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RESUMEN ~

La contam&nac&&n amb&entae en’ dneab unbana& y muna-
‘hes nepnebenta en La actualidad uno de Los mago&eb nies -
g0 pana £a salud def hombre.. Clerntos eatudios han de -
mo&tnado el efecto mutagénico de d&ﬁeaeutaa substancias
qu&m&cab :

Con el pnap64¢to de investigan el eﬂeato mutagéntca"

‘fien un -mamlfero ¢ compararlo con ef hombre, se decidid e N
‘ ‘tud&an La nespuesta de Los Linfocitos de bovino 'y de hu-  o
T mano expuestos in vitro a diferentes 40545 de E£ik- Matu~ ~p.

B no' Sul fonato [EMS) y Mitomicina C: (MMC], ‘por medio - def

7>'fan&£¢546 de fLa 5mecuenc4a de LnteaaambLO de cnomdt&daA  ~3‘7
‘7ﬂhe4mana6 (ICH) ‘

Lob neéuﬂtadOA muebt&an una hespuedta simitan en am“

bas especies, siendo mds marcada para La MMC que para el o

‘ .'EMS,,encantndndoée también en ambaA eépecaeb y pana aada-
3 dnoga ‘una ctana nazac¢6n dDALA neépueata. b




INTRODUCCTON

En La actualidad La contaminaeibn ambiental nrepre -
senta un problema crecdente para La salud del‘hombne,,dg -
bido a'ia'ﬁnoduccidn y utifizacibn masivas de substan -
Ledasd quimicas que se han enecade para mejorar £as condd -
‘ciones de vidal{l). Dentno de éstas, Los pesticddas ne -
rpneaentan un grupo de AubAtanc&aA quimicas de naconoa&do
 niesqo potencial para £a safud humana. N

Se define como pesticida a "cualquier substancia o

.mezefa de substancias destinadas a preservar, destrudir,.

" nechazax o m&t&gan cuaiqu&ea plaga {insecto, Aoedoh, ne-

" método, hongo, mageza u ofna  forma de planta ternedtre o

'_acudtLQa o udlda au&maz 0 vinus, bactenia u otno m&eaoak-
~’gan¢6mo excepto £aa quz e&tén sobre o en el hombae)  y -
cuaiqu&en substancia o mezela de substancias destinadas

,,ipaaa un,uéouneguzadon de £a ngnta" {2). Estad neciben

digenentes nombres genénicos, dependiende de La variedad
- sobre fa cual actdan: plaguicdidas, henbicidas, insecticd
“das, 5ung&c¢da¢ y 6&&i4£&zan£eé ' -

; Estos productos quimicos no presentan una aceiln se
fectdva sobre £a especie que afectan sino al contranio,
“don Substanciad con un espectro de acedbn muy amplio que. .




“phrovoean cambios sobne todos Los componentes ‘del ecosis~
tema en el que son aplicados, afectando también al hom -
bre, ya que forma parte del mismo {3). Las substancias
emplaaddé en La agricuftura pueden bnouocaa diferentes

4ipos de dailo: paia el DOT 4e encontrd un Lincremento de

- dominantes Letales sobre £os estades de espermdiida tem-.
prana 'y espermatocito, no diésyuncibn de Los cromosomas
Xyy en espermatocitos de natén (4}, rupluras de c&ama—'
somas en haices de ALfium ¢ __E_ (5), inhibicidn de La pio
ZL‘Q&QC&5R 4 abernaciones chomoé&m&caé edtauctunaZQA -

{ACE] en cuttavoa de hamstex chino (6]. EZL deddo anéea43~

co ut&ﬁ&zada como desoLLanze, mueétaa un eﬂecio mutager4g
co envzineaé celufares humanas (7). Ciettos pedticidas
del tipo de Los onganomercuridales como el etif mencunic |
induhe”un‘mqmcha'{ncAQMano:de neceaévaxfleiateé'ehfﬂgg
fzaphdﬂaliS), el metil mercurio dntenfiere en La forma -
edbn de£ huse mitético eaubanda deéectOA en fa dnbzaaburfl
eibn chomosbmica de plantaé {9 10), £4n50c4£04 humanos . -
(117 gy 0108 cultivos de tz;Ldo humano tnatadoA Ln7 v&tks

(12}, En £Ln£oc4xod de AujetOA con altas COHCQHI&QCLO —,'7

‘ned: de meneua&o en . Lla sangne, de encontnrd una coaneta -
edidn entne el numeaa de rupturas cromosbmicas y a con-
centracidn. de mencunio (13). ‘ '

Los compuedtuA onganoﬁobGonadoA Ho son mutagén&co&
'ﬂen 6¢4tema4 de prueba bacten&anoa como Los de E. cold (

’14 78], Saeiﬁﬂué Aubi&l&é (17 18) Salmonelza typhtmu o7 _j 'k




#éum 117,18) y Saccharomyces cerevésiae (16,17); peto
producen aupturas en pldsmidos de E.' cold (719,20} e Lindu
ecen dominantes Letales so0de a concentraciones altas, sin
encontranse intervalo de estenilidad en Los machos (21,
22). EL Oiclorvos actda como agente alquilante def DNA
dn uétaé, comporténdose ded mismo modo que ef Metil Meta
no Subfonato (23). EL Ma&at46n produce microndcleos (27}
i,gkabeaaacionad'cnomoéém&caA en ratén (215), y muestra un
dncremento en la faecuencia de intercambio de chromdtidas
~heamanas {(ICH) en §ibnoblastos humanos fetaes(26). Los
rdyngicidaé“Captan y Folpet son mutggénicoé en sistemas
de prueba bacterianod (17,18,27,28}, peéro no son en Dro-
- dophiba (29,30]; tampoco nrobaxon sen- teratogénicos en di

' ‘ 6engnié§ especied como ratones (22,31],ratas albinas.{32]

fhﬁmtea (32,33) y conejos (3%,34,35).aunque es esta (Lti-
ma especie’ Captan a dosis mayones causd mafformaciones -

' ’;:én;Za*caLa'(35); también {ué mutaqénico en céfulas de -

hamsten chino (36), e incrementd La 5necuenaLa de TCH en
‘ELnﬁothoA humanos in vitho f37)

. Los eAtudLOA epcdem&oﬁég&caa sobre Los egecioa LdxL
cos son tambifn de gran utilidad, pehro deéaﬁohtunadamen-'
te son caAOA Y ﬂ{mctad04 requilrdendo nucho tiempo  pahra

"\“ue& naéuﬁtadoé en La deécendenc&a (38).  Sdn ehbango'hay

'azgunaé casas nepontado4 de Lntoxdicaciones’ accLdentatles

,de\4nd4u¢dua¢ (39~ 44) Yy poh expoALCLGn ‘ocupacionat (éS.
6). - R o




:  i>No obstante que se sabe que son t6xicos y que atgu-
nos de elf0s han mostrado ser mutagénicos en mds de un -
adstema,s0lo afaunod se han prohibide, Los demds se 84 -
guen wsando ihdibcniminqdamenie, ineluyendo £os Hueves -
 productos con diversas combinaciones de Los mismos para
“abaxrcax un espectro més ampliq. Pon todo ko anieﬁion“eé
impontante establecen sistemas de monitoreo para Za detec
“eddn  de substancias que puedan nepaexentaa un aie&qa“'fi
.b&ot&gcco dinecto pard el hombre e indirecto a tnauéd de:
aquellos ongandsmos que foaman pqhtz derdu ecosistend y.
" que a fa ver pentenecen a su cadenda atimenticda.

~ Tomando en considenacibn 2o expresado previamente -.
de decldib neaLLZaa e£ pneéente eétud&o, que tiene- como‘F
f{inatidad. Lnue¢x¢gaa AL c&emtos mamideaod que companten .

E ?dezeam4nad04 hédb.itats con el hombre, y que .al mismo t&ema “
”7 _po puedcn acumuﬁak n4ue£e¢ tdx&cob de eAtaA AubdtaucLaA;

en Sub pxoduczaA den¢uado¢ padn&an Aen utilizados conio

‘"o&gan&émob centinea " paka detectan ef wosible dafo -

b¢o£69¢co capaz deAea Anducido por aapntaé quimicos . A

otad edecto,'ae Aelechanaaan a Los. bou&noA tBOA taunubl
como zapecza a ebtud&an.fvv ’ '

| Si bien. el estudio mds apropiado hubiena sido compa -
nan directamente in vivo, en el hombre y en el bovino; -
ez e{ecto mutagenico de compaebiob utLELzadaa aéualmente B




en La agricultura, como Los plaguicidas, herbicidas, 4in-
secticidas, fungicidad y dentilizantes; se considera que
previamenite debe conocense £a respuesta im vitho de Lad
Ccélubas def animal seleccionade expuedfas a subsfancdas.
» de neconocido ¢fecto mutagénico y comparan Bsta con céﬁu_
£as humanas.




OBJETIVOS

Deteaminan el efecto mutagénico inducido por el ELiL
Metano. Sulfonato (EMS} y La Mitomicina C (MMC]) en Linfocd
tos de bovino y humano por medio del andlfisis de Las f{re-
cuenciad de intercambios de cromftidas hermanas.

Comparar el efecto producido pon estas substancias -
en Los Linfocitos de ambas especies. )




. GENERALTIDADES

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS [ICH)

Los s<istemas de prueba que mds se¢ utilizan para edtu
dian efecto mutagénico en el hombre son: ef andlisis de
ACE y fa grecuencdia de ICH; el padimeno es un método sensf
bfe para medin el efecto de radiaciones f{onizantes y el
segundo, en genenal mds sensible para medin el dafo indu-
‘eddo por substancias quimicas. '

EL primeno en dedcnibin Los ICH fué Taylor (47), qui
en pon medio de La técnica de autorrnadiogragia estudiaba
La organdizacibn ¢y duplicacibn de Los caromosomas de plantas
[48). E& detectl una marcacibn diferente de Las cromfti-
das -hermanas cuyas c8lulas hablan crecido en presencéa de
timidina trdtiada por un cicta.de neplicacidn, Lncorporan
do el {s6topo en su DNA, seguido por un ciclo en audencda
del mismo. Llas autorradioghaffas mostraban que uha eromd
tida estaba marcada, propio de una replicacifn semiconser
vativa def DNA, peno ocasionalmente i{ntercambios simbtri-
cos entnre fas cromdtidas fueron obsenvados y Taylor LLamé
a Gatos "Intencambiod de Chomdiidas Hexmanas" [ICH) [47).

La técnica autonnadiogrifica empezd a sen utilizada
parna-detectar ICH en chomosomas de animabes (49-511,  sdn



enbanrgo, muchos Lnvestigadones reporiaron que £a grecuen-
cia de TCH era <incrementada pon La propia radiacidn del
{46topo usade [52-56); pon otno Lado, La técenica empleaba
mucho - tiempo y su redolucién no era muy buena ni peamanen
te, dedventafas que La convintderon en una iécnicd poco
confLable. MAs tarnde se utilizé un andlogo de La timidina,
La 5-Bromodeoxiuridina (BrdlU} {57,58), probdndose ademds

0trnos andlogos halogenados como La 5-lododeoxiuridina -
{TdU) 157,58), La 5-FLuorodeoxiunidina {Fdu) (58] y €a 5
Clonodeoxdiunidina (CLdU) [58,59) de Los cuales el Atomo -
de bromo se acenca mds al radio de Van denr Waals que ocu
pa el grupo metifo en La posdicidn 5 de La timidina [58).

EL andlogo se incorpora en ef DNA y después de dos eiclos
ae‘th£ieac£6n,—La digerencia de contendido de Badlu entre
fas dos cromdtidas podia ser detectada al tefirse con Giem
sa (54), s4n embarngo, esta diferenciacién no era sufdicien
Ze ﬁaad una cuenia exacia de £os Lntercambios. Mas adelan
te s8¢ encontad que despubs de £a Lncoapohacdién de Badl, -
se podia observar una gran difenencia en Lntensddad de La
§luoncscencia entre Las cromdtidas hermanas, s Las prepa
racdoned eran tefiidas con un coloranie fluocrescente emple
andose La Bisbenzimida o Hoechst 33258 (60-67), o Naranja
de Acnidina [66-69)., tendendo que sex examinadas en un mi
chodcopio de fLuoirescencia, Pesteriormente, Perry y Woldf
{70} desarnolfaron un nuevo método con una muy buena néAg
Lucddn, que condistia en colorear Las Ladminas con un 6£ug




Ie

noenomo Hoechsat 33255, {ncuban fas mismas en un buffer -
neuthro ¢ en agua, exponer a continuacdldn a La excitacdbn
de La fuz UV y finakmente tedin con Giemsa. (on esta téc
nica La cromdtida que incorpord en ambas hebras de La ca-
dena de DNA el andlogo fLuoxresce mds pd&lido y se tide tam
bién mds pdlido con Giemsa, mientras que La otrna crombti-
da en fa cual s0fo una hebra ha Lnconporado La Badl fRuo-
hesdce mis Antendamente y tambdiin se tife mds Lantensamente
con Giemsa.  Este mélodo t.iene £a ventaja de producih phe
pakaciones cifolbgicas permanentes que pueden sen vidtas
enn el mienoscoplo de Luz crdinanfa.

La tincifn diferencial fambién puede dern producida -
- por colonantes fLuorescentes como naranfa de acaldina (71)
y 4'6' -diamidino-2-§enilindol [DAPI] (72), y por métodos
Caltennativos que usan deldos {73} bases (74) y calon |75);
asi como pon té¢n£cab inmunolbgicas que utilizan aniicuen
" pos contaa La BadU (76].

Se ha obsenvado que £La BrdU induce ICH (77,78} aun -
que edte efecto puede ser minimizado §4 be trabaja con -
concentraciones bajas {79-83}. Asi mismo 84 el DNA que -
ha Lncoaponade Badll es expuesto a La Luz, &ste puede 6oto
activarse ¢ incrementar La 6&QQUQMCLd de ICH (70, 80), ponr
8o que se necomienda mantenex Los cultivos todo el i&empa
‘de su cnecimiento en La obseunidad. ’
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Se ha obsenrvado que Los ICH son {inducidos por una -
gran vaiiedad de productos quimicos a dosis subtbéxicas -
(79,81,84-871, constatdndose asi mismo una clara relacdibn
dobié~ne4pue4ta tanto in vivo (88-92) como £n vitro (93,
94). Estos halfazgos E£Levaron a clertos autores a papo -
nen esta prueba para La deteccddn de mutdgencs y carcdind-
genos amb {entales (79,86,93,95)., Si bien no 4e conoce -
claramente un modelo comprensdible que descaiba el mecanis
mo de producedibn de ICH, exdisten trabafos que muestran -
que Los mismos son indicadores de daiio al DNA (79,66,93).
Carnano (96) encuentra un paralelismo eninre fa frecuencda
de mutaciones puntuales e ICH en célufas de hamsten chino,

Y a su vez una relacibn Lineal dosis-respucsta en ambas -

pauebas. Thrabajos posteniores confinmaron Los resuliados
de Canrano (97-99). V otnos investigadones demostraton -
una relacibn Lineal entre fa alquilactbn de bases especi-
§<cas de DNA ¢ La induccidn de ICH en célufasd de hamsten
chino (100); fLa midma conrelacidn e observd entre alqu4-
Lacibn g mutaciones puntuafes en La mésma Linea celufarn -
{101}, o ' B '
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MITOMICINA € (MMC) V ETIL METANO SULFONATO (EMS)

La MMC y el EMS son Lnductonres de ICH y didienen en -
su modo de Lnteraccddn con el DNA.

La MMC ¢4 un antibidtico aislado de Streptomyces -
caespitodus, y ed un podervso agentfe alquilante bifuncio
nal que alquila €a Cuanina {102,103} probablemente en fa
C posdicidn dekl 0® {104). Este compuesto se une af DNA pao
duciendo undioned cruzadas |[cross~Links) entre Las hebras
def mismo, a trdves de un enface covafente, siendo cata
unidn dependiente de La composdeibn de Las buses del DNA
{1065,106). Se demodtab tambitn que es un tdxico selfectd
vo en £a prolifenracibon de células intactas, efecto que -
es mediado por La dnhibicdibn de la sintesis de DNA (107,
110).

EL EMS es un agente dﬂquiﬂante mong funcional que -
etila fa Guanina en el N (1711,112) y et 0% (111-113), -
con una helaeidn enthe Los dos mecanidmes de 33 a1 (114,
115]).

Ambas drogas son mutagénicas en difenentes sistemas
.de prueba (97,98,1146,128), .inducen un marcado incremento
en Pa frecuencia de ICH en céfufas de animafes tratadas
in vive e in vitao (77,79,84,129-139) y a concenthacioned.
mayores inducen ACE en Los mismos sistemas de prueba {79,
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130,136,139-143} producdiende ambas substancias un marcado
efecto en Las negiones hetfenocromdticas (138,144-147).

Cientos autones observanron que Ra frecuencia de TCH
inducida por La MMC es mds elevada en Las negiones de he-
terachaomating consdtitutiva de Microtus agrestis (148}, fLa
heterocromatine facultativa humana (149), asdi como en ~
Las uniones de £as hregiones eucromiticas y heternceromdti-
cas de Indian muntjac (150). En cambio, en hefacibn con
el EMS Lat opindiones son coptradictonias, una distribucidn
al azar de Los ICH (151} y una alta gfrecuencida en Las re-
giones eucnomdticas en chomosomas de hamétfer chino {13§).

Cabe mencionan que La diferencia en el sitio de afqui
Racifn al DNA que muestnran ambas drogas es un facton Am -
portante, ya' que s8¢ ha mosznado que £a alquilacibn en el
06 es un evento mutagéndco (152-155), mientras que cambios
en La podicibn del N7 ne son mutagénicos a nivel de Ztrang
cnipcidn (156).



MATERIAL

Loy grupos que se seleccionaron para el estudio estu
vieron i(ntegrados por 5 humanos, todos elles varones con
edades enitne Los 20 y 60 aiios, 4 pon 5 bovinos, todos -
elLos hembras pentenecientes a La Facultad de Estudios Su
pesiones Cuautitldn.

Los individuos seleccionados ademds de estarn elinica
menie danos, Lenian que cumpfin con Los digulentes requd-
s4tos:  no haben tomado medicamentos, padecddo alguna en-
fexmedad vinaf, ndi haben estado expuesto a afgan tipo de
radiacidn pon Ro menos dunante Lod tres mesed anteriohresd
a £a toma de ta muedtra. Para La seleccidn de Los bovd
nos e thataron de segudihr sAimilarneds crifernios.

De ecada individuoc s¢ obtuvo una muestra de 10 ml de
sangre pendiférica en jeningas hepakinizadab, de kas penso
nas por punecdibén de La vena anierocubital y de Las vacas
de La vena yugular o caudal. La obencidn de Las muestras
se neakizd con Los mdximos culdados para preservar £a  ed
tenilidad de Las mismas y de Lnmediato fuenon trasladadas
al Labonratonio para La siembra de Los cultivos de £Ln£oc£
tos, de ambas especies.
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" METODOS

1. CULTIVO DE LINFOCITOS

En cada grasco de cultivo se colocel:

a. 4.25 ml de medio cultivo RPMI 1640
“b. 0.2 me de fitohemaglutinina M
~¢. 5-bromodeoxiunidina {Badl) a razdn de 5 micag 
gramos por mililitno de cultivo. '
d. 0.3 mf de sangre total.

Se mezcld suavemente y 4e¢ incubb a 37°C pon 48 hrs, -
noventa minutops antes de cumplido este tlempo se colocld en
cada frasco colehicina, para una concentracion final de -
0.02 mg/mk,

Todos Lo0s cultivos se reallzaron por duplicado y bafo
condicioned de estenilidad; durante el periodo de Lncuba-
cdibn Los fradcos esdtuvieron siempre phrotegidos de La expo-
s4cibn a La Luz, para evitan La induccién de 1CH que fa -
misma produce.

Llos Linfocitos de ambas especies fuenon expuestosd a -
difenented concentraciones de Mitomicina C {MMC) y Etil-Me
xaho-SulﬂOHata (EMS) durante Lads -GLtimas 24 hrs, del cutté
vo, ‘ ' ‘
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Para cada una de Las muesinas se realizaron nueve cuf
tivos diferentesd: i

a, Un cultivo testdigo { s4in droga )

b. Cuatro cultivoes con diferentes concentracdo
nes de MMC (2.5; 5.05 7.5 g 10 x 107 Em)
¢, Cuatrno cultivos con difenentes concentaacdo
nes de EMS {0.5; 1.0 1.5 y 2.0 x 107 M)

NOTA: Como se desconoeda La dunracddn def ciclo celulan de
Los Linfiocditos de bovine, se efectuaron cultivos preliming
res para optimizan Las condiciones de Los mismos, encontadn
dose que al igual que el humano, el mejon tiempo de Lncuba
cdidn para obtenen un mayoh nimero de metafases de segunda
divis idn 4in vitno erna de 48 hrs.

Lot nangos de Las désis utilizadas para Ras drogas, -
se edtablecienon en base a Los datod comunicados en £a Ri-
teratuha (85, 63, 133, 134) y en experimentos nealizados - .
previamente en el Laboratorie con el propdsite de verifd -
can Las d6s4s Xdxicas que Lnhibifan ef crecimdento apropia-.
do de fos cultlives.
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COSECHA.

11,

EL contendido de Los frascos se pasb a tubos de
centrlfuga clnicos de 15 mi.

‘Se centrifugld a 1500 npm durnanie 5 min.

Se dedechbé el sobrenadante ¢y se resuspendie -
hon Las células en 5 mb. de sofucidn hipotdnd
ca de KC! 0.075 M,

Se Lncubd a 37°C por 30 min. en baio mania.
Se centadlfugd a 1500 apm durante 5 min.

Se desechd ef sobrenadante y se resuspendie -
ron Las cllulas en 5 mL, de fifadon.

Se dejd neposan 20 min. a temperatunra ambien-
te. .

Se centrifugd a 1500 apm durante 5 min.

Se desechl el sobrenadante y se Lavd 2 veeces.
con fifadon. , o
Después de hetiranse el sobrenadante delf Lt
mo fLavado, se adicdionaron 0.5 m€. de fifadorn =
y s8¢ hicienon Las Baminillas de prueba.

Estas se analizaron al michosclpio en contras
. te de fases, con un ebfetdvo de léx, para ob-

senvan el crecimiento celular y La dispersifn
de Los chomosomas.
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Los cultivos selecceionados se codificaron antes del
anflisis, con La finalidad de nealizar un estudio ciego de
tas diferentes preparaciones.

1IT. "TINCION DIFERENCIAL

I.

Las preparactones se tifAeron econ una sofucdln
de Hoechst 3325§ a una concentracibn de 0.5
mierogramos por milifitho de agua desiifada
dutrante 20 min.

Se Lavahon en agua cofthiente, be Secakton y Se
montakon en buf fer de Sonensen a pH 6.8, colo
candose un cubieobjetos ecvitando hacen presidn
sobne el portavbietos, '

Se expuéieﬁon durante 1.5 a 2 hns., a una fuen
te de Luz negra, quedando Las preparaciones a
una distancda de 3 em. de La fuente. )
Se desmontaron con agua corniente y se  seca
ron. ‘ :

Se tifenon con Giemsa 1:10 a pH 7 durante 1
a 3 mdin.
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IV, ANALISIS CITOGENETICO

EL andlisis de La gnrecuencia de ICH en Lod culbtivos -
testigo y en Los culiivos expuestod a Bas diferentes concen
thaciones de MMC y EMS, se nealdlzé en 25 metafases conres-
pondientes a degundad divisdiones Ln vithro. ‘

v, CRITERIOS DE SELECCION DE METAFASES

1. Que preseniaran una buena tincdidn diferenci-
al de cacmdtidas. |

2. Que tuvieran ef ndmexro completo de cromoso -
mas; 46 para el humano y 60 pdaa,eﬂ bovino.

3. Qué presentaran una buena dispersibn cromoss
mica para facilitar el andlisis de Los TCH.

V1. RECUENTQ DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

De acuendo con Los cnitenlod acepladds para el andli-
848 de ICH se consddend como 1 ICH aquel que Lnvoluchra una
s0la notura y como 2 ICH el de tipo intensticial, que <m - -
plica dod noturas. k
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SOLUCIONES ¥ REACTIVOS UTTLIZADOS

MEDIO DE CULTIVO

Medio RPMT 1640 con L-Glutamina, marca GIBCO.

ANTIBIOTICOS

Se adicionan 10,000 UI de penicilina y 20 wmg de'eéiagp'
tomicina pon cada 100 mf de medio de culztivo.

- SOLUCION DE S-BROMODEOXIURIDINA

Se phepata una s0lucibn de 5-bromodeoxiuridina a una
concentracidn de 0.1 mg/ml en agua destifada, La cual se -
esteniliza pon fiLtnrnacién o autocfave. Esta so0lucibén debe
“mantenense protegida de a Luz.' ‘ ' )

SOLUCTON DE COLCHICINA

Se prepara una sofucibn de colehicina a una conééntng
edlbn de 0.2 mg/ml en agua dedtifada, estenilizdndose poh -
fiLtracibn, ‘ o
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SOLUCTION HIPOTONICA

Se prepana una solucién de cloruno de potasdio {KC1} -
0.075 M, La cuaf se obtiene al disolven 5.5917 g de = KCI
en un £itre de agua destifada.

FIJADOR

Se utiliza una s0lucidn de Cannoy, que se paépaaa'con
metanol y Geido acético glacial en una nelacién de 3:1.

SOLUCION DE BISBENZIMIDA (HOECHST 33258} .

Se prepara ana solucién madre de Hoechst 33258 a una
concentracibn de 0.1 mg/ml en agua destilada. La s0Lucibn
" de tincdén se phepara a partirn de La s0Lucibi madre hasta-
obtenenr unaxconcentaacién de o;symicnogaamoa pon mé, La -
s0Lucibn madre se consenva nefrdigenada y protegida de La . -
“expodicidin a fa Luz. ‘ '
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BUFFER DE SORENSEN

Se pureparan dos solucdones: solucddn A y solucibn B.

Selucibn A
Se disuelven 9.47 g de fosfato dibdsico de sodio
(NazHPO4] en un Litrno de agua destilada,

Sofucibén B
Se disuelve 9.08 g de fosfato monobdsico de pota
sio (KH,PO,) en un &itro de agua destifada.

Se mezelan voldmenes {guates se Las soluciones A y B
para obtener el pH de 6.8. '

~ETIL METANO SULFONATO (EMS)
' P.M.- 124.2

Se prepanan dos sofuciones de EMS a diferentes cdﬁceg
thaciones, 1077 Wy 1072 M en agua destitada, Las cuales -
de estendlizan pon fiLltracidn,

Volidmenes varilables de estas sclfucdones se adicionan -
a Los cultivos para vbtenen Las concentraciones deseadas -
de La droga, sdendo Los voldmenes de 0.25, 0.5 y 0.75 me -
de EMS 1077 My 0.1 me de EMS 1077 M.
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MITOMICINA C [(MMC)
P.M.= 334.168&4
Se prepara una solucién de MMC 107 %
tada, £a cual se esteriliza pon {iftracidn.

M en agua desti-

Volidmenes variables de esta s0lucdibén se addicionan a -
L04 cultivos para obtenesr Las concentraciones dedeadas de
La droga, siendo £0s volimenes de 0.125, 0.25, 0.375 y -

0.5 me.
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RESULTADOS

EL tamario de La muestra que se propusco {niclalmente
de § dindividucs, se redujo a 4 en algunos cados, debido a
2a dificuftad que se tuvo para obtemen un buen crecimden-
to en todos Los cuftivos de una misma muestra. La causa
prlnctpal fué ta Lnhibicidn del crecimiento provocada pox
tas dhogas a Las concentraciones mbs alias. Adn con esta
neduceddn, el ndmeno de muestras analizadas excede el nu-
mero mindmo necomendado {157). Las ruestras de sangire hu-
tilizadas, a excepcdln del caso 1 que s2 usd tanto con el
EMS como con La MMC, fueron de individuos difenentes.

En 2as tablas 3 y 6 se muestran £os promedios de Las
frecuencias de ICH inducidos con el EMS y Za MMC nespectd
vamente, asi como La desviacdién estandan de Los promedios
de £08 individuos analizados. Lus datos correspondientes
al promedio y desvdl estandaxr de cada una de fas muestnras
de Los individuos estudiados en nelacibn a La exposicidn
a ambas drogas se presentan en Las tablas 1,2,4,5.

La tabla 3 muedthra Las frecuencdias de ICH a Las dife
nentes concentracionces de EMS utilizadas. La frecuencda
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de 6.6 ICH/metafase {ICH/m| observada en Los cullivos tes
tigos de fLinfocitos humanos sc {ncrementd a 44.7 en Lo
cultivos expuesdtos a La dosis mds alta. Mlentras que La
g§recuencia en Los Linfocitos de bovino aumentsé de 6.5 a
39.6 ICH/m. ‘

En La tabla 6 se¢ puede cbsenvar La grecuencia de ICH
a bas dosis empleadas de MMC. La frecuencia de ICH/m en
Lingocitos humanos se Lncrementd de 7.1 1TCH obsenvados -
en Lod cultivos testige a 29.4 en aqueldlod expuestos a La
dosds mds alta de esta drioga. La redpuesta cobservada en
204 cultives de Linfoeitos de bovino mostad,un aumento
‘de 6.8 ICH/m en Ros culitivos testdge a 27.6 en Los cul-
tivos expuestod a La dosdis mas alta,

Una visualizacibn mds grdfica de Los datos que aparg
cen en fas tabfas se muestra en Las figunas. 1 y 2, elabo
nadas con Los datos de Las mismas. Las curvas ponen en ¢
videnci{a un marcado paralelilsmo en el {ncremento de Ba -
§recuencia de ICH/m entre ambas especies.

Las 6igdaaé 3 y 4, muestran una metafase de Linfocitos
humanos y otna de bovino conrespondientes a cultivos no -
expuestos, siendo el nimero de ICH en cada una de eflas -
de 5 y 6 nespectivamente. En tas flguras 5 y 6, se mues-
than dos metagases cornespondientes a cullfvos expuestos
a Las drogas utilizadas obsenvandose de 20 ICH en La . -
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metadase corredpondiente al Linfocito humano y de 56 ICH
en La metadase del Linfoedito de bovino.

0tno hallazgo que LLamé £a atencdibn fué el tamaidov y
La Rocalizacibn de Los ICH. Los ICH de tipo intensticlal
obsenvados en presencdia de EMS en Los cromosomas de bovdi-
noe, fueron de un tamaio muchoe menor que fLod que se obsen-
varon en Los cxromosomas humanosd. En relacidn a La Locald
zacldn Los 1CH inducidos con MMC ¢n Los cromosomas de bo-
vino ocurnieron muy cercanos al centadmenc y muy distales
al mismo, en cambio en Los caomosomas humanos estaban ho-

mogéneamente distaibuldos.

Pon altimo, tambiln sc observld que el EMS y ta MHMC, :
Lndujenon abernraciones cnromosdmucas esdtructurales simples
y complejas, siendo su ndmero mayor en Los cullivos ex - .
puestos a ﬂaA-conccntAacionéaum&A altas de estas drogas.




TABLA 1, PROMEDIOS Y DESVIOS ESTANDAR DE LAS FRECUENCIAS DE ICH EN
LINFOCITOS HUMANOS EXPUESTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EMS.

k]

HUMANO TESTIGO 0.5. x 107 M 1.0 X 107 °m 1.5 X 107 M 2.0 X 107 M

1 . 8.0 6.7 19.5 26.2 28.4
2.9 TG (3.8 (5.6 (4.8

6 ; 7.4 , 19.8 27.9 36. 1 . 54,5
(3D €3.9) €5.5) (9.3) €7.0)

7 5.8 18.7 32.2 46.7 53.0

B¢ 2> I (3.8 NN D (10.3) (11.2) -

8 - 5.3 6.4 29.2 35. 4 42.7
S (2.0) (3.6) (5.0) ’ (7.8 (4.8)

ENTRE PARENTESIS DESVIO ESTANDAR



TABLA 2.

PROMEDIOS Y DESVIOS ESTANDAR DE LAS FRECUENCIAS DE ICH EN

LlNFOC!TQS DE BOVINOS EXPUESTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EMS.

BOVINO TEST16O 0.5 X 10° 1.0 x 107°M 1.5 x 107°M 2.0 x 1073M
1 5.0 15.0 26.4 37.6 46.4
(2.0) -(3.3) (5.4) (7.8 (5.0).
2 7.8 10.0 9.4 35,1 - 38.7
€3.7) (3.8 (3.5) 7.7 (8.6)
3 5.8 7.0 19.0 305 35.5
(2.0) (2.6) (5. 12 (5.4) (5.8)
u 8.6 9.8 26.1 31.8 38.9
€2.9) 2.9 (4.6 (6.2) 6.2)

ENTRE

PARENTESIS DESVIO ESTANDAR.



TABLA 3. PROMEDIOS Y DESVIOS ESTANDAR DE LAS FRECUENCIAS DE ICH EN CULTIVOS DE
LINFOCITOS EXPUESTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETIL METANO SULFONATO.

ESPECIE TESTIGO 0.5 X 107 °M 1.0 X 10" M 1.5 X 10 2.0 x 1072
HUMANA 6.6 17.9 27,2 36.1 % b, 7 %
N= b4 ' (1.3) (1.6) (5.4) (8.4) (12,00
BOVINA 6.8 , 10,4 20.2 nux 33.8 39.6

#gQ, ##73, HRiQW CELULAS ANALIZADAS RESPECTIVAMENTE

ENTRE PARENTESIS DESVIO ESTANDAR



TABLA 4.

PROMEDIOS Y DESVIOS ESTANDAR DE LAS FRECUENCIAS DE
LINFOCITOS HUMANOS EXPUESTOS A DIFERENTES COMCENTRACIONES DE MMC.

ICH EN

HUMANO TESTIGO 2.5 X 10" 84 L0 X 107 7.5 X 10 M 1.0 X 107 7M

1 8.0 12.5 21.8 23.2 35.5
(2.9) €3.3) (5.2) (6.2) (8.5)

2 5.0 12.4 15.8 22.2 28.2
s 2.1 (3.2) (3.4) (4.8 (4.2

3 : 7.8 10.8 19.2 26.2 27.8
(2.8 (3.7) (4.8) (5.7 (6.14)

TR 7.6 16.0 19.5 26.6 24,4
(3.1) (5.1) (5.6) Choy) (5.4)

5 g2 15.0 20,2 23.8 31.0
€2.5) (2.3) C4.2) 4.7) (4.8)

ENTRE "PARENTES IS DESVIO ESTANDAR -



TABLA 5. PROMEDIOS Y DESVIOS ESTANDAR DE LAS FRECUENCIAS DE 1CH EN
- LINFOCITOS. DE BOVINOS EXPUESTOS A’ DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MMC.

BOVINO- TESTIGO 2.5 x 107 5.0 X 107 M 7.5 x 107 % 1.0 X 1077m

1 5.0 14.5 21.5 336 33.6

2.0) (3.1 (6.3 : G.8) . . (.®
20 s 128 16.0 20.7 19.4

NEAD) (4.6 (3.6) : (8.0) (5.0)
3 | 5.8 13.5 15.4 .2 229
' (2.0) (2.5) (3.2) WD (5.1)
o 86 17.7 26.6 33.1 34.6

@9 3.7

6.1 Y5 13.1)

ENTRE PARENTESIS DESVIO ESTANDAR



TABLA 6. PROMEDIOS Y DESVIOS ESTANDAR DE LAS FRECUENCIAS DE ICH EN CULTIVOS
DE LINFOCITOS EXPUESTOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MITOMICINA C.

CESPECIE TESTIGO 2.5 x 10" %M 5.0 X 10° oM 7.5 x 10" 3m 1.0 X 1077M
HUMANA 7.1 13.3 19.3 I 29.4
N=b (1.2) z.1) (2.2> 2 C1.9) C4.1)
BOVINA 6.8 14.6 19.9 25.7 27.6
N= b 1.7 €2.2) (5.3) €8.9) €7.6)

ENTRE PARENTESIS DESVIO ESTANDAR
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Figuna 3. Metagase correspondiente a un cultivo de £infocd

tos humanos no expuesio, en fa misma se obseavan

5 1CH.
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Figura 4. Mataﬁw&e cornes pondiente a un cultivo de Linfocd
' tos de bovino no expuesto, en £a misma se obsen-
van 6 ICH. La fLecha marca un 1CH sencilflo.
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Figura 5.  Metafase correspondiente a un cullivo de Linfoei
£os humanos expuestfo a MMC a La concentracién de
7.5, X 10“8M, en La misma se cbservan 20 1CH. La
§Lecha marca un I1CH intensticial.
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e S

Figura 6. Metagase cornespondiente a un cultivo de Linfoet
tos de bovino expuestos a EMS a La concentracibn
de 1.5 X 10—3M, en £a misma de obsenvan 56 ICH.
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DISCUSTON

Los resulftades obtenddos concueidan con La respuesta
Lineal observada previamente en otros sistemas de prueba
usando EMS { 96,127) y MMC [ 96,129); nedpuesta que fué -
nuy $Amilar para ambas especies, Lo cual se puede obsenvas
desde Las frecuencias obtendidas en Los cultivosd testigo,
que coiresdponden a €as (recuenciad basales, y tas {recuen
eias de Los culifvos a Las concentraciones mds altas de -
Las drogas empleadas.

A pesar de que el ndmeno y £a goama’ de £os cromoso -
mas en ambas especies ¢4 diferente, Las f§recucncias basa-
Les obtenddas fueron muy simifanes, de 6.6~7.1 ICH/m pro
medio en Lingocditos de bovino [tablas 1-6]. Esta observa
eibn estaria de acuerdo con el hecho de que £a frecuencia
basal de ICH/m esta en parte refacionada con £La cantdidad
de DNA presente, diendo en este caso muy semejante en am-
bas especies (158).

EL paralelismo observado en RLa frecuencia de TCH/m -
para el EMS, figura 1, es menos evidente que ef que e en
contrd con fLa MMC, {igura 2, debido probablemente a La -
inedtabifidad que predentfa el EMS en svlucioned acuovsas -
diluidas, resdultando en una vida media menon (99,120,159}
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que La que posee La MHC {160). EdsZe {acton tuvo una mdy04
ingﬂuencia en Los cultivos de Linfdocitos de bovino, ya -
que ta difiecultad en Ba obtencddén de Las muestras paovoed
un nethado en La utflizacibn de fLas sofuciones de EMS.

84 bien se tiene un ndmero demejante de ICH/m en am-
bas especies para una mésma daoga, Las caractenisticas de
tamano y Lecalizacdidn de Los mismos difierne. En cuanto -

.al tamaio de Los ICH observados de manera genenal, son -
mds pequeiics en £08 cultivos de Linfocditos expuesitod a -
EMS que a MMC, debido probablemente, tanto a fLa diferen -
cfa en ef tamado de tas moléculas, como en ef mecanidmo -
de accedibn de ambas drogas. Con redpecto a £a distraibuct-
dn se encontné una magonr cantidad de 1CH en Las zonas cen
trnoaménicas de £Los cromosomas de bovine expuestos a MMC,
hecho que no se obseavé en Los cromescomas humanos, . Es10s
hatlazgos estarfan de acuendo con ef hecho de que 2a MMC
produce una mayor f{recuencdia de ICH en Las zonas de hete-
aocromatina (145 y que ademds, £Los cromosomas de bovino
presentan unda mayor cantidad de heterocromatina en Las zo
nas centroménicas {141}.

Las pequeidas diferencias que se encontraion, asi co
mo su nosdible explicacibn, no Lnterfdieren en fa 4tedpuesta
final que se buscaba, €a cual mostab sen semefante en am-
bas especies frente a Las dos substancias mutagénicas prg
badas, Las cuales poseen mecanismos de aceifin sobre el -
DNA diferentes, diéndonos asi una visLion mas ampliad de La
nes puesta buscada. '
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CONCLUSTIONES

Las frecuencias de ICH inducddas £n vitno por EMS y
MMC en Los Linfocitos humanos y de bovino fueron Simila- -
hes .

La nelacifn dosis-respuesta encontrada en £os £Linfo
ciLtos de Las especies utilizadas, concuerda con ta zesdpu
esta LAneal observada en otrnos sLs8temasd de vrueba que -
usan EMS (96,127} y MMC [96,129]).

La distribucidn ¢y el tamaio de Los ICH en Los chomo
somad humanos y de bovino fué dependiente de Cas drogasd
utilizadas para inducinfos.
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