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RESUMEN 

Ei fidor (F) es e décimo tercer elemento mds abundante en la 

corteza terrestre y por lo tanto el hombre estd expuesto a este 

elemento de manera natural (alimentos, agua, aire, suelo) y artificial 

(insecticides, fertilizantes, emisiones industriales, productos 

dentales, etc.). Algunos estudios sugieren que el F podria provocar 

citotoxicidad ¢ genotexicidad en concentraciones entre 10-300 

ug/ml. 

En el presente trabajo se estudié el efecto del fluoruro de 

potasio (KF; 10, 20, 40 y 80 4g/ml) sobre el indice mitético (IM), 

indice de replicacién (IR), intercambio de cromdtidas hermanas 

(ICH), aberraciones cromosémicas (AS) y electroforesis de células 

individuales (SCG) en cultives de linfocitos humanos. 

Los resultades obtenides muestran que el KF disminuyé 

el IM de manera significativa en jas concentraciones de 40 y 80 

ug/ml durante 24 y 48 horas de exposicién, sin embargo, no 

modificé el indice de replicacién y sélo aumenté la frecuencia de 

ICH’ s en la dosis mds alta utilizada. , 

Cuando se analizaron las AC se observé que ei total de células 

con aberracién y el total de aberraciones por célula en la 

concentracién de 40 pg/ml se incrementaron con respecto al



testigo. Mientras que también hubo diferencias al incrementarse el 

porcentaje de fragmentos cromatidicos en las concentraciones de 

20 y 40 pig/mi con respecto al testigo. En la concentracién de 80 

pg/ml se observé una disminucién no significativa de aberraciones 

en los pardmetros anteriormente descritos. 

Al cuantificar las AS, se observé que el KF no modificd 

ninguno de los pardmetros evaluados. . 

En la prueba de !a viabilidad mediante SCG no se detecté 

alteracién en ninguna de las dosis empleadas con KF, de igual forma 

sucedié con la migracién del ADN en donde se registro un alto 

_némero de células con poco dafio. Sin embargo, se presentaron 

diferencias significativas en las células sin dafio en las dosis de 20 

pg/ml en comparacién con el testigo; asi como también en todas las 

concentraciones de KF se aumenté el porcentaje de células con 

daiio medio y alto (con excepcién de ja dosis de 10 ug/mi en Sa 

categoria de alto dafio). 

En resumen, los resultados obtenidos indican que el KF es un 

agente que no fue capaz de alterar la velocidad de replicacién de 

las células ni la frecuencia de AS. Sin embargo, tiende a ser 

citotéxico provocando la muerte celular a elevadas concentraciones, 

ademds de ser un agente clastégeno S-dependiente a bajas 

concentraciones.



INTRODUCCION 

POSIBLES MANIFESTACIONES DE DANO AL MATERIAL GENETICO 

Cuando un individuo se expone a algtin agente (fisico, quimico o 

bioldgico) que es mutagénico o que puede ser biotransformado a 

una especie mutdgena dentro del individuo expuesto, estos agentes 

pueden interactuar con varies constituyentes celulares, incluyendo 

macromoléculas vitales, como el dcido desoxirribonucléico (ADN), 

molécula en la que se encuentra codificada la informacién genética 

. de todos los seres vivos. Un cambio o mutacién producida al ADN 

_podrd tener consecuencias para la especie y/o para el organismo 

(Brusick, 1987; Rodriguez, 1994). . 

" Las mutaciones pueden producirse en las células germinales o 

en las células somdticas. En el primer caso se puede provocar un 

‘incremento en la incidencia de abortos espontdneos, enfermedades 

genéticas  transmisibles, alteraciones  cromosémicas no 

transmisibles (mutaciones letales dominantes), malformaciones 

congénitas, infertilidad y esterilidad y por fo tanto crear la 

desestabilidad de las futuras generaciones (Hoffman, 1982: 

Brusick, 1987: Altamirano, 1992) (Figura 1). Las clases de dafio



genotéxico, asi como su distribucién entre las células y su potencial 

mutagénice dependen de la naturaleza reactiva del compuesto (0 

sus metabolitos intermedios); ademds de su distribucién 

farmacedindmica a través del cuerpo, del tipo de célula asi como 

también de los sistemas de reparacién que responden al daile y de 

{a etapa proliferativa de fa céiula daflada (Hoffman, 1982; Brusick, 

1987). 

Figura 1.- Posibles manifestaciones de efectos mutacionales en ef hombre 
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Atn cuando los efectos sobre las células somdticas que no se 

transmiten genéticamente, esto no significa que el dafio genético no



contribuya al desarrollo de enfermedades humanas tales como el 

envejecimiento celular, edncer o malformaciones congénitas asi 

como una gran variedad de efectos adversos que afectan Ia calidad 

de vida del individuo (Hoffman, 1982; Brusick, 1987). 

GENETICA TOXICOLOGICA 

La Genética Toxicolégica surge debido a la preocupacién de 

conocer cudles son los agentes ambientales que pueden causar dafio 

genético al hombre o producir un efecto adverso a la salud humana 

(Hoffman, 1982). Es por esto que la Genética Toxicolégica se 

define como el estudio sistemdtico de los efectos de los agentes 

fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en el ambiente sobre el 

sistema genético de fos organismos, asi como las consecuencias para 

el futuro de las especies (Prival, 1980; Moutschen, 1985) . 

Durante la evolucién de esta disciplina cientifica, mds de 200 

sistemas de prueba tanto /n vitro como in vive se han desarrollado y 

dividide en cuatro grupos dependiendo del nivel de deteccién del 

daflo genético: 

Grupo I: Son todas aqueilas pruebas que detectan el posible daffo al 

ADN a nivel molecular, proporcionan informacién suficiente para 

clasificar a los agentes come mutdgenos potenciales.



contribuya al desarrolio de enfermedades humanas tales como el 

envejecimiento celular, céncer o malformaciones congénitas asi 

como una gran variedad de efectos adversos que afectan la calidad 

de vida del individuo (Hoffman, 1982; Brusick, 1987). 

GENETICA TOXICOLOGICA 

La Genética Toxicolégica surge debido a la preocupacién de 

conocer cudles son los agentes ambientales que pueden causar dafio 

genético al hombre o producir un efecto adverso a la salud humana 

(Hoffman, 1982). Es por esto que la Genética Toxicolégica se 

define como el estudio sistemdtico de los efectos de los agentes 

fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en el ambiente sobre el 

sistema genético de los organismos, asi como las consecuencias para 

el futuro de las especies (Prival, 1980; Moutschen, 1985) . 

Durante la evolucién de esta disciplina cientifica, més de 200 

sistemas de prueba tanto i” vitro como in vivo se han desarrollado y 

dividido en cuatro grupos dependiendo del nivel de deteccién del 

dao genético: 

Grupo I: Son todas aquellas pruebas que detectan el posible dario al 

ADN a nivel molecular, proporcionan informacién suficiente para 

clasificar a los agentes como mutdgenos potenciales.



Grupo II: Incluye las pruebas que detectan mutaciones a nivel 

celular, ya sea de una forma directa o indirecta, mediante e! empleo 

de microorganismos, plantas superiores, células en cultivo o 

mamiferos completes, io que permite tener un mayor poder de 

resolucién. 

Grupo IIT: Sen todos aquellos sistemas que permiten establecer los 

efectos directos de los agentes mutagénicos sobre los cromosomas. 

Grupo IV: Recopila una serie de ensayos a largo plazo, que hacen 

evidente el efecto de los agentes sobre la descendencia de los 

organismos tratados. 

Estos sistemas abarcan desde organismos unicelulares simples 

hasta organismos multicelulares complejos e incluyen sistemas que 

identifican genotoxicidad en células somdticas y en células 

germinales (Moutschen, 1985; Casciano, 1990). 

EL LINFOCITO COMO SISTEMA DE PRUEBA 

El linfocito de humanos es un sistema de prueba que 

pertenece al grupo IIT de los sistemas anteriormente descritos. 

Este grupo estd designado para estimar e! daflo cromosémice 

inducido por agentes quimicos (Moutschen, 1985).



Grupo IT: Incluye las pruebas que detectan mutaciones a nivel 

celular, ya sea de una forma directa o indirecta, mediante el empleo 

de microorganismes, plantas superiores, células en cultivo o 

mamiferos completes, lo que permite tener un mayor poder de 

resolucién. 

Grupo III: Son todos aquellos sistemas que permiten establecer los 

efectos directos de los agentes mutagénicos sobre los cromosomas, 

Grupo IV: Recopila una serie de ensayos a largo piazo, que hacen 

evidente el efecto de los agentes sobre la descendencia de los 

organismos tratados. 

Estos sistemas abarcan desde organismos unicelulares simples 

hasta organismos multicelulares complejos e incluyen sistemas que 

identifican genotoxicidad en células somdticas y en células 

germinales (Moutschen, 1985; Casciano, 1990). 

EL LINFOCITO COMO SISTEMA DE PRUEBA 

El linfocito de humanos es un sistema de prueba que 

pertenece al grupo III de los sistemas anteriormente descritos. 

Este grupo estd designado para estimar el dao cromesémice 

inducido por agentes quimicos (Moutschen, 1985).



Las células linfdticas del cuerpo humano consisten en cerca 

dei 90% de linfecites que se localizan principalmente en el bazo, 

ganglios linfdticos y otros tejidos linfdticos organizados y 

solamente un 2% se encuentran en la sangre circulante (Obe ef al, 

1975), Tomando como base su actividad inmunolégica predominante, 

“se pueden definir dos clases principales de linfocitos: las células T, 

que son las principales responsabies de las reacciones inmunitarias 

. mediadas por células (reaccién celular) y tos linfocitos B que tienen 

la capacidad de sintetizar inmunoglobulinas y que por sf mismos son 

precursores de las células plasmdticas (reaccién humoral). 

De las dos clases, las células T son las que predominan en la 

circulacién periférica comprendiendo entre un 60 a 80% del total 

de las células circulantes; mientras que los linfocitos B comprenden 

sélo entre el 5-10%. El porcentaje restante estd compueste por 

células null o linfocitos nulos (Celis, 1983; Boggs y Winkelstein, 

1985), Todos estos linfocitos tienen un origen comin, e! cual es una 

célula indiferenciada, multipotencial, la célula germinal de la médula 

ésea (Celis, 1983), 

Los Ifmites normales de linfocitos en sangre venosa se 

~ encuentran entre 1,500-4,000 cél/m! aunque estos nimeros varian 

‘ dependiendo de la edad del individuo (Boggs y Winkelstein, 1985).



Los linfocitos de sangre periférica se han utilizade 

ampliamente para el andlisis de aberraciones cromesdémicas, 

aseciaciones de satélites, intercambios de cromdtidas hermanas, 

mutaciones puntuales, células en proliferacién (Ostrosky ef a/, 

1987; Herrera et a/, 1991), indice mitético, endorreduplicacién, 

micronticleos (Li y Loretz, 1990) y recientemente en la 

electroforesis de células individuales para la deteccién de rupturas 

de hebras del ADN (Fairbairn et a/, 1995). Estas células son 

indicadores  extremadamente = sensibles para detectar 

anormalidades cromosémicas inducidas in vivo e in vitro; lo cual 

ofrece facilidad para marcar evidencias morfolégicas de dafio al 

material genético (Evans y O'Riordan, 1974), Es por ello, que los 

linfocitos presentan las siguientes ventajas como sistema de 

prueba: 

e Son fdciles de cultivar y casi todas sus actividades funcionales 

pueden simularse /n vitro (Boggs y Winkelstein, 1985). 

¢ Fdcil disponibilidad de una gran cantidad de células humanas: 

cada ml de sangre properciona aproximadamente 1-3x10° linfocitos 

(Evans y O'Riordan, 1974).



e Los linfocitos se distribuyen a través del cuerpo, circulan en 

todos los tejides y tienen una proporcién de vida larga (2-4 afios), 

_ permitiendo la deteccién de efectos mutagénicos en el hombre 

(Evans y O' Riordan, 1974; Obe et a/, 1975; Boggs y Winkelstein, 

1985). 

e Son capaces de proliferar in vitro bajo condiciones 

experimentales estrictamente controladas y mediante ia presencia 

de un estimulo exégeno, como un mitdgeno tal como la 

fitohemaglutinina (Slacik y Obe, 1976: Preston, 1982: Boggs y 

Winkelstein, 1985). 

¢ Tanto en ia sangre como en los tejidos periféricos los linfacitos, 

tienen una poblacién de células sincronizadas en la misma fase Go o 

G, de la interfase mitética (Evans y O' Riordan, 1974; Preston, 

1982). 

* Debido a que los linfocitoes son poblaciones sincronizadas, es 

posible tratar a las células en las diferentes etapas del ciclo celular 

(G;, S$ 0 Gz) (Preston e7 a/, 1987).



INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS 

Una técnica citogenética de amplio uso debido a su alta 

sensibilidad y relativa simplicidad es el Intercambio de Cromdtidas 

Hermanas (ICH’s) (Brusick, 1987). Este fenémeno fue descrito 

originalmente por Taylor en 1958 quien encontré que si a los 

cromosomas se les permitia la replicacién una vez en la presencia de 

timidina tritiada (TH*) y posteriormente en la ausencia dei isétopo 

autorradiogrdfico, se observaba que sélo una cromdtida de cada 

cromosoma se marcaba como resultado de la replicacién 

semiconservativa del ADN (Perry y Thomson, 1984). 

Los ICH's involucran fa ruptura de segmentos simétricos y 

equivalentes entre las cromdtidas de un mismo cromosoma con 

posterior intercambio y reparacién sin pérdida de ADN ni cambios 

detectables en la morfologia cromosdmica (Latt, 1974: Mudry et 

a/., 1981; Dean y Danford, 1984). La frecuencia de ICH's se pueden 

incrementar mediante una gran variedad de agentes fisicos y 

quimicos, es asf como se ha encontrado que la incorporacién de la 

timidina tritiada, los rayos X , la luz ultravioleta (UV), los agentes 

alquilantes o los compuestos quimicos (mutdgenos-carcinogénos),



pueden alterar la incidencia de este evento (Vogel y Bauknecht, 

1976) adn en concentraciones de 10 a 100 veces mds bajas que las 

utilizadas para la induccién de aberraciones cromosémicas (Wolff, 

1977). 

Los ICH's no son un evento letal y varios estudios no han 

podido demostrar alguna relacién con citotoxicidad. El hecho de 

que los intercambios sean mds compatibles con la supervivencia de 

la célula guid a Wolff (1977) a sugerir una posible relacién con 

mutacién. Sin embargo, la naturaleza de la lesidn inicial y el 

mecanismo de formacién de los ICH's atin se desconoce (Hartmann 

et al, 1995). Los mecanismos propuestos para explicar la técnica de 

tincién diferencial y la formacién de ICH's se encuentran en la 

Figura 2. 

El andlisis de intercambio de cromatidas hermanas llegé a 

ser posible siguiendo el desarrollo de técnicas de tincién simple que 

diferenciaron a las crométidas hermanas. Su andlisis se puede 

aplicar a cualquier célula que se esté replicando o pueda ser 

estimulada a dividirse (Perry y Thomson, 1984). La técnica para 

este andlisis se basa en la incorporacién de la bromodesoxiuridina 

(BrdU que es una base andloga de la timidina) al ADN.
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los terminates como yn evento, 

Para lograr esto, las células deben estar en presencia de la 

BrdU durante dos ciclos continuos de replicacién de ADN, de tal 

manera que las cromdtidas se pueden diferenciar con el 

tratamiento con el colorante Hoechst 33258 y exponiéndolas a una 

fuente de luz ultravioleta y luz negra con su posterior tincién con 

Giemsa (Perry y Evans, 1975; Wolff, 1977, Perry y Thomson, 1984). 

Cuando se producen los ICH's un cambio en la intensidad de la 

tincién se puede observar en ambas cromdtidas: una coloracién 

obscura en una cromdtida con un cambio reciproco en la otra 

cromdtida torndndose de color claro. A estos cromosomas en



segunda divisién también se les conece como cromosomas en 

arlequin (WHO, 1985). 
Ademds, el principio de marcaje diferencial de cromdtidas 

hermanas permite el estudio de la cinética de ciclo celular (CCC), 

tiempo de proliferacién linfocitica (TPL) e indice de replicacién (IR) 

de tal manera que se puede identificar el nimero de veces que se 

ha dividide una célula. Es asi que las células en primera metafase 

tienen las cromdtidas teflidas uniformemente de color obscura; 

mientras que las células en segunda metafase se observan como los 

cromosomas de arlequin (Perry y Evans, 1975; WHO, 1985) y las 

ediulas en tercera divisién o subsecuentes presentan una tincién 

mezclada, con cromesomas con ambas cromdtidas pdlidas, con 

porciones de cromdtidas obscuras y lo que resta pdlido (Crossen y 

Morgan, 1977; Roldén, 1992) . El andlisis de la frecuencia de células 

en metafase las cuales se han replicade por una (I), dos (IT), tres 

(III) o mds generaciones proporciona informacién valiosa sobre los 

efectos citostdticos 0 citotéxicos de agentes quimices (Ivett y 

Tice, 1982).



ABERRACIONES CROMOSOMICAS 

El dafio producido al ADN generalmente se divide en dos 

grandes categorias: (1) Efectos visibles detectables a través del 

andlisis citogenético de los cromosomas (macrolesiones) y (2) 

Cambios no visibles (microlesiones) que ocurren a nivel de los 

nucleétidos (Graedel ef a/,, 1986; Brusick, 1987). 

Las macrolesiones pueden ser de dos tipos: 

a) Cambios numéricos en el genoma, dentro de los cuales se incluyen 

a las aneuploidfas que involucran la pérdida o ganancia de un 

cromosoma y las euploidias en dende se presentan juegos extras 

de cromosomas en una célula. Estas variaciones pueden ser el 

resultado de varios mecanismos, tales como la no-disyuncién de les 

cromosomas, la divisién del citoplasma, asi come de la fusidn de 

células o endorreplicacién (Dean y Danford, 1984; Brusick, 1987). 

b) Cambios en la estructura de cromosomas individuales, dentro de 

los cuales se encuentran a las deleciones que son la pérdida de una 

porcién de un cromosoma, duplicaciones que invelucran la insercién 

de una copia adicional de una porcién del cromosoma, inversiones 

12



que se presentan cuando el orden de los genes en un cromosoma son 

invertidos en una drea y por Ultimo translocaciones que involucran la 

transferencia de un segmento de cromosoma de una posicidn a otra 

(Searle, 1986; Graedel ef a/, 1986; Li y Lorentz, 1990). 

Por otra parte, las aberraciones estructurales también se 

pueden clasificar como cromosémicas y cromatidicas. En el primer 

caso, los rompimientos afectan a las dos cromdtidas, mientras que 

en las aberraciones de tipo cromatidico el rompimiento es en una 

cromatida. Cada grupo cuenta con diferentes tipos de aberraciones 

tal y como se muestra en la Figura 3 (Dean y Danford, 1984). 

ASOCIACION DE SATELITES 

En las células humanas en metafase, los cromosomas 

acrocéntricos de los grupos D y G pueden frecuentemente ser 

observades asociados o unidos por sus satélites alineados uno 

con otro en gran proximidad. A esta relacién se le conoce como 

Asociacién de Satélites (AS) y se sabe que es el resultado de la 

participacién de los cromosomas acrocénticos en la formacién de 

los nuciedlos, a través de la accién de sus Regiones Organizadoras



que se presentan cuando el orden de los genes en un cromosoma son 

invertides en una drea y por Ultimo transiecaciones que involucran la 

transferericia de un segmento de cromosoma de una posicion a otra 

(Searle, 1986; Graedel ef a/, 1986; Li y Lorentz, 1990). 

Por otra parte, las aberraciones estructurales también se 

pueden clasificar como cromosémicas y cromatidicas. En el primer 

caso, los rompimientos afectan a las dos cromdtidas, mientras que 

en las aberraciones de tipo cromatidico el rompimiento es en una 

crométida, Cada grupo cuenta con diferentes tipos de aberraciones 

tal y como se muestra en Ia Figura 3 (Dean y Danford, 1984). 

ASOCIACION DE SATELITES 

En las células humanas en metafase, los cromosomas 

acrocéntricos de los grupos Bb y 6 pueden frecuentemente ser 

observades asociados 0 unides por sus satélites alineados uno 

con otro en gran proximidad. A esta relacién se le conoce como 

Asociacién de Satélites (AS) y se sabe que es el resultado de la 

participacién de los cromosomas acrocénticos en la formacién de 

los nucledles, a través de la accién de sus Regiones Organizadoras



FIGURA 3. CLASIFICACION DE LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES 
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Nucleolares (NOR) (Miller ef af, 1977: Houghton, 1979: Sigmud et 

al. 1979). 

Ferguson-Smith (1964) sugirié que las AS son causadas por la 

formacién de un nucledlo por mds de una NOR que presentan los 

cromosomas (D y G) y que la posicién de estos cromosomas se 

mantiene en la siguiente metafase. Ahora generalmente se acepta 

que el mecanismo por !o cual lleva a los acrocéntricos a unirse en 

asociacién, ocurre en la telofase cuando un niimero de nucledlos se 

fusionan para formar un nuctedlo tipico, observado en la interfase 

(Houghton, 1979). 

La mayoria de fas anormalidades cromosémicas en niflos recién 

nacides son conocidas por involucrar a los cromosomas 

acrocéntricos. Estas pueden producir aneuploidfas causadas por la 

no-disyuncién, rearreglos estructurales tales como translocaciones 

y variaciones estructurales menores (Henderson, 1973; Houghton, 

1979). Se ha propuesto que la fusién de los nucledlos para formar 

un solo nucledlo grande, mantenga a los acrocéntricos juntos en 

asociacién durante la divisién mitética y meidtica y esto gufe a un 

riesgo incrementado de la no-disyuncién. El mecanismo de 

proximidad de los satélites asociados incrementa el riesgo de 

rompimiento de les cromosomas. Si los rompimientos ocurren en



més de un cromosoma satelitado, el hecho de que las regiones de! 

centrémero estén ayudando en la proximidad, puede predisponer 

hacia transiocaciones (Houghton, 1979). 

CRITERIOS DE ASOCIACION DE SATELITES 

Les criterios de Zang y Back (1968) se han utilizade para 

evaluar les modelos de asociacién de satélites (Figura 4: a,b, cy d 

respectivamente), Dos o més cromosomas acrocéntricos se 

consideran asociades si cumplen las siguientes reglas: (a) Si la 

distancia entre los centrémeros de los cromosomas (D o G) no 

excede de la longitud de los brazos largos de los cromosomas del 

grupo G en la metafase observada, (b) Si los brazos cortos de los 

Cromosomas asociades se conectan mediante un hilo visible y claro 

(fibras de intersatélite o nucleoproteina de tipo B), entonces las 

distancias grandes se aceptan, (c) Las distancias mayores, arriba 

de fa longitud de ios brazos largos de los cromosomas del grupo D, 

se aceptan cuando la asociacién del compatiero esté orientada 

exactamente sobre el mismo eje longitudinal y (d) Si la orientacién 

de los brazos cortos de un cromesoma acrocéntrico adicional es 

directa hacia fa asociacién principal y no se queda por abajo de la



“nea del centrémero” de cualquiera de los cromosomas 

participantes dentro de la asociacién de satélites. Se define la 

linea del centrémero como Ia Ifnea que lo cruza y es perpendicular al 

eje longitudinal. 

oH 
l ve 

fi (0) 

Figura 4.- Criterion para ja evaiuacidn de ias ascclaciones de saldlies seguin 
Zang y Back (1988)



ELECTROFORESIS DE CELULAS INDIVIDUALES (SC&) 

Ei ensayo Cometa, también llamado Electroforesis de Células 

Individuales (SCG) o Electroforesis de Microge! (MGE) se introdujo 

por primera vez por Ostling y Johanson (1984), como una técnica 

microelectroforética para la observacién directa de células 

individuales (Fairbairn et a/, 1995). El ensayo cometa combina la 

simplicidad de técnicas bioquimicas para detectar rompimientos al 

ADN de una sola cadena (bajo condiciones alcalinas), de dos 

cadenas (bajo condiciones neutras), sitios dicali-ldbiles y 

entrecruzamientos (Tice ef a/, 1990). 

Las ventajas de la técnica de SCG incluye: (1) Su sensibilidad 

y rapidez para detectar dafio al ADN, (2) Se realiza en poco tiempo 

_y su costo es mucho mds barato con respecto a las técnicas 

citogenéticas convencionales, (3) El uso de muestras 

extremadamente pequefas (menor a 10,000 células), (4) Puede 

aplicarse a cualquier tejido, células aisladas y cultivos, permitiendo 

utilizar muestras frescas o congeladas, (5) Se utiliza tanto in vitro 

como /” vivo para investigar daflo al ADN y reparacién inducido por 

agentes en una gran variedad de células de mamiferos, (6) 

Habilidad para evaiuar dafio y reparacién en células proliferativas y



no proliferativas, (7) Detecta diferencias intercelulares y por 

ditimo (8) Permite diferentes tipos de andlisis estadisticos (Tice 

et al, 1990; Hartmann ef a/, 1994 y Fairbairn et a/, 1995). 

Durante la metodologia de electroforésis unicelular, las 

células se resuspenden en un gel de fina agarosa sobre un 

portaobjetos esmerilado, posteriormente las membranas celulares 

son lisadas por medio de una solucién de detergentes con una 

concentracién alta de sales a un pH de 10; después las laminillas se 

sumergen en una solucién amortiguadora (pH 14) donde son sujetas 

aun tiempo denominado de desenrrollamiento del ADN y luego se 

someten a electroforesis por un tiempo relativamente corto bajo 

condiciones alcalinas en donde la corriente eléctrica atrae la carga 

del ADN de tal manera que lo relaja y lo rompe en fragmentos que 

migran posteriormente hacia el dnode (-). Las imdgenes resultantes 

se denominan “cometas" por su apariencia y se miden para 

determinar la migracién de! daflo al ADN (Tice et af, 1990; 

Fairbairn ef a/, 1995). 

La prueba en general, tiene aplicaciones petenciales en 

ensayos de radiacién bioldgica, reparacién por incisién al ADN, 

entrecruzamientos del ADN, dafio oxidative, apoptosis y Genética 

Toxicolégica. En lo que se refiere a ésta ultima, el objetivo 
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principal de los ensayos de genotoxicidad a corto plazo incluyen 

dafio al AON, mutaciones puntuales y aberraciones cromosdmicas. 

La gran sensibilidad del ensayo cometa y su habilidad para 

cuantificar daflo genético en células individuales lo han destinado a 

convertirse en una herramienta de prediccién de genotoxicidad 

répida de compuestos de interés. Este sistema puede proporcionar 

informacién acerca de genotoxicidad directa, asi como también da 

informacién sobre la capacidad de un compuesto para alterar la 

reparacién, fo cual puede ser tan perjudicial como el de inducir un 

dafo directo (Fairbairn ef a/, 1995). 

CARACTERISTICAS GENERALES DEL FLUOR 

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS: El Fluor (F) es un elemento haldgeno no 

metdlico que pertenece al grupo VIZ de la Tabla Periédica. Con 

nimero atémico 9; peso atémico 18.99840, valencia=1; no tiene 

isétopos estables y es el agente oxidante mds potente (Irving y 

‘Lewis, 1993). Es el elemento mds electronegative de todos los 

elementos quimicos, por lo tanto nunca se encuentra libre en su 

forma natural elemental (Murray, 1986: Kats, ef a/, 1991). Es 

liberado en fase de gas, siendo un elemento muy reactivo, se 
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principal de los ensayos de genotoxicidad a corto plazo inciuyen 

dafio al ADN, mutaciones puntuales y aberraciones cromosémicas. 

La gran sensibilidad del ensayo cometa y su habilidad para 

cuantificar daflo genético en células individuales lo han destinado a 

convertirse en una herramienta de prediccién de genotoxicidad 

répida de compuestos de interés. Este sistema puede proporcionar 

informacién acerca de genotoxicidad directa, asi como también da 

informacién sobre la capacidad de un compuesto para alterar la 

reparacién, lo cual puede ser tan perjudicial como el de inducir un 

dafio directo (Fairbairn et a/, 1995). 

CARACTERISTICAS GENERALES DEL FLUOR 

PROPIEDADES FISICAS ¥ QUIMICAS: El Fluor (F) es un elemento haldgeno no 

metdlico que pertenece aj grupo VII de la Tabla Periédica. Con 

himero atémico 9: peso atémico 18.99840, valencia=1; no tiene 

isétopos estables y es el agente oxidante mds potente (Irving y 

“Lewis, 1993). Es el: elemento mds electronegativo de todos los 

elementos quimicos, por lo tanto nunca se encuentra libre en su 

forma natural elemental (Murray, 1986; Kats, et a/, 1991). Es 

liberado en fase de gas, siendo un elemento muy reactivo, se 
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combina con otres dtomos y moléculas para formar fluoruros con 
Q 

todos los elementos excepto con helio, neén y argén (Zakrzewski, 

1991; Irving y Lewis, 1993). 

usos: El F es utilizado en sintesis orgdnicas. Se utiliza en la 

produccién de fluoruros metdlicos y otros fluoruros, en la 

produccién de fluoro-carbonos, es constituyente activo de 

compuestos de fluoracién del agua potable (dcido fluositisico, 

silicofluoruro séddico y fluoruro de sodio), las sales de F son usadas 

en la prevencién de caries dental (pastas y otros productos 

dentrificos), asf como para raticidas e insecticidas. El fluoruro de 

hidrdgeno es Util en las industrias del petrdleo, semiconductores y 

grabado de vidrio. La criolita (fluorure sédico de aluminio) se utiliza 

en la reduccién del aluminio y en muchos procesos industriales. El 

fluoruro de metil sulfonilo se usa como fumigante (Dreisbach y 

William, 1988; Irving y Lewis, 1993). 

FUENTES DE FLUOR 

El F se encuentra distribuido universaimente en el ambiente. Se 

presenta de forma natural (en agua, suelo, aire, alimentos y 
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tejidos) y artificial (productos dentales) (Thomson ef a/, 1985. 

Navia ef a/, 1988; Crespi ef a/, 1990) (Tabla 1). 

Tabla 1.- Exposicién del humano al fluor 
  

  

  

PUENTE DE NINos ADULTOS NATURALEZA DE 
FLUOR (1-12 ARios) LA EXPOSICION 

Agua 
Fuorada (> 1 ppm) 0.5-1.1 mg/dia 0.61-3.2 mg/dia Ingestién 

No fluorada (< 0.4 ppm) 0.2-0.4 mg/dia 0.03-0,75 mg/dia Ingestién 

Dieta 
Areas fiuoradas 0,03-0,56 mg/dia 0,33-2.7 mo/dia Ingestién 

Areas no fluoradas No hay dates 0.16-1.0 mg/dia Ingestién 

Aire 
Area industrial 0.01-0.04 mg/dia 0.01-0,06 mg/dia Inhalacién 

Exposicién ocupacional No hay datos 10-25 mg/dia Ingestiéne 

severa Inhalacién 

Dentifricos y enjuages 0,04-1.2 mg/dia 0.25 mg/dia Ingestion 

bucales 
Geles fluorades para 

tratamientos 10-25 mg/tratamiento 10-25 mg/tratamiente Ingestién 

(agudo) 
Terapia para 0.5 mg/kg/dia Ingestién 

osteoporosis 

Li ef a/,1988 

SUELO: El F es el décimo tercer elemento quimico en orden de 

abundancia representando aproximadamente el 0.065% de la



corteza terrestre. En las rocas y suelo, el F puede presentarse en 

forma combinada con una amplia variedad de minerales, incluyendo 

fluorspar (CaF2), criolita, apatita, mica, hornblenda y un gran 

nimero de pegmatitas tales como topaz y turmalina (Murray, 1986; 

Li, et a/, 1988). Sus minerales més abundantes son la fluoropatita, 

la criolita y el espato fluor (Espafia, México y Suddfrica) (Irving y 

Lewis, 1993). Su mineral mds importante es el fluorspar que es en la 

actualidad la principal fuente industrial de fldor. Las rocas 

volcénicas e hipabisal, asf como también los depdsites de sal de 

origen marino, contienen cantidades significantes de F de hasta 2.5 

g/kg (Murray, 1986; Kats, et a/, 1991). 

La disponibilidad de les iones F libres en el suelo se determina 

por la solubilidad natural de los compuestos de fluor, la acidez del 

suelo, la presencia de otros minerales o compuestos quimicos y la 

cantidad de agua presente. Las concentraciones de F se 

incrementan con la profundidad de! suelo; en las dreas de montaflas 

altas, el contenido de F es relativamente bajo. Debide a la 

constante erosién de las montafas, el F se remueve y como los 

otros halégenos, se transfiere a la altiplanicie mds baja o al mar via 

rios 0 arroyos. 
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AGUA: Debido a fa presencia universal de F en la corteza terrestre, 

todas las aguas contienen F en concentraciones variables. El agua 

marina contiene cantidades significantes que van desde 0.8 a 1.4 

mg/kg. Las aguas con alto contenido de F se encuentran en la base 

de las altas montaflas y en las dreas con depédsitos geoldgicos de 

origen marino (Murray, 1986). 

AIRE: Después de los compuestes de nitrégeno y sulfuro, los 

compuestos de fidor se encuentran entre los tres contaminantes 

principales del aire. Ellos se originan por el procesamiento del 

acero, quema de carbén, aluminio, uso de fertilizantes de fosfato 

(Stern, 1986), emisién de gases en dreas de actividad volednica, 

efluentes industriales gaseosos y polvos de suelos que contienen F 

(Murray, 1986; Whitford, 1989). Los gases orgdnicos e inorgdnicos 

de fidor contenidos en la tropdésfera se encuentran presentes en 

concentraciones de 1 y 0.1-0.4 ppm respectivamente. Se estima que 

en lugares altamente industriales las emisiones son de 

aproximadamente 1.8 millones de toneladas de fluor por afio (Stern, 

1986). El contenido de F en el aire de dreas industriales puede 

alcanzar niveles tan altos de hasta 1.4 mg de F por m’, mientras que 

en las proximidades de estas dreas los niveles de F son de 0.2 mg 
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por m® en el aire y en regiones no industriales se han registrade 

concentraciones de 0.05 a 1.90 ug/m* de F (Murray, 1986). El 

fluoruro de hidrégeno (HF) es el gas inorgdénico més comunmente 

encontrado en la atmésfera y es répidamente absorbide por los 

pulmones (Stern, 1986). A pesar de esto, la cantidad de fitor 

presente en la atmésfera por lo comtin es sumamente pequefla en 

proporcién con la cantidad ingerida en los alimentos y en el agua de 

consumo (Kats ef a/, 1991) 

AGUA DE CONSUMO: Ei fidor contenido en el agua para beber es 

comunmente la contribucién mds grande de F al dia, la cual depende 

de la concentracién de este elemento en el agua, la edad de la 

persona, las condiciones de clima y los hdbitos alimenticios (Murray, 

1986). 

ALIMENTOS: El consumo de F de la mayoria de las personas es de 

origen dietético, y los alimentos son la segunda fuente de 

contribucién de F. En los adultos es de 0.67 a 1125 mg por dia 

dependiendo de la concentracién de F en el agua que se utiliza en la 

preparacién de los alimentos (Navia et a/, 1988 y Whitford, 1989). 

En 1983 Taves analizé las concentraciones de F en algunos 
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alimentos como se muestra en la tabla 2. Aunque no existe una 

desis de consumo diario de F, se sugiere que la cantidad éptima 

oscila de 0.05 a 0.07 mg de F por kilogramo de peso corporal. 

Autores como Murray (1986) han reportado, que el consumo diario 

de F puede variar de 0.2 mg de F por dia en infantes a 5 mg de F 

por dia en los adultos. 

Tabla 2.~ Concentraciones de fidor en los alimentos 

  

Al TOS CONCENTRACIONES DE F (ppm) 

PROMEDIO RANGO 
Productos Ideteos 0.25 0,02-0.82 

Carne, pescado y aves 0.22 0.04-0.51 

Granos y cereales 042 0.08-2.01 

Papas 0.49 0.21-0.84 
Hojes vegetales y comestibles 0.27 0.08-0.70 

Legumbres 0.53 0,49-0.57 

Raices 0.38 0.27-0.48 

Frutas 0,06 0.02-0.08 

Aceites y mantecas 0.25 0.02-0.44 
Aztcar y derivados 0.28 0.02-0.78 

Bebidas 0.76 0,02-2.74 

No clasificables 0.59 0.29-0.87 

TAVES (1983) 

PREVENCION DE CARIES: El uso multiple del F en la elaboracién de 

productos dentales es creciente en una gran variedad de sistemas, 

incluyendo enjuagues bucales (225-900 ppm), suplementos 

pedidtricos, soluciones tépicas, pastas dentales (1000-5000 ppm) y 

geles restaurativos (12,300 ppm); ademds, dicho elemento se 
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combina como agente medicinal y anestésico bucal (Tsutsui et ai, 

1984b; Li et a/, 1988). Su eficacia cariostdtica ha sido bien 

documentada y numerosos estudios indican que en una 

concentracién de 1 ppm en el agua, el F es benéfico para la 

prevencién de caries dental. Se estima que en 1984 mds de 260 

millones de personas en el mundo estaban viviendo en comunidades 

con agua fluorada de manera artificial o natural (Li et a/, 1987). 

Actualmente mds de la mitad de la poblacién americana consume 

natural o artificialmente agua fluorada y se estdn haciendo 

esfuerzos para incrementar esta proporcién (Li ef a/, 1988). 

TEWDOS: El F forma parte de los oligoelementos los cuales 

constituyen el 0.01% de la masa del cuerpo humano. Tiene un nivel 

normal de concentracidén en cada compartimento del organismo de 

5-20 pg/| (0.26-1.05 pmol/l). El F se concentra en el cuerpo en 

tejidos mineralizados como son los huesos y los dientes. La dosis 

téxica de este elemento la cual produce sintomas de 

envenenamiento después de su ingesta por semanas y meses 

consecutivos es de >6mg (>0.32 mmol). Puede causar dafio a la 

actividad amielobidstica, fluorosis, irritacién de piel, ojos y 

membranas mucosas (Navia et a/, 1988). 
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EL METABOLISMO DEL FLUOR 

Comdnmente, el fitor se absorbe con facilidad mediante 

transporte pasive y entra a los fluides del cuerpo pasando por los 

pulmones o el tracto gastrointestinal, principalmente por el 

estémago (Figura 5). Este elemento puede ser liberado dentro del! 

cuerpo a causa de la biotransformacién del F contenido en 

moléculas orgdnicas de bajo peso molecular (menos de 3000 

daltones), tales como anestésicos voldtiles como el metoxiflurano, 

halotano o enflurano, entre otros. Varios factores pueden afectar 

la absorcidn del F como fa inanicién y la grasa en la dieta 

incrementando la absorcién, mientras que altas concentraciones de 

calcio, fésforo, magnesio y aluminio afectan la absorcién del fluor a 

diferentes grades, El plasma se considera como ei “Compartimiento 

Central” porque es este fluido desde ei cual y dentro del cual el ion 

debe pasar para su distribucién y eliminacién (Navia et a/, 1988; 

Whitford, 1989), Bajo condiciones favorables, cerca del 90% del F 

ingestado se absorbe en el estémago. Tipicamente, alrededor de un 

10 aun 15 % del fluoruro ingerido permanece sin ser absorbido y es 

excretado via las heces (Kats et a/, 1991). 
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Figura 5.- Destine metébolico del fider en.los humanos 
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SECRECIONES p> EXCRECION——PRINON 
CORPORALES       

Kats ef of., 1597. 

A largo plazo en la estructura corporal, el fidor se libera 

durante el curso normal de la remodelacién del hueso (Whitford, 

1989), El fluoruro absorbido aparece en bajas concentraciones 

(alrededor de 0.15 ppm, o menos) en los liquides circulantes de! 

organismo, en los que estd en equilibrio con los distintos tejidos 

blandos. El F presente en los Ifquidos orgdnices circulantes se 

deposita en los tejidos duros o es excretado por la orina. La 

excrecién urinaria del F depende de la forma quimica de este 

elemento asi como de la cantidad, la duracidn de la exposicién, el 
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estatus de salud y la edad del individuo (Murray, 1986; Navia et a/, 

1988; Whitford, 1989; Kats, et a/, 1991). 

La figura 6 muestra un perfil tipice de las concentraciones de 

F en el plasma durante la ingestién de una cantidad minima. Minutos 

después de la ingestién se incrementan los niveles de F en el 

plasma. Esto indica que el ion se absorbe con facilidad por el 

estémago, un hecho que distingue al F de los otros haldgenos y 

otras sustancias (Whitford, 1989). La maxima concentracién de F 

en el plasma se alcanza a los 30-60 minutos después de la ingestién. 

El metabolismo se completa usualmente en 24 hrs. En los adultos 

(minimo crecimiento esquelético) quizds el 10% del F ingerido se 

puede depositar en los huesos. Mientras que en los nifios, mds del 

50% puede ser depositade en los huesos (Pader, 1988; Kats ef ai, 

1991), 

El incremento en los niveles de plasma después de la ingestion 

se atentia debido a la distribucién de los fluidos intersticiales e 

intracelulares la entrada a los tejidos calcificados y la excrecién 

renal, Después que el volumen de la dosis se ha absorbido, los 

niveles en el plasma muestran una rdpida disminucién debido a la 

continua entrada a huesos y por la excrecién. Durante este periodo 
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los niveles de F de los tejides blandos declinan en paralelo con fa 

curva del plasma (Whitford, 1989), 

  

Figura 6.- El metaboliemo del fluor 
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TOXICOLOGIA DEL FLUOR 

El incremento de la exposicién de la poblacién a dicho 

elemento ha despertado el interés por conocer su toxicidad 

particularmente la interaccién con el material genético. Numerosos 

estudios han investigado el efecto genotéxico del flior en una gran 

variedad de sistemas, incluyendo plantas, bacterias, moscas de 
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los niveles de F de los tejidos blandes declinan en paralelo con la 

curva del plasma (Whitford, 1989). 
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TOXICOLOGIA DEL FLUOR 

El incremento de la exposicién de ia poblacién a dicho 

elemento ha despertado el interés por conocer su toxicidad 

particularmente ta interaccién con el material genético, Numerosos 

estudios han investigade el efecto genotéxico del fldor en una gran 

variedad de sistemas, incluyendo plantas, bacterias, moscas de 
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fruta, animales y células humanas. OBesafortunadamente, la 

infermacién sobre este tema es limitada y los resultados son 

conflictives (Lier a/, 1989), 

Los primeros estudios sobre e! efecto del potencial 

genotéxico del fitior se realizaron en plantas. En 1957, Kihlman no 

encentré evidencia de que el F produjera rompimientos o 

intercambios cromosémicos en frijol. Sin embargo, algunos estudios 

han mostrado que este elemento es genotéxico en Allium spp, Vicia 

fabay Hordeum vulgare induciendo dafio cromosémico. 

El flueruro de sedio (NaF) y el monofluorofosfato de sodio 

(NaFPO;) no fueron mutagénicos en Salmonella typhimurium, pero 

el fluoruro de estaffo (SnF) si lo fue en este mismo sistema. En 

Bacillus subtilis el NaF resulté negative, pero en otros 

experimentos fue positive, al igual que el fluoruro de potasio (KF). 

A partir de ios affos 70's, la mayoria de los estudios con. 

respecto al efecto genotéxico de! F se realizaron en células de 

mamfferos tanto in vitro como in vive. En 1974, Jagiello y Lin 

estudiaron al NaF como un mutdgeno potencial empleande ovocitos 

de ratén en concentraciones de 100 y 200 ppm y en ovocitos de 

avejas con 10 y 25 ppm, no causando ningtin cambio cromosdmico, 

por lo que se sugirid que el F podria tener un efecto menor en 
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ovocitos en maduracién meiédtica y que la sensibilidad celular varia 

entre las diferentes especies, 

Aunque existe desacuerdo en la literatura en cuanto a la 

capacidad del F para producir aberraciones cromosémicas en 

cultivos de células humanas y de roedores, hay evidencias de que la 

exposicién de F incrementa las aberraciones cromosémicas en 

ambos sistemas de prueba. El NaF y el KF dan resultados positives 

en linfoma de ratén L5178 YTK+/- en dosis de 100-500 ug/mi (Cole 

e7 af, 1986; Caspary et al, 1987). 

La evidencia més dramdtica del potencial de mutagenicidad del 

F se obtuvo a partir de la investigacién i vivo dirigida por 

Mohamed y Chandler (1977) en donde grupos de 8 ratones se 

usaron para el experiment. A todos los animales se les proporciond 

una dieta baja en F y cada grupo recibié agua para beber que 

cantenia QO, 1, 5, 10, 50, 100 o 200 ppm de NaF. Después de 3 y 6 

semanas, cuatro ratones de cada grupo se sacrificaron y se 

examinaron los cromosomas de la médula ésea y células de 

testiculos. Los datos mostraron que cuando se comparé el grupo 

control con los tratamientos, el niimero de aberraciones 

cromosémicas se incrementaron significativamente en todos los 

animales que recibieron agua fluorada. Los autores concluyeron que 
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el fluor, podria ser mutagénico ain en cencentraciones de 0.45 ppm 

(1 ppm NaF). 

Contradictoriamente a las observaciones de Mohamed y 

Chandler, se encuentran los resultados de las investigaciones de 

Kram ef a/ (1978) y Martin et a/ (1979). Les datos de estos 

estudios mostraron que durante el tiempo de vida de ratones, el 

consumo de 50 ppm de F no causa dafio cromosémico detectable en 

médula ésea o en células testiculares de ratén. 

En 1985, Thomson ef a/ publicaron los resultados que 

concentraciones de F de 2-60 veces mayores a las utilizadas en la 

fluoracién de agua (1 ppm) no causaban incremento significative en 

la frecuencia de aberraciones cromosdmicas o intercambio de 

crométidas hermanas. Los autores concluyeron que no hubo 

evidencia de que el F indujera alteraciones cremosdmicas 0 

interaccién con el ADN. 

En el aflo de 1993, Zeiger et a/ realizaron una revisidn 

bibliogrdfica en cuanto al potencial genotéxico del F, encontrando 

de manera general que el F no es un agente mutagénico en sistemas 

bacteriales, pero que produce aberraciones cromosémicas y 

mutaciones genéticas en cultivos de células de mamiferos. 
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Aunque hay desacuerdo en la literatura concerniente a la 

habilidad del F para inducir aberraciones cromosémicas en cultivos 

celulares de humanos y de roedores, la evidencia guia a la 

conclusién de que ia exposicién al F resulta el incrementa de 

aberraciones cromosdmicas en estos sistemas de prueba. El NoF 

indujo principalmente huecos (gaps) cromatidicos y rompimientos 

cromatidicos, indicando que en roederes las células estdn 

respondiendo en la etapa G2 del ciclo celular. En contraste estudios 

con células humanas sincronizadas indicaron que la fase S fue la 

més sensible. Si el F tiene un efecto especifico en el ciclo celular, 

esto podria ser discutido por medio de las diferencias en los 

tratamientos celulares y la forma de cosecha, fo cual guia a 

resultados conflictivos como consecuencia de las diferencias que 

existen de un protocolo a otro (Zeiger ef al, 1993). 

De manera general, existen tres diferentes puntos de vista 

acerca del fidor: 1) El fidor no tiene efectos genotéxicos (Kram et 

al, 1978; Martin et a/, 1979; Thomson ef a/, 1985 y Li et af, 1987); 

2) El fluor es un agente mutagénico y tiene efectos citogenéticos 

que causan daifo al ADN y a los cromosomas (Mohamed y Chandler, 

1977; Tsutsui et a/, 1984b); 0 3) El fluor tiene efectos sinérgicos o 

antagénicos con ciertos mutdgenos conocidos (Slacik y Obe, 1976). 
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JUSTIFICACION — 

Los compuestos de fider juegan un papel importante en la 

vida de la poblacién, debido a la presencia universal de este 

elemento en el agua, suelo o aire, y no es sorprendente que los 

individuos se expongan a diferentes concentraciones de flor a 

través de alimentos, agua para beber, emisiones industriales, 

productos dentales y otras fuentes. A pesar de que se han 

realizado una gran cantidad de estudios en diversos sistemas de 

prueba (bacterias, plantas, moscas de la fruta, animales y células 

humanas) con el fin de conocer los efectos mutagénicos que este 

elemento pueda provocar al ser humano, atin no se ha evaluade de 

manera definitiva el potencial toxicalégico que el F pueda producir. 

Desafortunadamente la informacién proporcionada sobre su 

potencial toxicelégico es limitada y contradictoria, llegando a 

considerar al fldor como: (1) Un elemento sin efecto genotéxico, (2) 

Como un agente mutagénico, y (3) Con efectos sinérgicos o 

antagénicos con algunos mutdgenos conocidos. 

Es por estas razones que en el presente trabajo se estudio el 

efecto citotéxico y genotéxico de un compuesto de fluor (fluorure 
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de potasio; KF) sobre los cromosomas de linfocites humanos 

tratades in vitro, empleando diferentes pardmetros para evaluar su 

citotoxicidad y su genotexicidad. 
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HIPOTESIS 

Los dafios a fa salud ocasionados por diversos agentes 

quimicos han sido punto de controversia, tal es el caso del fluor 

que es un elemento del cual no se tiene claro el efecto citotéxico y 

mutagénico que puede provocar a los seres vivos. Por tal motivo si 

aplicames fluoruro de potasio (KF) en diferentes concentraciones 

(10, 20, 40 u 80 ug/ml) @ cultives de linfocitos humanos, dicho 

“ compuesto podrd causar alteraciones sobre la divisién celular o 

interactuer con moléculas vitales como el ADN. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar el efecto del fluoruro de potasio (KF) sobre la 

divisién celular y la estructura de los cromosomas de linfocitos 

humenos tratados in vitro, 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

* Cuantificar el Indice Mitético (IM) en cultives de linfocitos 

humanos tratados con fluoruro de potasio. 

+ Evaluar el efecto del fluoruro de potasio sobre el! Indice de 

Replicacién (IR). 

* Cuantificer el efecto del fluoruro de potasio sobre la frecuencia 

de Intercambio de Cromdtidas Hermanas (ICH). 
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* Determinar el tipo y la frecuencia de Aberraciones 

Cromosémicas (AC) en cultivos de linfocites humanos expuestos a 

fluoruro de potasio, 

* Evaluar el efecto dei fluoruro de potasio sobre la frecuencia de 

Asociacién de Satélites (AS) en cultives de linfocitos humanos 

tratados /n vitro. 

* Cuantificar 1a frecuencia de rompimientos de cadena sencilla de 

ADN y Ios sitios dicali-lébiles inducidos por el fluoruro de potasio 

en linfocitos humanos, mediante la técnica de Electroforesis de 

Células Individuales (SCGE). 
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MATERIAL Y METODOS 

A donadores varones sanos se les extrajeron 5 ml de sangre 

periférica con una jeringa heparinizada, Posteriormente se agregé 

a cada tubo de cultivo 4.25 ml de medio RPMI-1640 (Sigma 

Chemical Co. St. Louis MO., USA) suplementado con 0.25 mi de 

Fitohemaglutinina (Sigma) como mitégeno y 8 gotas de sangre (0.5 

ml), incubdndose a 37° C, durante 48 6 72 horas; dependiendo de la 

técnica a seguir. Para la observacién de aberraciones cromosémicas 

y asociacién de satélites los cultivos se mantuvieron durante a 48 

horas, mientras que para evaluar el intercambio de cromdtidas 

hermanas los cultivos se incubaron durante 72 horas (Dean y 

Danford, 1984; Altamirano, 1992; Rolddn, 1992). En todes les 

casos cada experimento se realizé por duplicado, 

I. ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y ASOCIACION DE SATELITES 

Para ei andlisis de aberraciones cromosémicas y asociacién de 

satélites, después de 24 horas de iniciados los cultivos se adiciond 

a cada tubo fluoruro de potasio (Sigma), en cencentraciones de 10, 

20, 40 u 80 g/m! de cultive (solucién final con una concentracién 

de 50 g/ml KF), los cuales se disolvieron en agua bidestilada y se 
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esterilizaron por filtracién empleando membranas Millipore de 0.45 

u. A las 46 horas se agregaron 4 pg/ml de colchicina (Gibco, USA), 

dejdndolos en incubacién hasta completar las 48 horas. La cosecha 

se realizé centrifugando las céiulas a 1000 r.p.m. (400 g) durante 5 

minutos y sometiendo el botén celular a un choque hipotdnico con 

cloruro de potasio (KCI) 0.075M, durante 25 minutos a 37°C. 

Transcurrido este tiempo, las células se fijaron con metanol-dcido 

acético (3:1) tres veces por tiempos de 5, 10 y 15 minutos 

respectivamente, (Altamirano, 1992; Roiddn, 1992) para finalmente 

reatizar las preparaciones por goteo, dejdndolas secar al aire para 

posteriormente teflirlas con Giemsa (Sigma, Méx.; 1:30 en agua 

corriente). 

Se observaron 200 metafases a! microscopio para determinar 

el nimero y tipo de aberraciones cromosdémicas, asi como las 

asociaciones de satélites, mientras que para la cuantificacién del 

indice mitético (IM) se observaron 1000 células por cultivo para 

determinar el porcentaje de células en divisién, mediante la 

siguiente férmula (Dean y Danford, 1984): 

No, de células en divisién 

IM © wnnnnnnnnnnen anew ene n cen n eee c ener X 100 

No. de células totales 
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Il. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS RERMANAS 

Para el estudio de los ICH's en los cultivos de linfocites 

humanos, a las 24 horas de iniciados los cultivos se agregaron a 

cada tubo 5 ug/ml de una solucién de 5-bromodesoxiuridina (5- 

BrdU; Sigma) (Crossen y Morgan; 1977) y el tratamiento de ¢ 

fluoruro de potasio en concentraciones de 10, 20, 40 u 80 pg/ml de 

cultivo. A las 70 horas de cultivo se agregaron 4 ug/mi de 

colchicina a cada tubo. Posteriormente a las 72 horas se realizé la 

cosecha y Ia preparacién de laminillas siguiendo la misma técnica 

empleada para aberraciones cromosémicas. Por ultimo, a las 

preparaciones se les aplicéd la técnica de tincién diferencial de 

Intercambio de Cromdtidas Hermanas, la cual consistié en tefir las 

preparaciones con una solucién de Hoechst-33258 (Sigma, 0.05 

ug/ml) durante 20 minutos en la obscuridad: después las 

preparaciones se lavaron con agua corriente y se irradiaron con luz 

ultravioleta (UV) y luz negra por 20 minutos sumergiéndolas en una 

solucién salina citrato 2XSSC (citrate de sodio 0.03M y cloruro de 

sodio 0.3M), para después enjuagarlas con agua corriente: 

posteriormente se dejaron en bafio Maria durante 20 minutos a 60° 
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C en solucién 2XSSC. En seguida las preparaciones se lavaron y 

tifleron con una solucién Giemsa (Perry y Wolff, 1974; Mudry ef ai, 

1981; Relddn, 1992). 

La frecuencia de ICH 's se abtuvé observando 100 células por 

cultive en metafase del segundo ciclo de divisién. celular 

cuantificande el némero y tipo de intercambios (terminales e 

intersticiales como resultado de uno y dos intercambios 

respectivamente; Figura 2) (Altamirano, 1992). La determinacién 

dei Indice de Replicacién (IR) se realizé contabilizando al azar 

100 células en metafase por cultivo determinando el porcentaje de 

células de primera, segunda, tercera 6 sucesivas divisiones (Figura 

7: a,b y ¢ respectivamente). El IR se calculé mediante la siguiente 

férmula: 

1(Mz) + 2 (Me) + 3 (Mn) 

TR & cncnnencrnnanenancemeneanncnnenneenenennnnne 

100 

en donde: I, IZ y III son las proporciones de células en primera, 

. Segunda y tercera o siguientes divisiones (Lazutka; 1991; Rojas e+ 

af, 1992), 
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It. ELECTROFORESIS DE CELULAS INDIVIDUALES 

Para este experimento y a diferencia de las técnicas 

anteriormente mencionadas, los tratamientos a las células 

sangufneas se realizaron de la siguiente manera: Se utilizaron tubos 

de microcentrifuga a los cuales se les agregaron 190 pl de medio 

de cultivo RPMI + 10! de KF, 180 ul de medio RPMI + 20 ul de KF, 

160 ul de medio de cultive RPMI + 40 ul de KF 6 120 pi de medio 

RPMI + 80 ul de KF, obteniéndose un volumen final de 200 ul (en 

todos los casos la concentracién final de KF fue de 10, 20,40 y 80 

ig/ml). Posteriormente se les adicionaron 40 ul de sangre 

periférica y se incubaron a 37°C durante 2 horas. Una vez 

transcurrido este tiempo se centrifugaron a 4000 r.p.m. (1600 g) 

durante 2 minutos obteniendo asi el betén celular. En este caso se 

conté con un testigo positive (perdxido de hidrégeno) y un testigo 

negativo. 

En todos los casos se utilizaron tubos por triplicado, ocupando 

un tube y su duplicado para Ia electroforesis y ei tubo restante 

para las pruebas de viabilidad. El experimento se repitid tres 

veces. 
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A) PREPARACION DE LAMINILLAS 

Una vez obtenide el botén celular se realizaron las 

preparaciones en portaobjetos completamente esmerilades a los 

cuales se les agregé 200 pl de agarosa regular (Sigma Chemical CO. 

St. Louis) al 0.5% (previamente preparada) cubriéndolas 

inmediatamente con un cubreebjetos para pesteriormente 

refrigerarlas a 4° C durante 3 minutos hasta que {a agarosa 

solidificara. Después se removié el cubreobjetes y se les agregé 

85 ul de una mezcla que contenia 75 ul de agarosa de bajo punto de 

fusién (Sigma Chemical CO. St. Louis) al 0.5% + 10 ul del botén 

celular, cubriéndolas nuevamente con el mismo cubreebjetos para 

refrigerarlas durante 5 minutos a 4°C hasta su total solidificacién. 

Transcurrido este tiempo se removid el cubreobjetos 

cuidadosamente y se les agregé una tercer capa de agarosa (80 yl) 

de bajo punto de fusién al 0.5%, colocéndoles inmediatamente un 

cubreobjetos limpio y refrigerdndelas a 4°C, durante 5 minutes. 

Una vez solidificadas se ies retiré el cubreobjeto y las laminillas se 

sumergieron en una solucién de lisis (2.5M NaC! , 100mM EDTA, 

10mM Tris, 1% lauril sarcosinato de sodio y NaOH; pH 10) a 4°C y 
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manteniéndolas en refrigeracién por !o menos durante 1 hora 

(Hartmann ef a/, 1994). 

B) ELECTROFORESIS DE LAMINILLAS 

Transcurrido el periodo de lisis, las laminillas se colocaron en 

una cdmara de electroforesis horizontal (previamente inmersa en 

hielo) y se les agregé el amortiguador de electroforesis (300 mM 

NaOH, 1 mM EDTA: pH 13) de modo que las faminillas quedaran 

bien cubiertas dejdndolas durante 20 minutos, permitiendo asi el 

desenrrollamiento del ADN y la expresién de sitios dlcali-ldbiles. 

Posteriormente, las condiciones empleadas para la electroforesis 

fueron de 25 volts y 300 miliamperes por 20 minutos. 

Transcurrido este tiempo se les hicieron tres lavados a las 

laminiflas con amortiguador neutralizante (0.4M Tris: pH 7.5), 

dejdndolas reposar durante 5 minutos después de cada lavado, 

escurriéndoles dei exceso de amortiguador para posteriormente 

tefirlas con 50 pl de bromuro de etidio (20 ug/ml) (Sigma Chemical 

CO. St. Louis) y colocdndoles un cubreobjetos. Por ultimo, las 

laminillas se guardaron en una cdmara himeda y se refrigeraron 
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hasta su observacién (antes de 48 horas) en el microscopio de 

fluorescencia (Tice et al, 1990 y Hartmann ef a/, 1994). 

C) OBSERVACION AL MICROSCOPIO 

La observacién en el microscopio de fluorescencia se realizé 

utilizando un filtro de excitacién de 515-560 nm con un aumento de 

40 X contando un total de 50 células por laminilla, incluyendo el 

ntimero de nticleos evaluables “cometas", nticleos difusos “nubes" y 

ndcleos intactos “sin dafio". También se midié con la ayuda de un 

ocular graduade el didmetre de los nucleos y la longitud de las colas 

de los cometas (ADN dafiado y con diferente migracién). 

ILI. PRUEBAS DE VIABILIDAD 

Se colocaron 20 wl del botén celular en tubos de 

microcentrifuga y se agregaron a cada tubo 5 pl de una solucién de 

colorantes (5-6 diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) y 

Bromuro de Etidio (BrE) en una concentracién final de 0.125 pyg/pl 

y 0.025 ug/uyl respectivamente) en una proporcién 1:1. 

Posteriormente, se dejaron las células reposando durante 5 
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minutos a 37 °C, Una vez transcurrido este tiempo se centrifugaron 

a 4000 rpm. durante 3 minutos y se les retiré el sobrenadante 

para agregar 1 ml de medio de cultivo RPMI-1640 y después 

resuspender con el vortex. Se repitid la centrifugacién a 4000 

r.p.m. durante 3 minutos y se desechd ei sobrenadante. Luego se 

resuspendié ef botén celular en 30 ul de medio de cultivo y se les 

agregaron 10 ul de esta muestra en un portaobjetos colocdndoles, 

posteriormente un cubreobjetos. Por ditime las células se 

observaron en el microscopio de fluorescencia con un filtro de 

excitacién de 515-560 nm  contabilizando 200 células por 

tratamiento. Las evaluaciones se realizaron tomando el ntimero de 

células viables (fluorescencia verde) y el ndmero de células muertas 

(fluorescencia roja) (Strauss, 1991). 

ANALISIS ESTAD{STICO 

Para ia evaluacién del porcentaje del indice mitético, el 

andlisis estadistico aplicado fue ta prueba de diferencia de 

proporciones (Z; P«0.05 valores criticos para ensayos de dos colas): 

para el intercambio de cromdtidas hermanas ia prueba utilizada fue 

la “t” de Student (con P<0.05), mientras que para asociacién de 
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satélites (niimero de asociaciones por céiula, numero de células por 

asociacién, tipos de asociacién, ndmeros de cromosomas por 

asociacién y proporcién de cromosomas del grupo D y 6), 

aberraciones cromosémicas y Ia electroforesis de células 

individuales se empleé el andlisis estadistico de Ji cuadrada 

(P<0.05). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Los efectos ocasionades por diferentes agentes (tanto fisicos 

como quimicos) sobre fa divisién celular y la induccién de 

anormalidades cromosdmicas en modelos bioldgicos han sido 

criterios importantes para la identificacién de dafio sobre los 

sistemas genéticos de los organismos (Sharma y Talukder, 1987). 

Desde hace tiempo los linfocitos humanos de sangre periférica 

se han utilizado en aquellos estudios que permiten analizar 

alteraciones tanto genotéxicas como citotéxicas (Obe ef a/, 1975, 

Preston, 1982; Watt y Stephen, 1986; Strauss, 1991). Los efectos 

genotéxicos pueden ser el resultado de la interaccién directa de 

agentes quimicos con el ADN a través de enlaces covalentes o 

intercalacién, mediante la produccién de rompimientos de la cadena 

de ADN, cambios estructurales en los cromosomas o Ia induccién de 

mutaciones génicas. Los cambios también pueden ser a través de 

mecanismos indirectos los que incluyen la interferencia con los 

procesos de replicacién y reparacién del ADN, asi como cambios 

sobre enzimas, membranas, proteinas estructurales y lisosomas 

(Scott et af, 1991). 
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Por su lado, la citotoxicidad se manifiesta en forma de muerte 

celular o mediante otros eventos que no estdn asociados con la 

letalidad celular, como lo es la inhibicién en el crecimiento, el 

retraso en ei ciclo celular, la reduccidn en el indice mitético (IM) y 

cambios metabdlicos (Scott et a/, 1991). Las aiteraciones sobre la 

divisién celular pueden provocar un incremento en fa mitosis (accién 

mitogénica), o mds frecuentemente, la reduccién en la frecuencia 

de divisién (efecto citostdtico) (Sharma y Talukder, 1987). 

MARCADORES BIOLOGICOS DE CITOTOXICIDAD 

Pocos son los trabajos en donde se postulan al indice mitético, 

a la cinética de proliferacién celular, al tiempo de proliferacién 

linfocitica, al indice de replicacién y a la viabilidad celular como 

indicadores bioldgicos de citotoxicidad y citostaticidad (Morimoto 

et af, 1985; Herrera et a/,, 1991; Lazutka, 1991; Rojas et a/, 1992), 

sin embargo estos han mostrado ser indicadores sensibles para la 

deteccién del dafio inducido por agentes quimicos. 

1) Indice Mitético (IM) 

* Los resultados abtenidos en el presente trabajo al tratar 

cultives de linfocitos por 48 horas, con fluoruro de potasio (KF), 

34



muestran que el indice mitétice (nimero de céluias en mitosis 

expresade como un porcentaje dei numero total de células 

cuantificadas) (Evans et a/, 1957) en las concentraciones de 10 y 

20 g/ml no se modificé; sin embargo en las concentraciones de 40 

y 80 yg/mi de KF hubo una disminucién significativa de este 

pardmetro de 3.15 y 2.35% respectivamente con una P<0.05 en 

comparacién con el testigo que tuve un valor de 4.76 %; (Figura 8). 

Figura 8.- Efecto del KF sobre el indice mitético en 
cultivos de linfocites humanos a las 48 horas 
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Cuando se aplicé el KF a los cultivos de 72 horas, se observd 

el mismo comportamiento, no se presenté alteracién en el IM en las 

dosis de 10 y 20 pg/ml de KF, y hubo una disminucién en las 

55



concentraciones de 40 jig/ml (2.55%) y 80 yg/mi (2.75%) con 

respecto al testigo que fue de 4.8% con una P<0.05 (Figura 9). 

Figura 9.- Efecto del KF sobre el indice mitético en 
cultivos de linfecitos humanes a las 72 horas 
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Los datos reportados en el presente estudio concuerdan con 

la mayoria de los trabajos realizados por diferentes autores; tal es 

el caso de Tsutsui ef a/ (1984c), quienes reportaron la 

citetoxicidad del NaF en cultivos de fibroblastos humanos (células 

JHU-1) la cual se determinéd por muerte celular mediante la 

disminucién en la habilidad de formacién de ta colonia, 

presentdndose un comportamiento linear conforme aumentaba la 
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dosis de NaF (50-150 g/ml) o ef tiempo de exposicién a este 

compuesto (1-24 horas). Este mismo autor (Tsutsui et al, 1995) 

encontré que al utilizar el mismo sistema de prueba pero en 

concentraciones de 1-10 ug/ml durante 1-3 semanas, no se indujd 

disminucién en el néimero celular, ni tampoco retraso mitético. 

Ambos reportes concuerdan con la presente investigacién ya que no 

se observé disminucién significativa del indice mitético en la 

concentracién de 10 y 20 pg/ml de KF pero éste disminuyd 

significativamente en las dosis mds altas (40 y 80 ug/ml). 

De igual forma Thomson ef a/ (1985) reportaron que la 

presencia de células con cromosomas totalmente pulverizados es 

un reflejo de citotoxicidad generalizada del NaF y KF que resulta 

en la muerte celular en dosis muy altas, sugiriendo la posibilidad de 

que el F podrfa, indirectamente y en la misma forma que cualquier 

otre veneno que ataque proteinas, producir dafio cromosdémico en 

dosis muy altas por ia interferencia con los sistemas enzimdticos 

celulares. 

Khalil y Da'dara (1994), reportaron que altas concentraciones 

de F provocaban una reduccién significativa en la sobrevivencia de 

las células y una alteracién del indice mitético en los cultivos de 

células de médula dsea de rata, Un alo después, este mismo autor 

trabajando con el mismo sistema, observd fa ausencia de figuras 
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mitéticas en las dosis mds altas de NaF y KF (42.85-428.5 ug/ml) 

(Khalil, 1995). 

2) Indice de Replicacién (IR) 

La determinacién de pardmetros citotéxicos es muy amplio en 

los estudios que involucran el andlisis de Intercambio de 

Cromdtidas Hermanas (ICH's), por el hecho de que después de la 

tincién diferencial de las cromdtidas hermanas mediante la 

incorporacién de 5-bromodesoxiuridina (BrdU) al ADN, la historia 

replicativa de las células individuales en metafase se puede 

identificar fdcilmente. Es por esto que para el andlisis de ta 

cinética de ciclo celular (CCC), del indice de replicacién (IR) y del 

tiempo de proliferacién linfocitica (TPL) es necesario utilizar la 

tincién diferencial (Perry y Evans, 1975; Herrera et a/, 1991; 

Lazutka, 1991; Rojas et a/, 1992). 

Esta técnica ha permitide en la actualidad conocer algunos 

cambios en la proliferacién celular inducida por diversos agentes y 

factores tanto in vitro como in vivo (Latt, 1974; Perry y Evans, 

1975; Mudry et a/, 1981; WHO, 1985; Lazutka, 1991), En la figura 

10 se muestra que el indice de replicacién (IR) no se alteré en 

ninguna de las concentraciones utilizadas (10, 20, 40 y 80 tug/mi de 
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KF), presentande valores de 2.66, 2.77, 263 y 2.69 

respectivamente en comparacién con el testigo (2.72). En el 

presente trabajo se considera que el KF no altera la velocidad de 

replicacién de las células ni tampoco modifica el tiempo para que 

una poblacién de células puedan dividirse. 

Figura 10.- Efecto del KF sobre el indice de replicacién 
en cultives de linfocitos humanos 
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El KF no alteré el IR, sin embargo disminuyé el IM. La 

disminucién del ITM es usualmente una consecuencia de la reduccién 

en la velocidad de proliferacién celular (retraso mitético); sin 

embargo, el hecho de que el indice de replicacién no se modificara, 

refleja la pérdida de la capacidad proliferativa de las células o la 

muerte celular (Scott e7 a/, 1991). 
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La capacidad de proliferacién celular puede perderse en 

aquellas células que muestran una fragmentacién excesiva y en 

algunos tipos celulares, la pérdida de un sélo fragmento de 

cromosoma tiene altas probabilidades de causar muerte celular 

(Scott y Roberts, 1987). Algunos autores concuerdan que la 

exposicion al KF y NaF producen inhibicién en la capacidad de 

proliferacién celular asf come la muerte de las células al utilizar 

sistemas tanto i” vive como in vitro tales como fibroblastos 

humanos (Tsutsui et a/, 1984c; Hayashi y Tsutsui, 1993), linfocitos 

humanos (Thomson ef a/, 1985), células CHO y en células CHBM (Li 

et al, 1987). 

Se ha reportado que en ratones expuestos a concentraciones 

de <0.5 ppm o 50 ppm de NaF el porcentaje de células de médula 

ésea las cuales se replicaron una, dos o tres veces no se alteré y 

por lo tanto tampoco su IR (Kram ef a/, 1978), mientras que Li et a/ 

(1987) en estudios tanto in vitro como in vivo reportaron que en 

cultivos de células de ovario de hdmster Chino (CHO) en 

concentraciones de 0-270 g/m! NaF y en células de médula ésea 

de hdmsters Chino (CHBM) en dosis de 0.1-130 mg NaF/kg se 

registré una inhibicién del ciclo celular y la muerte de las células 

con’ el incremento en las  concentraciones de NaF. 

Contradictoriamente este mismo autor mostré que la exposicién 
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erénica (1-75 ppm) de NaF en el agua para beber no causd efecto 

significative aiguno en la proliferacién celular en CHBM (Li ef af, 

1989). Tampoco causé retraso mitético en fibroblastos humanos a 

una concentracién de 10 u¢/mi durante tres semanas (Tsutsui e7 af, 

1995). 

Se sabe que los fluoruros acttian como venenos celulares 

directos, interfiriendo con el metabolismo del calcio y los 

mecanismes enzimdticos (Dreisbach y William, 1988); ademds el 

fidor puede reaccionar con cationes divalentes en la célula (Mg, 

fosfato, etc.), por lo que esta interaccién ocasiona desérdenes en 

los procesos celulares tales como la diferenciacién celular o el 

metabolismo energético conduciendo en muchos casos a fa muerte 

celular (Zeiger et a/, 1993). 

Algunas veces la capacidad de algunos agentes quimicos de 

interferir con la proliferacién celular se ha estudiado de manera 

paralela a la biisqueda de actividad genotéxica. Esto ha guiado a 

encontrar algunas correlaciones entre ambos fenédmenos como es el 

hecho que aquellos agentes que inducen dafio cromosémico severo 

producen también una reduccién en la velocidad de proliferacién 

celular (Morimoto ef a/, 1985). Algunas de las drogas que muestran 

una clara inhibicién del indice mitético y la cinética de proliferacién 

linfocftica relacionada a la dosis son la Mitomicina C y el Cis- 
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Piatino, drogas conocidas como citostdticas (Morimoto ef a/, 1985; 

Herrera ef al, 1991; Rojas et a/, 1992). 

MARCADORES BIOLOGICOS DE GENOTOXICIDAD 

1) Intercambio de Crométidas Hermanas (ICH's) 

Los intercambios de cromdtidas hermanas son transposiciones 

simétricas y equivalentes en el mismo locus entre las cremdtidas 

del mismo cromosoma y que no provocan alteracién de ia morfologfa 

cromosémica (Perry y Evans, 1975; Morales, 1988). Los ICH's son 

indicadores muy sensibles para ciertas clases de dafle genotéxico 

(WHO, 1985; Morales, 1988; Morales e¢ a/, 1995; Tucker y 

Preston, 1996). Aunque dicha frecuencia varia entre los individuos, 

también existen diferentes factores que la pueden afectar, como 

es la exposicién previa a agentes quimioterapéuticos, rayos X, luz 

ultravioleta, agentes alquilantes, una gran variedad de quimicos 

mutdgenos-carcinégenos o defectos genéticos tales como aquéilos 

vistos en el sindrome de Bloom (Perry y Evans, 1975; Wolff, 1977; 

Morimoto ef a/, 1985; Morales y Cruz, 1996). 

~ Numerosos estudios han reportade una relacién directa entre 

la mutagenicidad de varias sustancias y su efecto en el incremento 
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de la incidencia de ICH's (Perry y Evans, 1975; Vogel y Bauknecht, 

1976; Wolff, 1977) y aunque ei significado biclégico de los ICH's no 

ha sido establecido existen hipdtesis que tratan de explicar su 

funcién celular y el proceso molecular que los origina. Hay modelos 

en los que se relaciona e! tipo de evento generador con agentes que 

daflano alteran el ADN (Painter, 1980; Cleaver, 1981), agentes que 

inhiben la sintesis del ADN (Ishii y Bender, 1980; Nishi et a/, 

1982) y los eventos espontdneos (Ishii y Bender, 1980: Rainaldi y 

Mariani, 1982; Morales ef a/, 1990). 

Segtin Stetka (1979), los modelos propuestos para explicar el 

origen de los ICH's deben tener las siguientes consideraciones: los 

ICH's son inducidos por la mayoria de los agentes que son 

mutdgenos y carcinégenos pero no pueden correlacionarse de forma 

cuantitativa: la célula debe pasar por la etapa de sintesis (Wolff et 

. al, 1974; Shafer, 1977) ya que es el momento en que las zonas 

homélogas de las cadenas nacientes del ADN se encuentran mds 

unidas permitiendo que se lleve a cabo el intercambio de manera 

simétrica, lo cual significa un menor costo de energia a la célula. 

Debide a esto, es posible que las lesiones del ADN no reparadas 

antes de ia etapa de sintesis causen los ICH's (Morales ef af, 

1995). 
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Los modelos de induccién de ICH's a través de lesiones en el 

ADN se pueden dividir en dos grupos: Uno que propone que los 

ICH's se inducen mediante lesiones discretas y ocurren en el sitio o 

cerca del sitio en que la lesién se localiza (Shafer, 1977: Ishii y 

Bender, 1980; Morales er a/, 1990), y otro que sugiere que los 

ICH's son causados por varias lesiones y el sitio de ocurrencia no 

estd relacionado a una lesién especifica (Painter, 1980; Cleaver, 

1981; Dufrain y Garrand, 1981). 

Actualmente al menos hay dos posibilidades de interaccién 

entre los agentes mutdgenos en la induccién de ICH's. La primera, 

es la interaccién de lesiones causadas por estos agentes durante la 

sintesis de ADN (Painter, 1980); y la otra es la interaccién de 

mutdgenos con sistemas que eliminan el dao al ADN (Samson y 

Schwartz, 1980). 

Es posible que el fendmeno de los ICH's sea la consecuencia 

de un proceso que permite a la célula dividirse, atin en presencia de 

lesiones en su ADN, por lo tanto puede haber una correlacién entre 

el fendmeno de ICH y la mutacién, dado que las lesiones 

persistentes aumentan la probabilidad de este ultime fenédmeno en 

el ADN (Morales, 1988). 

’ Al cuantificar la frecuencia de ICH's por la exposicién al KF, 

se encontré que dicho compuesto no modified la frecuencia de



intercambio de cromdtidas hermanas (Figura 11) en las 

concentraciones de 10, 20, y 40 yg/mi de KF (5.06 + 2.58,5.5 + 

2.59 y 5.16 + 2.29 respectivamente); sin embargo en la 

concentracién mds alta (80 g/m! de KF) el ntimero de ICH's por 

metafase fue de 5.75 + 2.74, valor que resulté estadisticamente 

significativo (P<0.05) con respecto al testigo (4.68 + 2.33), por lo 

que desde e! punto de vista bioldgico se puede considerar que el KF 

es un débil inductor de ICH’s. 

Figura 11.- Frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas 

en cultivos de linfocites humanos tratados con KF 
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Los resultados presentados concuerdan con el punto de vista 

de Sivikevéd y Dianovsky (1995) quienes no observaron incremento 

significative en la frecuencia de ICH's en linfocitos de oveja 
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expuestos a 0.75 g de F durante un alo; sin embargo, tuvo efecto 

positive en la induccién de ICH's en dosis de 1.5 g/animal en 

comparacién a ios controles (P<0,05) aplicdndole la prueba “t" de 

Student. Unicamente se observaron pequefias diferencias en el 

valor promedio de ICH's/Cél entre ambos grupos experimentales 

(9.17 y 9.28 ICH/Cél, respectivamente), a pesar de que para la 

concentraciéin de 15 la diferencia fue estadisticamente 

significativa se concluyé que ésta condicidn era insuficiente para 

constituir un riesgo genético. 

Con respecto a esto, Khalil (1995) menciona que la prueba de 

ICH's es generaimente, pero no necesariamente un pardmetro mds 

sensible que las aberraciones cromosémicas. Por lo tanto, la 

induccién de ICH's no es una evidencia suficiente para clasificar a 

un agente como mutagénico, pero puede formar parte de cualquier 

programa de evaluacién de mutdgenos como un complemento para 

otros sistemas de ensayos (Perry y Evans, 1975; Perry y Thomson, 

1984; Tucker y Preston, 1996). Por lo tanto, otro de les criterios 

tomados en cuenta para considerar que un compuesto altere a 

dicha frecuencia es el doblaje de ésta con respecto al testigo, lo 

cual en ninguna de las concentraciones utilizadas sucede. 

* Algunas investigaciones realizadas por diferentes autores 

donde las concentraciones utilizadas son similares 0 sobrepasan a 
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las del presente estudio dan resultados parecidos o totalmente 

contradictorios lo cual, probablemente se deba a las diferencias 

entre log protocolos utilizades; por ejemplo, en estudios realizados 

con ratenes que permanecieron durante siete generaciones 

expuestos a una dieta que contenia 50.4 ug/ml NaF se observé que 

en las células de médula ésea no hubo incremento en la frecuencia 

de ICH's (Kram ef a/, 1978). 

Li et a/ (1987) no encontraron incremento alguno en Ia 

frecuencia de ICH’s en células CH8M tratadas con dosis que 

variaban desde 0.1 hasta 130 mg/kg de NaF, ni en cultivos de 

células CHO tratadas con F en concentraciones mayores a 100 ppm 

de F. Posteriormente, examinaron la exposicién crénica del NaF en 

el agua para beber sobre la frecuencia de ICH's en las células 

CHBM en concentraciones de 1-75 ppm. Los resultados indicaron 

que la exposicién erénica no tuvo efectos sobre la frecuencia de 

ICH's (Li ef a/, 1989), 

En los estudios realizados un factor que al parecer ha influido 

en los resultados son los andlisis a doble ciego (sin previo 

conocimiento del tratamiento) (Perry y Thomson, 1984) como se — 

realizé en el presente estudio, ya que es esencial, que las pruebas 

como el andlisis de ICH's, tengan un andlisis subjetivo. La revisidn 

de los reportes que cuantifican los ICH's han indicado que los 
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investigadores quienes reportan resultados negatives utilizaron 

sistemas a doble ciego en los tratamientos aplicados (Kram et a/, 

1978 y Thomson e* a/, 1985), mientras que de manera 

contradictoria, otros autores que no utilizaron dicho sistema, 

fueron Tsutsui et a/(1984a) quienes reportaron que los ICH's se 

inducen en células de embrién de hamster Sirio (SHE) tratadas con 

20-80 g/ml sin fraccién S9 y He ef a/ (1983) en células de venado 

rojo con 12.6 j1g/ml de NaF. 

En los estudios /n vive el incremento en la frecuencia basal de 

ICH’s asi como las diferencias individuales de ICH's encontrados 

en los controles y en los grupos experimentales podria ser causado 

por diversos factores como el genotipo, metabolismo y la habilidad 

individual para reparar el ADN (Rojas ef a/, 1992), mientras que, 

en los sistemas ‘n vitro |a influencia de los componentes del medio, 

la foteactivacién por luz y la capacidad timitada para la activacién 

metabélica de algunos agentes quimicos, entre otros, son factores 

que influyen en la frecuencia basal de ICH's. Sin embargo, las 

ventajas de los sistemas in vitro es la utilizacién de diferentes 

tipos celulares, ademds de ser una técnica simple y relativamente 

répida, 

En el presente estudio el KF solo alteré la frecuencia de ICH's 

en la dosis mds alta probada, Desde el punto de vista genotéxico no 
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se considera que la diferencia de aproximadamente un intercambio 

sea evidencia suficiente para decir que ei KF incremente de forma 

severa los rompimientos de las hebras (dos dobles hélices) de ADN 

dando como resultado Ia formacién de ICH's, por lo que este 

compuesto se puede clasificar como un genotdxico débil (Roldin y 

Altamirano, 1990). 

2) Aberraciones Cromosémicas (AC) 

La cuantificacién de aberraciones cromosémicas es uno de los 

pardmetros de vital importancia para conocer el efecto genotdxico 

causado por fa exposicién a agentes quimicos. En la tabla 3 se 

muestran los valores de las aberraciones cromosémicas 

encontradas en los cultivos de linfocitos humanos tratados con KF. 

En lo que se refiere al ndmero total de células con aberracién 

y al nimero total de aberraciones cromosdémicas por célula, en las 

desis de 10, 20 ug/mi de KF no se encontraron aumentos 

diferentes, mientras que en la concentracién de 40 pg/ml! se 

incrementé el porcentaje (de 7 y 8.5 % respectivamente en 

comparacién con 2.33% del testigo; P<0.005 para ambos casos), 

notando una disminucién en la concentracién de 80 yg/mi de KF. 

Este comportamiento puede deberse a que la dosis de 40 pg/ml atin 
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no es suficientemente citotéxica, por lo que podemos cuantificar un 

gran ntimero de aberraciones cromosémicas, pero en la 

concentracién de 80 g/ml la dosis ya fue lo suficientemente alta 

para provocar la muerte o impedir la divisién celular (disminucién 

del indice mitético), de las células por lo que las aberraciones 

cromosémicas no pueden ser evaluadas, 

Tabla 3.- Aberraciones cromosémicas inducidas por el KF 

en linfocites humanos en cultivo 
Tratamiento Totadlde  Totalde Fragmentos Co) Figures Fivecos (%) 
gil) cél/ee (h) _acredl (4) “SEH DeSTET Rodladios So (%) 

eT   

Testiga | 7/300 | 7/300 | 3/300 | 0/800 | O/800 2/300 | 0/800 
@.33)_| (233) | (1.66) (00) 0) 0.66) (0.0) 

10 8/200 9/200 7/200 0/200 1/200 200 0/200 
49) 43) @.5) 0.0) 5) 05) (0.0) 

  

  

20 8/200 10/200 9/200 0/200 200 0/200 0/200 

(40) (60) sy (0.0) (0.8) (0.0) (0.0) 
  

40 14/200 | 17/200 | 12/200 200 0/200 2/200 27200 
oy (65) or (05) (0.0) (10) (10) 
  

60 6/200 6/200 2/200 1/200 0/200 3/200 0/200 
(3.0) (G0) (10) (0.5) (00) (1.5) (09) 

ee, cberraciones cromosémicas, 
“Valores significativamente diferentes con respecta al testigo (P<0,050 con Pruaba da Jt cundrada), 

                    

Cuando se realizé el andlisis por tipo de aberracién, el 

porcentaje de fragmentos sencillos (cromatidicos) fue el dnico 

pardmetro en donde se registré un aumento significative en las 

70



dosis de 20 pg/ml (4.5%) y 40 ug/ml (6%) con una P< 0.05 en 

comparacién con el testigo que tuvo un valor dei 1.6%. Mientras que 

en la concentracién mds alta de 80 yg/mi disminuyen el ndmero de 

fragmentos sencillos al 1% io cual podria también explicarse por la 

muerte de las células dafiadas. En lo que respecta a los 

rompimientos dobles, figuras radiadas y gaps (huecos) sencillos y 

dobles no se observaron incrementes significativos en ninguna de 

las concentraciones utilizadas, 

La disminucién en fas frecuencias de aberraciones 

cromosémicas en algunos trabajos se ha explicado por varios 

mecanismos: muerte celular, dilucién de las lesiones a través de ta 

divisién de precursores o células tronco, o fa reparacién del ADN 

(Kligerman, ef a/, 1988), por lo que el hecho de que en la 

concentracién de 80 g/ml de KF disminuya el ndmero de 

fragmentos cromatidicos puede deberse a la muerte celular. 

Autores como Tsutsui et a/ (1995) encontraron que bajas 

concentraciones de F durante un largo periodo no incrementaron la 

frecuencia de aberraciones cromosémicas en cultivos de 

fibroblastes diploides de humanos (rango de 1-10 ug/ml NaF, 

durante 1-3 semanas), y que el F no debe ser clastogénico cuando 

Se expone a bajos niveles, equivalentes a aquellas comunidades con 

suministros de agua. Un comportamiento similar al ocurrido en este 
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estudio fue el observado por Scott (1985) quien reporté la 

induccién de gaps y rompimientos en cultivo de fibroblastos 

después de 48 horas de exposicién al NaF en concentraciones 

mayores a 10 yg/ml, mientres que Kishi y Tonomura (1984) 

encontraron un incremento de aberraciones cromosémicas en 

cultivos de linfocitos humanos cuando las concentraciones de NaF 

alcanzaron 42 g/ml, mientras que, cuando se emplearon dosis 

mayores de 252 ug/ml, el ndmero de aberraciones cromosémicas 

comenzé a disminuir sugiriéndose que este comportamiento se 

debia a la toxicidad del F. 

Las aberraciones cromosémicas inducidas por el KF podrian 

ser consecuencia de un mecanismo indirecto que altera procesos 

enzimdticos necesarios en Ia sintesis y reparacién del ADN 

(Aaderma et a/, 1989; Zeiger et a/, 1993). 

Algunas investigaciones han mostrado que las aberraciones 

cromosémicas se incrementan en dosis de 25-100 ug de NaF/ml en 

células CHO, encontrando que la etapa de 62 es la mds sensible para 

la induccién de daflo cromosémico por el NaF (Aardema et al, 

1989), aunque estudios elaborades por Hayashi y Tsutsui (1993) 

reportaron la dependencia del ciclo celular en la induccién de 

clastogénesis del NaF, ya que ai utilizar fibroblastos diploides 

humanos sincronizados, estos autores reportaron una induccién 
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significativa de aberraciones Unicamente cuando las células eran 

tratadas en la fase S, pero no en las células en G10 Ge, 

Estos resultados concuerdan con lo encontrado en el presente 

‘trabajo, ya que los agentes S-dependientes al ser aplicados desde 

el inicio del ciclo celular preducen aberraciones de tipo 

cromatidico, 

Khalil (1995) investigé los efectos genotéxicos de fluoruros _ 

inorgdnicos mediante ei tratamiento de varias concentraciones de 

KF y NaF (0.1-100 uM) en cultivos de células de médula ésea de 

rata durante diferentes tiempos (12, 24 y 36 horas) cuantificando 

de esta manera las células con aberraciones asf como el nimero de 

rompimientos por célula. Los resultados indicaron que ambas 

formas de fluoruros fueron débiles mutdgenos. La especificidad del 

ion F en la induccién de aberraciones cromesémicas se observé por 

el comportamiento casi equivalente del NaF y KF. 

Caspary et a/ (1987) encontraron que el NaF y ei KF dieron 

- respuesta téxica y mutagénica en linfoma de ratén L5178Y TK+/- 

en un rango de concentraciones de 300-600 jg/ml. La 

concentracién mutagénica mds baja de! KF fue de 400-500 pg/ml y 

el NaF llegé a ser mutagénico en una concentracién muy similar de 

300-500 g/ml. Los resultados obtenidos en ambos estudios 

concuerdan en que la respuesta mutagénica no parece estar 
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dependiendo de los cambios en el catidn (Na, K+ y H+) , asi que el 

ion F fue el responsable del incremento en la frecuencia de 

mutacién. 

En células embrionarias de hdmster, ia exposicién a 

concentraciones de NaF de 75 y 125 ppm provocd un incremento 

significative de aberraciones cromosémicas (Tsutsui et a/, 1984b). 

El mismo investigader reporté que fibroblastes diploides humanos 

tratados con 20-50 ppm de NaF mostraron un incremento 

significative en aberraciones cromosémicas, concluyendo asi que el 

NaF causa dafio al ADN y por lo tanto, puede ser potencialmente 

dafiino para los humanos (Li et a/, 1988), mientras que Thomson et 

al (1985) no encontraron evidencias, de que el F induzea 

aberraciones cromosdémicas !o cual se reflejarfa en la interaccién de 

este ién con el ADN celular. 

En resumen, la presencia de rompimientos  senciilos 

(cromatidicos) en las concentraciones de 20 y 40 pg/mi indica que 

el efecto del KF provocé rempimientos en una cadena del ADN, 

ademds de tener actividad clastégena en bajas concentraciones y 

citotéxica en dosis altas. 

Drescher y Suttie (1972) mostraron con HeLa y células L de 

ratén que la concentracién intracelular del ion F se aproxima a 30- 

40% de la concentracién aplicada en el tratamiento; esta 
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proporcién no se afecté por ia duracién del tratamiento (1-2 horas) 

o la concentracién de F (10-50 ug/m!). Por le tanto, las 

concentraciones extracelulares de 300-500 pg/ml de ia sal de F en 

el estudio de Caspary et a/({1987) sugeririan que la concentracién 

intracelular encontrada seria de 100-200 jig/ml, la cual es mds que 

suficiente para inhibir o estimular una variedad de enzimas / vitro. 

En base a lo anterior si consideramos que sdlo un 3C a 40 % 

de las concentraciones empleadas (10, 20, 40 y 80 pg/ml de KF) se 

encontrarian en realidad intracelularmente, el rango de 

concentraciones serian de 3.5-28 g/ml de KF dosis a las cuales se 

puede iniciar ya un posible efecto a nivel celular o de ADN. 

El hecho de que el KF no haya elevade considerablemente la 

frecuencia de ICH's pero si algunos tipos de aberraciones indica 

que los ICH's y ias aberraciones estructurales se producen 

mediante mecanismos diferentes y por lo tanto reflejan diferentes 

tipos de dafio al ADN (Hedner ef a/, 1982). Por ejemplo, los 

agentes que producen rompimientos severos en los cromosomas, 

tales como los rayos X, tienen poco o ningtin efecto sobre la 

frecuencia de ICH's (Perry y Evans, 1975). También, entre los 

pacientes con desérdenes cromosémicos hereditarios tales come 

ataxia telangiectasia, sindrome de Bloom y anemia de Fanconi, los 

cuales estén caracterizados por un marcado incremento en la 
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frecuencia de aberraciones cromosémicas espontdneas, los 

pacientes con sindrome de Bloom son los tinicos que tienen un 

incremento de ICH’s, mientras que los pacientes con ataxia 

telangiectasia y anemia de Fanconi tienen una frecuencia normal 

(Hedner ef a/, 1982), 

En una revisién de 21 estudios con grupos de personas 

expuestas a agentes quimicos (Brégger, 1982) se compararen las 

aberraciones cromosémicas y los ICH's, mostrando que el método 

de ICH's generalmente es menos efective para dar a conocer daiio 

genético en relacidn con las aberraciones cromosémicas. El hecho 

que el andlisis de aberraciones se encontrara negative y la prueba 

de ICH's fuera positiva no se observd en ninguno de los casos 

estudiades. Por lo tanto, estos estudios son contradictorios con 

respecto a los reportes de la mayoria de los estudios realizades in 

vitro, donde los ICH's se han evaluade por ser un método mds 

sensible de dafic al AON. 

3) Asociacién de Satélites (AS) 

La alta incidencia de aberraciones encontradas en los 10 

autosomas acrocéntricos en el hombre se atribuye a la regién 

erganizadora nucleolar (NOR) localizada en los brazos cortes. 
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Dichas NOR frecuentemente se localizan cerca una de la otra, a lo 

que se le llamé asociacién de satélites (Miller et al, 1977: Gani, 

1978; Sigmund e7 a/, 1979). La NOR es una regién cromosémica con 

la cual ei nucleéle se asocia y que es la responsable de su formacién. 

La identificacién del organizador nucleolar como centro o sitio del 

ADN ribosémico (ADNr) comprobé fa idea de que e/ nucledlo es al 

sitio de sintesis del ARNr (Bicudo, 1982), 

Las regiones de asociacién de satélites de los cromosomas 13, 

14, 15, 21 y 22 han recibido mucha atencién debido a que la alta 

incidencia de asociaciones podrian estar involucradas en las causas 

de anormalidades cromosémicas en el hombre. La participacién de 

los acrecéntricos en las AS podrian causar cierta vulnerabilidad a !a 

no-disyuncién produciendo trisomias de tipo D y G asi como también 

intercambio de ABN y rearreglos (translocaciones) (Hansson, 1970; 

Henderson, 1973; Houghton, 1979). Rosenkranz y Fleck (1969) 

reportaron a cuatro familias en donde habia casos de Sindrome de 

Bown por translocacién y tanto los. afectados como sus parientes 

tenian una alta incidencia de asociacién de satélites. 

La frecuencia de asociacién de los cromosomas acrocéntricos 

se puede alterar como consecuencia de la edad, condiciones de , 

cultivo, estado hormonal, factores genéticos, etc. asi como por la 

exposicién a diversos agentes quimicos. En el ultimo caso, dicho



fenédmeno ha side poco utilizade como un indicador de dafio al 

material genético (Kirsch ef a/, 1978), aunque en la actualidad estd 

tomando fuerza nuevamente (Roldén y Altamirano, 1990; Leonard y 

Gerber, 1994; Zhong ef a/, 1994), ya que estos agentes pueden 

provocar alteraciones tanto en el ntimero como en el tipo de 

asociacién, contlevando a la produccién de aneuploidfas y rearreglos 

cromosémicos. 

En la tabia 4 se presenta el nimero de asociaciones (0-4) de 

los cromosomas acrocéntricos por célula; los resultados muestran 

que en ninguno de los tratamientos el KF modificé los pardmetros 

analizados con respecto al testigo. 

Tabla 4.- Frecuencia de asociaciin de satélites 
en cultives de linfocttos humanes tratados con KF 

Tratamiento No, de asociaciones por céluia (%) 

(n/n!) 6 t 2 3 4 

  

  

  

Testigo | 63/300 | 136/300 | 89/300 12/300 0/300 

(21.0) (450) (29.0) (40) (0.0) 
  

40 67/200 | 89/200 | 38/200 4/2m 2/200 

(33.0) (440) (19.0) (2.0) (1.0) 
  

20 | 54/200) 93/200 | 45/200 | 7/200 | 1200 
(27.0) | 465) | (225) G5) 5) 
  

40 60/200 | 73/200 57/200 9/200 17200 

(300) | (365) | (285) | (45) (08) 
  

80 39/200 | 89/200 | 62/200 8/200 220 

(19.0) (445) (31,0) (40) (10)                 
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En cuanto ai nimero de cromosomas involucrados en 

asociacién (2 a 5 acrecéntricos), el total de asociaciones y el total 

de células con asociacién de satélites, tampoce se presentaron 

diferencias significativas (Tabla 5); de igual forma sucedid en la 

distribucién de las posibles combinaciones de cromosomas 

acrecéntrices asaciades (Tabla 6) y en la proporcién de 

cromosomas del grupo D y 6 (Tabia 7). 

Tabla 5.~ Asociaciones de satélites con 2 0 mds cromosomas 

acrecénticos tratades con KF en linfocites humanos en cultivo. 
  

  

  

  

  

  

No, de cromosomas en asociacién 3) 

Tratamients 2 3 4 5 Total de Total de 
(ug/ml) as/eél —_cél/as (%) 

Testigo 278/860 | 66/850 | 12/350} 0/350 | 350/300 | 237/300 

(78.0) (19.0) | (3.0) | (0.0) (1.16) (79.0) 

10 162/185 | 27/188 | 4/188 | 2/185 | 188/200 133/200 

(82.0) (18.0) | (2.0) | (2.0) (0.92) (66.5) 

20 176/208 | 29/208 | 8/208 | 0/208 | 208/200 | 146/200 

(85.0) (14.0) | (1.0) | (0.0) (1.04) (73.0) 

40 181/214 | 26/214 | 5/214 | 2/214 | 214/200 140/200 

(88,0) (12.0) | (2.0) | (0.9) (1.07) (70.0) 

80 193/245 | 41/248 | 97248 | 2/245] 2457200 161/200 

(78.7) (36,7) | (8.7) | (0.8) (4,22) (80.5)                 
  

En cuanto a la proporcién de cromosomas del grupo D y 

G se espera que los cromosomas D participen con mds 

frecuencia en las asociaciones que los dei grupo G debido a su 
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ocurrencia numérica (6 0 60 % de los cromosomas del grupo D, 

contra 4 0 40 % de los cromosomas del grupo 6). 

Tabla 6.- Distribuclén de combinaciones de cromosomas 

acrocéntricos BD o G con asociacién en linfocites humanos 

tratades con flueruro de potasio 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

TRATAMEENTOS Giga) 
Combinaciones ~"Festigo 10 20 40 a0 

DD 63 37 46 38 44 
(18.0%) | (20.0%) | (22.0%) | (16.0%) | (18.0 %) 

DS 148 89 92 106 122 
(42.0%) | (48.0%) | (44.2%) | (49.5%) 1 (49.8 %) 

eG "62 26 38 40 a7 
(17.7%) | (14.0%) | (18.3%) | 18.7%) | (11.0%) 

DBD 10 4 4 3 i 
(2.9 %) (2.2 %) 9%) | (4%) | (0.41%) 

BBG 30 20 10 9 7 
(86%) | (10.8%) | (4.8%) | (4.20%)] (6.9%) 

BEG 2 Z Ts 13 at 
(6.0%) | (1.08%) | (6.25%) | (6.07%)! (8.57%) 

666 5 7 z T z 
(114%) | (0.84%) | (0.96%) | (0.47%) | (0.82 %) 

BOOS 6 6 T t 0 
(0.0 %) (0.0%) | (0.48%) { (0.47%)| (0.0%) 

BEDS z 2 6 T T 
(087%) | (108%) | 0.0%) | (0.47%)| (0.44%) 

Bb6G 8 0 2 @ 7 
(2.28%) | (0.0%) | (0.96%) | (0.93%)! (2.86%) 

DGGG 2 2 6 1 1 
(0.87%) | (1.08%) | (0.0%) | (0.47%)! (0.41%) 

GGGG 0 G 0 q 0 
(0.0 %) (0.0 %) 0.0%) | (0.0%) | (0.0%) 

DDGE o T 6 t T 
(0.0%) | (0.54%) | (0.0%) | (0.47%)] (0.41%) 

DEES 6 T 6 T t 
(0.0%) | (0.34%) | (0.0%) | (0.47%)] (0.41%) 

FOTAL 380 168 208 214 245 
                  

El hecho de que este comportamiento no se presentara 

puede deberse a otros factores como lo son: la edad, la 
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variacién individual de les donadores en cuanto al 

metabolismo o diferente susceptibilidad de las subpoblaciones 

de linfocites (Zang y Back, 1968: Henderson, 1973; Rojas et 

ai, 1992), 

Tabla 7. Efecto del KF sobre la proporcién 

de cremesemaz ccrocéntricos asociados 

en linfocites humanos en cultive 

  

  

  

  

  

  

ffratamiento Totolde  froporcin” SSCS] 
ug/ml crom, asec, > G 

Testigo 789 5% 49% 300 ~ 

10 4 35.96% 44.04% 200 

20 481 555% 47.45% 200 

40 470 49.57% 50.43% 200 

80 558 52.43% | 47.57% 200               

Paces son los trabajos reportados en donde la frecuencia de 

asociacién se altere por la exposicién a agentes quimicos y fisicos. 

En ciertos pacientes bajo terapia con litio, se incrementé la 

incidencia de asociacién de satélites (Sharma y Talukder, 1987). 

También, se ha reportade que poblaciones expuestas a mutdgenos 

‘ambientales, tales como el acetate de fenilmercurio, plomo y en el 

acetato de depo-medroxiprogesterona, hubo una disminucién 

significativa en la frecuencia de asociacién (disociacién). Los



resultados sugirieron que las actividades de sintesis del ARNr de 

los organizadores nucleolares en acrocéntricos humanos se 

modificaron por algunos de estos mutdgenos probados. Dicha 

modificacién pudo producirse mediante dafio directo sobre el ADN 

© por un efecto mutagénico indirecto por las moléculas del huso y/o 

modificaciones sobre via enzimdtica (Kirsch et al, 1978). 

El pentéxido de vanadio, carbonato de litio, cloruro de estafio 

y cloruro de manganeso, son algunos ejemplos mds de compuestos 

que si aumentan fa frecuencia de asociacién en linfocitos humanos 

tratados in vitro (Roldén, 1988; Altamirano, 1992; Sierra, 1995). 

Los trabajos realizados para investigar los efectos del F 

sobre la frecuencia de asociacién de satélites han sido escasos y 

poco concluyentes, Rapoport (1956) en un estudio que realizé al 

norte del centro de los Estados Unides encontréd una relacién 

positiva en la incidencia de sindrome de Down (usualmente asociado 

con trisomia 21, como consecuencia de la no-disyuncidn) con ef 

consumo de agua fluorada. Posteriormente se confirmaron estos 

descubrimientos en un estudio similar dirigido dentro de la misma 

zona geogrdfica. Estos estudios se han crfticado porque no 

evaluaron adecuadamente los efectos de la edad materna y ademds 

porque la estimacién de los antecedentes y la incidencia de 

sindrome de Down fue baja (Zeiger et a/, 1993).



Estudios posteriores en los Estados Unidos no pudieron 

demostrar diferencias en la incidencia de sindrome de Down como 

una consecuencia de la fluoracién de agua para beber. Erickson 

(1980) mostré que no hubo diferencias en la proporcién de otros 

defectas comunes al nacimiento en dreas de los Estados Unidos que 

consumian agua fluorada y no flucrada. 

4) Electroforesis de Células Individuales (SCG) o Ensayo Cometa 

Actualmente se ha incrementado el interés por buscar nuevos 

marcadores bioldgicos que proporcionen una medida de actividad 

biolégica por la exposicién a agentes mutdgenos. Los métodos 

citogenéticos proporcionan informacién concerniente al dafio 

inducido a nivel de células individuales, pero usualmente se limitan a 

las células en proliferacién y particularmente a linfocites en 

circulacién; mientras que las técnicas bioquimicas evalian casi 

cualquier poblacién celular pero la informacién acerca de la 

distribucién o persistencia de! dafio entre las células individuales no 

estd disponible (Doerjer ef af 1988). 

El ensayo cometa debido a la gran sensibilidad que posee para 

. identificar rompimientes de cadena sencilla de ADN y sitios dicali- 

ldbiles, se ha convertido en una prueba confiable y de amplia 
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utilizacién en los ditimos afios. Esta prueba requiere sélo de un 

pequefio numero de células y los resultados se pueden obtener en 

poco tiempo. Es por esto que se ha utilizado exitosamente en una 

gran variedad de células eucariotas (Betti ef a/, 1994; Hartmann er 

al, 1994; Fairbairn, et a/,, 1995; Altamirano et a/, 1996), 

Varios estudios han demostrado que la electroforesis de 

células individuales es capaz de detectar un amplio espectro de 

agentes mutagénices (Fairbairn ef a/, 1995). Es una prueba de 

diagndéstico potencial para la evaluacién del dafie inducide por 

' radiacién, agentes quimicos, quimicterapias asi como para algunos 

sindromes con defectos en la reparacién por excisién, tal como el 

Xeroderma Pigmentoso (Ostling et a/, 1987: Betti et af, 1994; 

Hartmann et a/, 1994), 

En el presente estudio se evaluéd la citotoxicidad y la 

genotoxicidad mediante la previa exposicién al KF. Para el primer 

pardmetro, se cuantificé el ntimero de células viables (viabilidad 

celular); mientras que para genotoxicidad, se observaron células 

que presentaran rompimientos en la cadena de ADN y sitios dicali- 

labiles; dichas alteraciones ilegan a ser aparentes debido a que el 

ADN migrado indica el grado o cantidad de dato, que sufre el 

material genético (Singh et a/, 1989). 
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Los resultados obtenidos muestran que fa viabilidad no se 

alteré en ninguna de las dosis aplicadas con respecto al testigo 

negative (81.55% para el testigo, 79.6% para 10 ug/ml, 68.87% 

para 20 ug/ml, 71% para 40 pg/ml y 71.7 % para 80 g/ml, Figura 

12), a pesar de que se puede observar una ligera tendencia a 

disminuir, lo cual concuerda con el comportamiento observado en el 

indice mitético. 

Figura 12,- Células sin dafio, viabilidad ceiular y promedio de 

miaracién en linfocitos tratados con KF 
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Los valores significativos en la disminucién del indice mitético 

probabiemente fueron consecuencia del tiempo de exposicidn al KF 

(24 y 48 horas) el cual fue suficiente para reflejar dafo mediante 

la muerte celular, mientras que en el ensaye cometa la exposicién 

de dos horas disminuyé la viabilidad aunque no de manera 

significativa. Estos resultados son otro indicio de que el F tiende a 

ser citotéxico a concentraciones elevadas. 

En la figura 12 se muestran también los porcentajes de 

células sin dafio y las medias de migracién de las células con dafio, 

obtenidas en las diferentes concentraciones con KF. Los valores 

registrados no muestran diferencias significativas con respecto al 

testiga negativo. 

En cuanto a la distribucién de migracién en las células 

expuestas a KF (Figura 13), se encontré que tanto ei testigo 

negativo como los tratamientos presentaron un alto nimero de 

células sin dafio o con poca migracién las cuales se encuentran en un 

rango de 0 a 16.8 micrones, sin que se observaran efectos positives 

debido a los tratamientos. 

Para evaiuar la magnitud de! dafle causado al ADN las células 

analizadas se clasificaron en base a la longitud de migracién celular 

(propuesta por Anderson ef a/, 1994 y por Altamirano ef a/, 1996) 
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en cinco grupos: sin dafie (0-14.7 micrones), bajo dafio (14.8-16.8 

micrones), dafio medio (16.9-19.6 micrones), dafie alto (19.7-27.3 

micrones) y dafio total (mayor a 27.4 micrones). 

  

  
  

              
      

  

7 
Figura 13.- Distribucién de la migracién del 

ADN en linfocitos humanos tratados con KF 
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La tabla 8 muestra los resultados obtenidos observdndose que 

el KF (20 ug/ml), presenté diferencias significativas en las células 

sin dafio (49.3 %) en comparacidn con el testigo que fue de 66.3 %, 

mientras que en todas las concentraciones de KF se incrementé el 

porcentaje de células con dafio medio y alto, (P«0.05 con excepcidn 

de la dosis de 10 pg/ml en la categoria de alto dafio). Los valores 

obtenidos en las células que presentaron medio y alto dafio fueron 
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de 11.6 y 1.3 % para 10 ug/ml, 13.3 y 4.3 para 20 pg/ml, 12.6 y 6 % 

para 40 ug/mi y 12.0 y 6.3% para 80 ug/ml respectivamente en 

comparacién con ei testigo negativo (3 y 1.3 % respectivamente). 

A pesar de que se registraron valores significativos en las 

células con daflo medio y alto, debido a la produccién de 

rompimientos de cadena sencilla y la expresién de sitios dicali- 

ldbiles, los otros pardmetros no se modificaron lo cual podria 

deberse a factores intrinsecos de la misma metodologia, por io que 

puede considerar que el KF no es genotéxico en este ensayo. 

Tabla 8.- Efecto del KF sobre los linfocitos humanos mediante 

  

  

  

  

  

  

  

  

electroforesis de célules individuales 

GRADO DE DANO ENLAS CELULAS 
‘Tratamiento Sin daffo Bajo Medio Alto Total N 

(ug/ml) (8.0 %) (5-20%) (21-40%) (41-95%) (95.0 %) 

T 105 33 30 “= 300 
(350) (17.6) (10.0) (17.0) (20,3) 

T 199 7 9 4 it 300 
(66.3) (25.6) 3.0) G3) (3.6) 

10 176 78 35 4 7 300 

(58.6 } 26.0} G16) 13) (2.3) 

20 148 86 40 13 3 300 
(49,3 y* (28.6) (43,3 y* (4.3 * (4.3) 

40 179 59 38 18 6 300 
(89,6) (19.6) (12.6 (6.0%) (2.0) 

80 157 79 36 9 9 300 
(82.3) (26.3) (20% (6.3% @.0)                 
  

*Valores significativamente diferentas con respecto al testigo (P:0.05 con prueba de Ji cuadrada), 

El ensaye cometa es una prueba muy sensible de. 

genotoxicidad para diferentes compuestos que dafan al ADN. Esta



sensibilidad parece depender de los tipes de lesiones primarias 

inducidas al ADN (Speit y Hartmann; 1995). Algunos agentes 

quimicos los cuales han dado resultados positivos con esta misma 

técnica de evaluacién fueron N-metil-N'-nitro-N-n, trosoguanidina, 

el benzo[a] pireno y la ciclofosfamida en cultivos de sangre humana 

con activacién $9; sin embargo agentes que han mostrado ser 

clastégenos efectivos como la mitomicina-C o algunos otros que 

. producen enlaces cruzados en el ADN, disminuyen la migracién del 

ADN, esto es son negativos en esta prueba (Lasne ef a/, 1990; 

Barber y Fantel, 1993; Pfuhler y Wolf, 1996). 

El arsenito de sodio, el sulfato de cadmio, el pentéxido de 

vanadio y muchos otros compuestos son ejemplos de agentes 

quimicos que inducen de manera efectiva dafio al ADN y que puede 

ser medido por esta técnica (Hartmann y Speit, 1994; Altamirano 

et a/, 1996); desafortunadamente en el caso del fitior no existe 

ningdin reporte empleando esta metodologia. 
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CONCLUSIONES 

El KF es un compuesto con efecto citotéxico reflejado por la 

muerte celular, lo cual pudo ser comprobado por la disminucién en la 

viabilidad celular evaluada en el Ensayo Cometa. 

Se descarta la posibilidad de que la disminucién del IM 

producida por el KF pueda ser provecada por una alteracién en la 

velocidad de replicacién de las células ya que el indice de 

replicacién no fue alterado. 

El KF no afecté la frecuencia de asociacién de satélites lo cual 

indica que probablemente la sintesis de ARNr y por lo tanto la 

sintesis de proteinas no se alteraron. 

Los tratamientos realizados con el KF desde ia fase 6; 

produjeren rompimientos de tipo cromatidico, por lo que podemos 

concluir que este compuesto es un clastégeno S-dependiente, 

Uno de los principales efectos del fidor es la inhibicién de 

enzimas que intervienen en la sintesis de ADN y de la reparacién 
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de! mismo, por lo que las aberraciones cromosémicas producidas por 

este compuesto pudieron ser originadas por un efecto indirecto. 

Aunque se ha reportado que el ensayo cometa es una 

prueba sensible para identificar rompimientos de una cadena de 

ADN y sitios dicali-idbiles, el KF no aumenté ia migracién de ADN 

de las células mediante esta prueba. 
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COMENTARIOS FINALES 

La exposicién del humano al flor en el agua para beber asi 

como los niveles en la mayoria de los dentifricos son mds bajos que 

los eventos ocurridos in vitro, por lo tanto la exposicién por dichas 

fuentes se pueden considerar como seguras. Sin embargo, hay una 

tendencia hacia incrementar la exposicién al fluor sobre todo en 

aquellos lugares donde existe contaminacién por dicho elemento, lo 

cual puede provocar un aumento en los niveles de F en el! plasma y 

por lo tanto reducir ef margen de seguridad para los efectos 

citotéxicos y genotéxicos potenciales en el humano. 

Como una perspectiva a largo plazo se sugiere realizar un 

estudio in vivo tomando como base las concentraciones de fluer 

encontradas en aquellas poblaciones que sufren de contaminacién 

(natural o antropogénica), empleando varias pruebas para evaluar 

citotoxicidad y genotoxicidad. 
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ANEXOS 

PREPARACION DE REACTIVOS 

AGAROSAS 

Agarosas de bajo punto de fusién (Sigma Chemical CO, St. 

Louis) al 0.5 % : Agarosa 125 mg/25 m! de solucién amortiguadora 

de fosfates libre de Ca” y Mg** (PBS; Sigma Chemical CO. St. 

Louis). 

Agarose de regular punto de fusién (Sigma Chemical CO. St. 

Louis) al 0.5% : Agarosa 125 mg/25 mi de PBS. 

Para disolver ambas soluciones es necesaria calentarlas ya sea 

con la ayuda de un microondas o manteniéndolas cerca del calor, 

Para su aplicacién en les portaobjetos esmerilados se deben poner a 

bafio Maria a 37° C para evitar que solidifiquen. 

SOLUCION DE LISIS 

Solucién stock de lisis : Ingredientes para 1000 mii 

2.5M Natl (Merck, México) 146,49 

100 mM EDTA (Sigma Chemical CO, St. Louis) 37.29



10 mM Tris (Sigma Chemical CO. St. Louis) 129 

1% Sarcecinate (Sigma Chemical CO, St.Louis) 10.09 

Agregar log ingredientes a 700 mi de agua desionizada (dH2@) 

y agitar con una mosea, Ajustar a pH 10 con hidréxide de sodio 

(NoQH; Técnica Quimica, Méxice) © con dcido clorhidrico (HCI; J.T. 

Baker, México) compietando el volumen a 1 litro y homogenizando fa 

mezcla hasta obtener el pH indicado. 

Solucién final de lisis: Agregar a una caja Coplin (con capacidad de 

60 ml) 42.72 ml de solucién stock de lisis, 0.48 ml de triton (Sigma 

Chemical CO. St. Louis) y 4.8 mi de Dimetilsulfoxide (DMSO, J.T. 

Baker, México). Refrigerar de 30-60 minutos previos a la adicién de 

las laminillas. 

AMORTIGUADOR PARA ELECTROFORESIS 

Preparacién de soluciones stock: 

10 N NaOH (200 9/500 midH20 

200 mM EDTA (18.6125/250 ml dH20) 

Preparar por separado y agitar.



El amortiquader para la electroforesis se prepara antes de 

cada corrida: mezclande 39 mi de la solucién stock de NaH + 6.5 

mi de solucién stock de EDTA completande con dH20 hasta obtener 

un volumen final de 1300 ml (capacidad de [a caja de 

electroforesis). 

SOLUCION NEUTRALIZANTE 

Disolver 48.5 g de tris (0.4M) en dHeQ y ajustar el pH a 7.5 

con HCl, hasta completar un volumen final de 1000 ml. 

COLORANTE 

Bromuro de etidio (BrEt; Sigma Chemical CO, St, Louis) (10X 

stock=20ug/ml) + Agregar 10 mg en 50 m! dH20. El bromuro 1X 

stock= mezclar 1 ml de solucién stock 10X + 9 mi de dH20. 

Ambas soluciones se deben mantener a temperatura ambiente y 

protegiéndolas de la luz. 

TESTICN POSITIVO 

Solucién stock: 300 ul de perdxido de hidrdgeno (H2O2; 7.7. Baker, 

México) + 700 ul de medio de cuttive RPMI--1640,



Tomar: 90 ul de medio de cultivo + 10 ul del botdn celular + 50 ul 

de solucién stock de H2O2. 

Colocarlo en !a obscuridad durante 30 minutos y mantenerlo 

sumergido en un recipiente con agua fria. Transcurrido este tiempo 

centrifugar a 4000 r.p.m durante 2 minutos y hacerle un lavado 

para posteriormente continuar la misma técnica seguida para los 

tratamientos. 

VIABILIDAD 

Solucién At Bromuro de etidio (Br&t). Para la solucién stock, 

disolver 50 mg Brét en 1 mi de etanol al 100% y agregar 1 mi de 

esta solucién a 49 ml de solucidn salina isoténica. Para la solucién de 

trabajo, agregar 50 ul de solucién stock a 2 ml de solucién salina 

isoténica (conc. final=0.025 pg/ml) y protegerlo de ta luz. 

Solucién B: 5-6 diaetato de carboxifluoresceina (CFDA; Sigma 

Chemical CO, St. Louis), Para la solucién stock, disolver 3 mg de 

DACF en 1 ml de acetona. Para a solucién de trabajo, agregar 84 pi 

de solucién stock a 2 ml de solucién salina isoténica (Conc. final= 

0.25 ug/ml) y protegerla de la juz. 

Solucién €: Solucién de trabajo. Combinar A y B en una proporcién 

1:1, Se puede guardar en refrigeracién durante varios meses.
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