas a é en su actividad profesional. El promedio diario de
asimilacion de niquel en alimentos ha sido estimado en 250 pg; la concentracion
del mismo en agua potable debe ser menor a 20 ugilitro (NAS, 1975). El contenido
de niquel en el aire rural y en el suburbano no debe exceder de 70 y 80 pg / m?,
respectivamente, pero las industrias emisoras de niquel pueden arrojar al medio
cerca de 200 ng / m*®. El niquel que se encuentra en el aire se origina
principalmente de la combustion en automoéviles, carbén y petroleo. Los cigarros
contienen un promedio de 2.3 pg de niquel por cigarrillo (Sunderman, 1961). Los
peligros de la exposicién al niquel para el grueso de la poblacion son parecidos a
los originados por el cromo, aumentan los riesgos de alergia y puede inducir

tumores en los senos nasales y pulmonares (Leonard et al., 1984).
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Las sales de niquel son absorbidas por el tracto gastrointestinal {aprox. 5%). Su
entrada por medio del aire es significativa s6lo en casos de constante exposicion :
la remocidn de materiales en los pulmones depende de la solubilidad de los
mismos y es mas lenta en el caso de niquel metalico o sus 6xidos que son
insolubles, las sales solubles se eliminan a mayor velocidad. Este metal alcanza
altas concentraciones en el esqueleto, higado y rifiones y en la sangre es enviado
a la macroglobulina como "niqueloplasmina”, excretado principalmente por la orina
y comparativamente con otros metales pesados (exceptuando al cromo)
permanece poco tiempo en el organismo, aproximadamente una semana

(Leonard, 1978; Leonard et al., 1984).

Exposiciones agudas a carbonato de niguel pueden provocar sintomas severos
generaiizados, como dolores de cabeza, delirio, edema pulmonar y muerte
repentina; la ingestion oral de niquel es mas dafina. Es responsable de cerca del
5% del eczema en el hombre y alrededor del 10% de la poblacion evaluada es

potencialmente alérgica (Leonard et al., 1984).

El niquel es un metal necesario para el metabolismo celular en mamiferos, ya que
su carencia retrasa el crecimiento (Schnegg y Kirchgessner, 1975) y produce
anemia debido a que reduce !a concentracién de hemoglobina e inhibe la
absorcion intestinal de hierro (Sunderman, 1977), pero es indispensable para la

biosintesis de enzimas como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Kirchgessner y

Schnegg, 1977).



Por otra parte, se han descrito varias proteinas que transportan al niquel en el
organismo, destacando entre ellas |a albGmina (Peters, 1977); de igual manera, se
han detectado sustancias en la fraccién ultrafiltrable de! suero que transportan al
niquel intracelularmente, como son |a histidina y el acido aspartico (Soestbergen y

Sunderman, 1972).

El niquel puede causar la muerte y varias anomalias en los embriones de pollo
(Ridgway y Karnofsky, 1952; Gilani y Marano, 1980). La administracion de niquel a
ratas prefiadas por via oral no produce malformaciones, pero incrementa la
mortalidad prenatal y natal de las crias y reduce el crecimiento (Schroeder y
Mitchener, 1971; Ambrose et al., 1976: Nadenko et al,, 1979). Cabe sefalar, que
la administracion de niquel en ratones antes de la implantacién puede producir
malformaciones al nacimiento (Storeng y Jonsen, 1980, 1981). Defectos como el
deterioro cistico pulmonar, se presentan en los cuyos al inhalar niquel antes de la
implantacién (Sunderman et al., 1979). También se ha descrito la induccién de
malformaciones en el ojo (anoftalmia y microftalmia) surgidos en la progenie de

ratas después de ser tratadas con niquel (Sunderman et af., 1980).

13



Efectos genéticos

Con respecto a su accion a nivel genético se ha mencionado que el modo de
administracion influye en los resultados. La inyeccién cronica intraperitoneal de
sulfato de niquel (3-6 mg/Kg) en ratas de 7 a 14 dias no provoca aberraciones en
las células de la médula 6sea (Mathur et al., 1978), mientras que el suministro
cronico oral aumenta el indice mitético, la frecuencia de rompimientos

cromosomicos y disturbios en el huso acromatico (Sanyal et al., 1980).

En plantas, Komczynnski et al . (1963) confirmando resultados previos de Glaess
(1955, 1956 a,b), demuestran que Ni(NO3)2, NiClz y NiSQ4 producen alteraciones
nucleares y aberraciones cromosomicas en Vicia faba. El tratamiento con NiSO4

en las células. de la raiz de la Allium cepa da como resultado una contraccién de

sus cromosomas (Singh, 1979).

Los huecos cromosomicos, se incrementaron en un grupo pequefio de
trabajadores expuestos a NiaSz, NiO, NiClz, y NiSO4 pero no los ICHs (Wakswik et
al., 1984),sin embargo no se mencionan cuantas células fueron registradas, por io

que estos datos no son concluyentes.

El niquel, particularmente como sulfuro, aparece como un clastégeno débil, sus

efectos dependen del grado de asimilacién y de la concentracion usada.(Leonard

et al.,, 1989).
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Los resultados de otros estudios mutagénicos han sido revisados en detalle por

Leonard et al. (1984) y son resumidos en ia tabla I.
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Sistemas de prueba

En vitud de que no es ético realizar experimentacion directa en el hombre se han

utilizado una serie de sistemas bioldgicos de prueba.

Las investigaciones sobre el comportamiento de los cromosomas de las plantas
superiores constituyen un excelente criterio de evaluacion para conocer el posible
efecto que pueden ocasionar contaminantes ambientales, ya que se ha
establecido una alta correlacion con los resultados obtenidos en otros organismos.
El creciente interés por establecer el dario genético inducido por agentes
mutagenicos ambientales ha estimulado la revisién de [a utilidad de una extensa

variedad de plantas (de Serres y Shelby, 1978).

En los vegetales superiores es posible observar un espectro amplio de
interacciones genéticas que incluyen mutaciones y aberraciones cromosémicas. Y
ademas tienen‘gran diversidad de aplicaciones en el estudio del ambiente, como
la determinacion del efecto de materiales de desecho mutagénico provenientes de
industrias que los descargan en arroyos y rios o de contaminantes atmosféricos en
medios rurales urbanos. Los vegetales pueden servir no solo para elucidar la
mutagenidad del compuesto original sino también para activarios metabdlicamente
y con esto facilitar la deteccidén del efecto de sus metabolitos, muchos de los
cuales son similares a aquelios encontrados en organismos animales completos.

Otra de las ventajas de las plantas superiores como sistema de prueba es que no

1]



estan restringidas al laboratorio y son usadas en el campo y por su facil manejo
pueden utilizarse para el monitoreo de mutagenos ambientales tanto de tipo fisico
(radiaciones ionizantes) como quimico (metales, disolventes, plaguicidas etc.)
(Grant 1982, Gémez-Arroyo y Villalobos-Pietrini, 1995, Villalobos-Pietrini et al.,

1994).
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Vicia faba

Es muy comin que las investigaciones sobre los efectos mutagénicos de agentes
quimicos se lleven a cabo con Vicia faba mas que con cualquier otra especie
vegetal ya que sus grandes cromosomas son ideales para la observacion de los
efectos genéticos de la radiacion asi como de los agentes quimicos (Goémez-

Arroyo et al., 1986).

Mas de un tercio de los estudios realizados en plantas superiores para valorar
darfos cromosdmicos han sido desarrollados en Vicia faba, debido a que es muy
eficiente (Shelby, 1976). Existen numerosos experimentos para la deteccion de
aberraciones cromosdmicas producidas en sus células (Glaess, 1956 a,b; Gomez-
Arroyo y Villalobos-Pietrini, 1983; Gomez-Arroyo et al., 1985, 1986) y también ha
sido ampliamente utilizada en pruebas de intercambio de cromatidas hermanas
(Kihiman, 1975; Kihiman y Kronborg, 1975; Gomez-Arroyo y Castillo-Ruiz, 1985;
Gomez-Arroyo et al., 1988 a,b 1989; Xing y Zhang 1990; Zhang et al., 1991) e
incluso fue propuesta como sistema de prueba citogenética para mutagenos

ambientales en el Gene-Tox Program (Ma, 1982).

Desde los primeros estudios sobre la existencia del intercambio de cromatidas
hermanas (ICH) en los cromosomas de plantas, reportados por Taylor et al.(1957)
se empled a Vicia faba como material experimental. Posteriormente se han

efectuado numerosas investigaciones para explorar los mecanismos de formacion
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de los ICHs, asi como para detectar mutagenos y/o carcindgenos potenciales

{(Goémez-Arroyo et al.,1997).

Sus cromosomas son de gran tamario y su nimero no es elevado 2n=12 lo cual la
hace muy Utii en los estudios de citogenética (Evans y Scott, 1964; Ma, 1982). Su
cariotipo esta constituido por seis pares de cromosomas el mas grande
corresponde a cromosomas metacéntricos (M-cromosomas), que poseen un gran
satélite y con una longitud de casi el doble de la de los otros cinco pares
denominados subacrocéntricos (S-cromosomas). Su ciclo celular es de: 19.3 horas
a 19°C de temperatura, del cual, 4.9 horas se consideran en el periodo
presintético (G1), la sintesis del ADN (S) se realiza en 7.5 horas, el periodo

postsintético (G2) en 4.9 horas y la mitosis (M) en 2 horas (Evans y Scott, 1964).

El uso de Vicia faba como bioensayo para determinar la genotoxocidad de
mutagenos ambientales ha tenido buena comelacion con bacterias y mamiferos
(de Kergammeaux et al., 1983), como sistema de ensayo es barato, facilmente

manipulable y ademas no requiere de equipo sofisticado.

Las investigaciones en Vicia faba como biomanitor citogenético de contaminantes
ambientales, se han basado en su sensibilidad a ensayos de tratamiento corto

(Grant, 1982; Grant et af ., 1992) y como la metodologia se ha estandarizado, ios
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resultados entre diferentes laboratorios son comparables (Gomez-Arroyo y

Villalobos-Piefrini, 1995).
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Intercambio de cromatidas hermanas (ICH)

El ICHs involucra un intercambic simétrico en un lugar dado entre cromatidas
hermanas sin alterar la morfologia del cromosoma (Perry y Evans, 1975). Este
fenémeno es considerado como indicador de la presencia de lesiones en el ADN,
por ello la prueba ha sido utilizada para evaluar el efecto de mutagenos (Perry y
Evans 1975, Stetka y Wolff 1976). Se han desarrollado diferentes procedimientos
para distinguir las cromatidas hermanas entre los que se cuenta el de fucsina
leucobasica descrita por Tempelaar et af .(1982), y consiste en la exposicion de
las células a 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdUrd), un analogo de {a timina, de tal
manera que los cromosomas de la segunda mitosis poseen una cromatida
sustituida por BrdUrd en una hebra de ADN, mientras que su cromatida hermana
es sustituida en sus dos hebras por BrdUrd para posteriormente ser tedidas
diferencialmente con el reactivo de Schiff. Debido a que las plantas no incorporan
eficientemente la BrdUrd se agregan otros ademas los analogos fluordesoxiuridina

(FdUrd) y uridina (Urd) (Kihiman y Krenborg, 1975).

Algunos estudios han evidenciado que el proceso de ICHs, requiere que la céluia
pase por la etapa de sintesis (S) del ADN (Wolf, 1974) y se ha sugerido que es
durante o inmediatamente después de que se ha formado la horquilla de
replicacion, cuando se lleva a cabo el intercambio de doble banda entre las
cadenas de ADN (Kato, 1980). Con respecto a las causas se plantea que el ICHs
puede ser inducido por una multitud de circunstancias como dafo al ADN (Perry y

Evans, 1975; Nakanishi y Schneider, 1979), inhibicién del proceso de sintesis del
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ADN (ishii y Bender, 1980; Rainaldi y Mariani, 1982), supresion de las enzimas
involucradas en dicho proceso (Ishii y Bender, 1980) o inhibicién de enzimas

involucradas en la respiracion (Oikawa et al., 1980; Morgan y Cleaver, 1982).

Se ha demostrado que al coincidir la induccion de los dafos con el inicio de |a fase
S, se obtiene el incremento en la frecuencia de ICHs (Latt y Loveday, 1978,
Schvartzman y Gutiérrez, 1980). Estas observaciones han conducido a considerar
que los ICHs se forman como consecuencia del dafio en el ADN que altera el

patron de replicacion.

Tambien se ha probado la eficiencia de Vicia faba en la determinacion dei dafo
cromosdmico por compuestos quimicos mutagénicos con la prueba de ICHSs.
Medianie esto es posible detectar el efecto provocado por concentraciones hasta
diez veces menores que los requeridos para producir aberraciones cromosomicas

de compuestos promotores de cancer (Kato,1974; Latt et al,1981; Takehisa,

1982).

El primero en describir la frecuencia de ICHs reciprocos involucrando material de
dimensiones menores del didmetro total de |la cromatina en Vicia faba fue Kihiman
(1975). Posteriormente estos minusculos ICHs parecidos a puntos fueron
analizados en Allium cepa (Schvartzman y Cortés, 1977; Schvartzman et al.,

1978, Cortés et al,, 1983 a, b).
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La cantidad de ICHs es proporcional a la longitud del cromosoma, por lo que en
las especies que presentan grandes cromosomas, se muestran mas ICHs

(Ikushima y Wolff, 1974, Bloom y Hsu, 1975; Kihiman y Andersson, 1982).

En conclusién, los ICHs son una consecuencia de la alteracion de los patrones de
replicacion del ADN que no conducen a la muerte celular (Schvartzman et al,

1978).

Vicia faba ha probado ser un sistema sensible y confiable para la deteccion de
ICHs inducidos por agentes quimicos (Xing y Zhang, 1990; Zhang et al., 1991), sin
embargo, Kihiman y Andersson (1982) describen que esta prueba en sistemas
vegetales puede ser inexacta, ya que no se considera el metabolismo.
Recientemente se ha demostrado que las plantas poseen sistemas enzimaticos
para metabolizar y transformar sustancias no mutagénicas a mutagénicas tan
eficientes como los del higado de mamiferos (Plewa y Gentile, 1982; Takehisa et

al., 1988, Gémez-Arroyo et al., 1995).

Como se menciona anteriormente entre los metales reconocidos como
cancerigenos se encuentra el niquel (Ni), ya que se ha demostrado que induce
cancer en animales de laboratorio (National Research Council, 1975; International
Agency for Research on Cancer, 1976) e incrementa la posibilidad de que se

presente esta enfermedad en individuos expuestos ocupacionaimente (NIOSH,
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1977) por lo que es de suma importancia estudiar sus efectos y el de sus
derivados en los seres vivos, por ello en este trabajo se pretende establecer el
efecto que a nivel citogenético producen las sales de niquel, cloruro y nitrato, en

Vicia faba mediante el analisis de intercambio de cromatidas hermanas.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de Vicia faba (variedad minor) que se lavaron con agua
corriente durante dos horas, se mantuvieron en la obscuridad durante veinticuatro
horas a temperatura constante (21° C) sumergidas en agua, con el propdsito de
acelerar su germinacion, se lavaron nuevamente por diez minutos en agua
corriente y se colocaron entre dos capas de algodon humedecido; se mantuvieron
en la obscuridad hasta la aparicion de las radiculas y se les removio la testa para

evitar la contaminacidon por hongos.

Cuando las raices alcanzaron de dos a tres centimetros se introdujeron en una
solucion 10 uM de 5-Bromodesoxiuridina (5-BrdUrd) 0.1pM  de 5-
Fluordesoxiuridina (5-FdUrd) y 5uM de Uridina (Urd), durante un ciclo de
replicacion (20 horas) a 19°C, utilizando un tubo de ensayo de 5 ml en gradillas

con tapa, para evitar la exposicion a la luz.

Transcurridas las veinte horas, se trataron en promedio ocho plantulas por
concentracion: 1, 10, 100 y 500 pg/L de cloruro de niquet (NiCl2) y 0, 1, 10 y
100u/L de nitrato de niquel Ni(NO3)2. Estas cantidades fueron determinadas por
experiencias previas. Durante el tratamiento de dos horas, las raices de las
plantulas testigo permanecieron sumergidas en agua destilada. Posteriormente,
las raices se colocaron en la solucién de BrdUrd, FdUrd y Urd fresca durante un

segundo ciclo de repiicacion, después del cual se cortaron dos milimetros a partir
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de la punta y a continuacién se expusieron durante tres horas a colchicina 0.05%

en la obscuridad.

Los cortes se fijaron con acético glacial durante una hora a temperatura ambiente
y se transfirieron a etanol-acido acético (3:1) a 4°C durante 48 horas. Para iniciar
la tincion los cortes se pusieron en etanol al 70% a 28°C por 15 minutos, se
hidrolizaron con HCI 5N durante 80 minutos en bafio maria a 28°C, se enjuagaron
con agua destilada, tres veces cuando menos y se secaron perfectamente, se
tineron con el reactivo de Schiff durante 12 minutos en la obscuridad. Los cortes
se frataron con pectinasa al 2% disuelta en amortiguador de citratos (pH 4.7)
durante 15 minutos a 28°C. En seguida se pusieron en acido acético al 45% por
10 minutos y se sometieron a etanol al 70% frio por 30 minutos. El aplastamiento
en monocapa se llevd a cabo con dos gotas de acido acético al 45% vy las
preparaciones fueron hechas permanentes por la técnica de hielo seco (Conger y
Fairchild, 1253), deshidratando con dos cambios de butanol y se montaron en

balsamo de Canada.

La interpretacién de los datos se hizo de acuerdo con el criterio de Kihiman y
Kronborg (1975) en 50 cromosomas metacéntricos y 250 subacrocéntricos, que
son equivalentes a 25 metafases, ademas con el propésito de comprobar la
validez de los resultados se hizo una repeticidn del experimento. Con el fin de
evitar prejuicios en los analisis las preparaciones fueron reetiquetadas, de tal

manera, que el observador no supiera a que grupo pertenecian.



El analisis estadistico de los resultados se realizé mediante un analisis de varianza
(ANOVA,) y la prueba de comparacion multiple de Newman Keuls para verificar la
existencia de diferencias significativas con respecto al testigo y cada

concentracion de niquel.
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RESULTADOS

Se probé el efecto de dos sales de niguel; cloruro y nitrato, se realizé un
experimento y su réplica con cada una de ellas, en vista de que no se encontraron
diferencias significativas entre réplicas al aplicar las pruebas de t de Student, se

promediaron ambos valores para cada una de las sales (Tablas 11y I1I ).

En la tabla Il se presentan los resultados obtenidos con el cioruro de niquel a
concentraciones de 1, 10, 100 y 500 ug/L, notandose que conforme aumenta ia
concentracion se incrementé la frecuencia de ICHs y en la mayor concentracién se

produjo inhibicién de la division celular, por lo que no se evaluaron los ICHs.

En el caso del nitrato de niquel, se observaron mayores frecuencias de ICHs que
con el cloruro, manifestandose también elevacion al aumentar la concentracion,
ademas la toxicidad fue mas evidente, ya que a partir de 10 Mg / L se provocd la

inhibicion de la division celular { Tabla I11).

En ambas sales de niquel, al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA), se
obtuvieron valores de F con p< 0.0001 al contrastar todos los grupos, por lo cual

se procedio a utilizar la prueba de comparacion multiple de Newman Keuls entre
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cada concentracion y el testigo, siendo en todos los casos significativo con

p< 0.001.

Se realizé el ajuste de los datos con el fin de obtener las rectas de regresion y las
pendientes, observandose que para el caso del cloruro de niquel, la pendiente fue

de 0.06 (Fig. 1), mientras que para el nitrato esta fue de 1.89 (Fig. 2).



DISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir de los primeros experimentos que se hacen en Vicia faba sobre los
efectos cromosdmicos de los metales pesados (Glaes, 1956 a,b; Degraeve, 1971)
se ha demostrado su sensibilidad. En andlisis posteriores, utilizando la prueba de
intercambio de cromatidas hermanas para evaluar el dafio ocasionado por metales
pesados en la misma planta, se corrobora dicha sensibilidad (Gémez-Arroyo et al.,

1988 a,b, 1989, 1995,1997).

Los datos obtenidos en esta investigacion demuestran que tanto el cloruro como el
nitrato de niquel incrementan de manera significativa la frecuencia de ICHs, siendo
mas efectivo el nitrato aunque también mas toxico ( Tablas 11 y I1I ). Al calcular las
rectas de regresion se observa que ia pendiente es mayor en el caso del nitrato de
niquel lo cual implica que tiene una mayor potencia mutagénica que el cloruro,

donde se nota un comportamiento casi asintético (Figs. 1y 2)

Estos datos coinciden con fos encontrados con clorure y nitrato de cadmio, en
donde también e! nitrato es mas efectivo en la inducciéon de ICHs en Vicia faba
(Gomez-Arroyo et al., 1989), pero difieren de los descritos por Bedolla-Cansino

(1997), de que el cloruro de cobalto provoca mayores frecuencias de ICHs que el

nitratc en Vicia.
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Con respecto a la accién de ambas sales, los datos encontrados en la Literatura
son contradictorios, ya que el cloruro de niquel en los ensayos en Bacillus
subtilis (Nishioka 1975) Escherichia coli (Green et al .,1976) y Salmonella
typhimurium (Bulsemainer et al ., 1972) y de mutaciones génicas en células de
mamifero in vitro (Miyaki et al., 1977) y de aberraciones cromosémicas (Paton y
Allison, 1872) se obtuvieron resultados negativos, lo mismo que en personas
ocupacionalmente expuestas a este compuesto (Umeda y Nishimura, 1979),
mientras que en Vicia faba induce aberraciones cromosdmicas (Glaes, 1955,
1956 a). En el caso del nitrato de niquel los estudios realizados en los que se
prueba esta sal, son escasos, observandose que provoca aberraciones
cromosémicas en Vicia faba (Glaes 1955 1956 ab) lo que coincide con los
resultados encontrados en este trabajo, donde se demuestra que tanto ei NiClz

como el Ni{NOs)z son buenos inductores de ICHs (Tablas 11 y IIl)

Para las plantas, la solubilidad de los agentes quimicos en agua es de mayor
importancia que en los mamiferos. La asimilacién de metales esta relacionada a la
endocitosis celular (Steinman et ‘al., 1983; Huebner et al., 1985). En general, en
las plantas los cationes y la disociacion gradual de sales metalicas afecta ia
cantidad de aberraciones. Los efectos en los cromosomas pueden ser o no
debidos a la interacién con el ADN pero son responsables de la creacion de
condiciones celulares generadoras de alteraciones mitéticas. El metal puede
interactuar con los enlaces disulfuro en el citoplasma y provocar anormalidades

del uso mitdtico. Muchos de estos disturbios se hallan en esta categoria. Los

36



metales también constituyen complejos ligados con grupos ciclicos u otros
metales. Esta formacién de complejos pueden alterar nuevamente la composicion

y la viscosidad citoplasmica, lo que conduce tanto a efectos clastogénicos como

trastornos disfuncionales.

A pesar de que se ha descrito para las plantas que el pH de |las soluciones (de 6 a
8) y el tipo de anién usado (cloruro, bromuro, ioduro, nitrato, sulfato y acetato) no
influye en los resultados (von Rosen, 1954; Degraeve, 1971), en esta investigacion
la clase de anién fue importante, debido a que el nitrato causa mayores
frecuencias de ICHs y méas toxicidad que el cloruro ( Tablas 1l y 111 ), 1o que puede
estar relacionado con los diferentes mecanismos de entrada de las sales a las
células, ya que el ingreso del nitrato ocurre generalmente por transporte activo,
estimulado por la ATPasa, pero para el cloruro, el tipo de transporte no se ha
establecido, excepto en plantas que viven en lugares muy salinos (Clarkson,
1984}, posiblemente el niquel en forma de nitrato tiene mayor facilidad de

penetracién lo que redunda en el incremento de las frecuencias de ICHs.
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Tabla I Resumen de las pruebas mutagénicas realizadas con sales de niquel tomado de (Leénard ot al.,1984)

Especie Prueba Compuesto Resulta Referencias
do
Bacteriéfago T4 inactivacion NiSO4 + Corbett et al., 1970
Bacteriéfago Mutacion de Gene NiSOC4 - Corbett et al.,1970
Bacillus subtilis Ensayo - Rec Ni Clz - Nishioka, 1875
NiS4aNzCsHs - Shirasu et al., 1976
NiSaN2CsH12 - Shirasu et al., 1976
Escherichia coli | Mutaciones revertantes NiCliz - Green ef al., 1976
Salmonella Mutaciones revertantes NiClz - Bulselmaier et al., 1972
typhimurium
Vicia faba Aberraciones Ni (NO3)2 + Glaess, (1955, 1956 a,b)
cromosomicas
Aberraciones Ni Clz + Glaess, (1955, 1956 a,b)
cromosoémicas
Aberraciones NiSOa + Komczynnski et afl., 1963
cromosomicas
Célutas de Mutaciones génicas NiClz ~ Miyaki et al., 1977
mamifero in vitro
Transformacion celular Ni3S2 + Waksvik, et al., 1980
Transformacion celular NiSO4 + Riverdahi, 1980
ICH Ni3Sz2 + Wuif, 1980
ICH NiSO4 + Waksvik et al., 1980
Aberraciones NiS + Swieringa y Basrur, 1968
cromosaémicas
NiS + Umeda y Nishimura,
1979
Ni - Paton y Alison, 1972
NiO - Paton y Alison, 1972
NiClz -~ Paton y Alison, 1972
Nt (CH3C00)2 ~ Umeda y Nishimura,
1979
Kz Ni (CN)4 + Umeda y Nishimura,
1879
Linfocitos Aberraciones Ni3S2 + Waksvik et af., 1880
humanos in vivo cromosoémicas
Huecos NiO + Waksvik et al., 1980
NiClz + Waksvik et al., 1980
NiSO4 + Waksvik et al., 1980




TABLA ll. FRECUENCIAS DE INTERCAMBIOS DE CRQMATIDAS
HERMANAS INDUCIDOS POR CLORURO DE NIQUEL EN

Vicia faba®
TRATAMIENTO ICH / METAFASE
ng/ L X + EE
0 2972  + 0.73
] 34.84% + 0.72
10 35.96* + 0.80
100 41.16% + 0.95
500 INHIBICION DE LA MITOSIS

n= 50 metafases en dos experimentos
Se obtuvieron diferencias significativas entre el testigo y cada grupo de tratamiento

por analisis de varianza F= 34.016 con p<0.0001, entonces se aplicé la prueba de
comparacion multiple de Newman Keuls, * p< 0.001



TABLA ILFRECUENCIAS DE INTERCAMBIOS DE ’CROMATIDAS
HERMANAS INDUCIDOS POR NITRATO DE NIQUEL EN Vicia

Saba"
TRATAMIENTO ICH/ METAFASE
ng /L X + EE
0 2972+ 0.73
1 39.84% + 091
10 52.12% + 0.31
100 INHIBICION DE LA MITOSIS

“n= 50 metafases en dos experimentos

Se obtuvieron diferencias significativas entre el testigo y cada grupo de tratamiento
por analisis de varianza F= 259.38 con p< 0.0001, entonces se aplicé la prueba de
comparacion multiple de Newman Keuls, * p< 0.001
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