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RESUMEN

En la década de 1970 se incrementé la incidencia de cancer y parte de su
etiologia se asocié con anomalias genéticas vinculadas con la exposicion a
compuestos quimicos que son producto de la industrializacién energética,

quimica o agroquimica. Esto desencadené el interés por estudiar las altera- PALABRAS
ciones genéticas de tipo cromosémicas 0 mutaciones en las que el &cido CLAVE
desoxirribonucleico (DNA) era el principal blanco de los mutagenos y

agentes cancerigenos, tanto en los estudios de toxicologia genética como aneugeénesis,

ambiental. Sin embargo, compuestos no mutagénicos incapaces de inducir Ici
mutaciones en sistemas microbianos, como la prueba de Ames, aumentaban calclo,
las anomalias anaféasicas (AA) en eucariontes, en especial en los husos multi- proteinas,
polares y cromosomas retardados, comportandose como compuestos de ol
riesgo para la induccion de aneuploidias. Particularmente se trata de sus- grupos 1oles y

tancias volétiles despolarizantes de membrana que causan movimientos de disulfuro,
Ca** relacionados con la actividad estructural y funcional de las proteinas, compuestos
entre ellas las del huso mitético y las cromosomales, lo cual induce cambios volatiles

en c-mitosis y micronucleos. Por tanto, las proteinas involucradas en la
formacion del huso mitético desde la membrana plasmatica juegan un papel
muy importante en la induccion genotdxica asociada con la aneugeénesis. El
objetivo de esta revision es recopilar datos que corroboran la participacion de
las proteinas, la membrana y el Ca?* en la induccion de las AA y como se
vinculan con los husos multipolares, el peso molecular, y el punto de fusién
de muchos compuestos quimicos volatiles (pesticidas, plaguicidas) genoté-
xicos, aneugénicos, inductores del cancer y de la carcinogénesis ambiental.
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ABSTRACT

In the 1970s, the incidence of cancer increased and part of its etiology was
associated with genetic anomalies linked to exposure to chemical compounds
that are a product of energy, chemical, or agrochemical industrialization. This
triggered interest in studying genetic alterations of chromosomal type or
mutations in which deoxyribonucleic acid (DNA) was the main target of
mutagens and carcinogens, both in genetic and environmental toxicology
studies. However, non-mutagenic compounds incapable of inducing muta-
tions in microbial systems, like the Ames test, increased anaphase anomalies
(AA) in eukaryotes, especially multipolar spindles and delayed chromo-
somes behaving as risk compounds for the induction of aneuploidies.
Particularly, this refers to membrane-depolarizing volatile substances that
cause Ca?" movements related to the structural and functional activity of
proteins, including those of the mitotic spindle and chromosomal proteins,
which induce c-mitosis and micronuclei. Therefore, the proteins involved in
the formation of the mitotic spindle from the plasma membrane play a very
important role in the genotoxic induction of genetic alterations associated
with aneugenesis. The objective of this review is to gather data that corrob-
orates the involvement of proteins, the membrane, and Ca?" in the induction
of AA, and how they are linked to multipolar spindles, the molecular weight,
and melting point of many volatile chemical compounds (pesticides) which
are genotoxic, aneugenic, cancer-inducing, and are associated with environ-
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Antecedentes histéricos

Mirada retrospectiva. A finales de los afios se-
senta y durante la década de los setenta, se incre-
mento en México y el mundo el interés por estudiar
las alteraciones genéticas asociadas a aneuploidias,
gue hoy en dia se conocen como aneugeénesis, y se
relacionan con la incidencia de céncer, abortos es-
pontaneos y malformaciones congénitas, entre otros
padecimientos. El origen de estas alteraciones se
encuentra vinculado a la exposicion de poblaciones
a sustancias quimicas que invaden el medioam-
biente; productos que provienen de la industria-
lizacion energética, quimica y agroquimica, princi-
palmente.

Las alteraciones genéticas que se relacionan fre-
cuentemente con las aneuploidias en la patologia
humana son el sindrome de Turner, el sindrome de
Klinefelter, la trisomia 21, la trisomia 18, y la triso-
mia 13, ademas de las causadas por exceso o defi-
ciencia de cromosomas sexuales 0 autosomicos;
después se encuentran los abortos espontaneos, de
los cuales méas del 40 % son por aneuploidias o
poliploidias, y los procesos neoplésicos malignos
asociados especialmente con alteraciones numéricas
del complemento y fragilidad cromosémica, como
en la infertilidad y pérdida del embarazo por afec-
tacion del embrién ().

Las aneuploidias se deben al fendmeno conocido
como nondisjunction o missegregation, que es la
distribucion no equitativa de cromosomas en la ana-
fase, durante la mitosis 0 meiosis. Es evidente que
las proteinas participantes en la formacién y funcion
del huso mitotico para la segregacién cromosémica
adquirieren gran relevancia durante este proceso, ya
gue las aneuploidias pueden dar lugar a enferme-
dades genéticas de manera indirecta.

Hasta antes de los afios setenta, se consideraba que
la molécula de DNA era el blanco en la induccion
de dafio genético por contaminantes quimicos am-
bientales, aunque en realidad los compuestos geno-
toxicos, inductores de mutaciones; los compuestos
clastogénicos, inductores de alteraciones estructu-
rales cromosdmicas; y principalmente los compues-
tos aneugénicos producen las aneuploidias sin que
necesariamente se afecte directamente al DNA.
Gracias a los trabajos realizados en el laboratorio
del Dr. Marvin Legator en la Rama Médica de la
Universidad de Texas, (UTMB) (1976 y 1978) y de
la Dra. Cristina Cortinas Nava en el Instituto de
Investigaciones Biomeédicas, en la UNAM, México
(1979) se logro reafirmar el papel de las proteinas
como blancos accesibles en la induccion de dafio
genético a nivel cromosomico estructural y/o numé-
rico, y que el calcio también participa en este dafio.
Para esto se utilizo el sistema de andlisis de anafases
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en células en cultivo de ovario de hamster chino
(CHO, por sus siglas en inglés) en la deteccion de
mutagenos y carcinégenos (2,3).

El sistema de andlisis de anafases en céelulas CHO
permitié corroborar la actividad mutagénica de un
gran numero de compuestos quimicos alquilantes
como la trietilen melamina (TEM), el etilmetanosul-
fonato (EMS), y la hicantona, entre otros; asi como
intercalantes como el acetoacetilaminofluoreno
(AMMEF), que son inductores de mutaciones puntua-
les y de corrimiento de fase, respectivamente. Ade-
mas, se corroboro la actividad clastogénica provo-
cada por sus efectos cromosémicos estructurales,
basicamente asociados a la induccion de los frag-
mentos cromosomicos, puentes cromosémicos (cro-
mosomas dicéntricos) y cromosomas pegajosos, que
se dan en las fases G1, S, y G2 del ciclo celular,
respectivamente, pero principalmente en la mitosis.
Esto se debe en especial a que en anafase podemos
distinguir e identificar compuestos capaces de indu-
cir aneuploidias, como cromosomas retardados, husos
multipolares, y disgregaciones del huso que se aso-
cian con la presencia de c-mitosis y microndcleos en
células en interfase (4,5).

Algunos compuestos aneugenicos son incapaces de
inducir mutaciones en sistemas de prueba micro-
bianos como en el descrito y desarrollado por Ames
y colaboradores en Salmonella typhimurium para
detectar mutaciones puntuales y de corrimiento de
base (6). EI método fue adaptado y mejorado en
1975 con la presencia del sistema microsomal S9
(que contiene la actividad metabolizadora del CY
p450), proveniente de homogenados hepaticos de
rata, el cual se encarga del metabolismo de com-
puestos liposolubles. Los metabolitos de algunos
compuestos son mas reactivos o mutagénicos, como
en el caso de la ciclofosfamida (Cytoxan); o por lo
contrario pierden su actividad y son eliminados por
la orina (2,7,8).

Algunos de los compuestos estudiados, incapaces de
causar mutaciones en el sistema de anafases, au-
mentaban considerablemente la formacion de husos
multipolares, la disgregacion del huso y la presencia
de cromosomas retardados (2), lo que representa un
alto riesgo como inductores de aneuploidias. Entre
los compuestos estudiados estaban la metadona, la
naltrexona, el dimetilsulféxido (DMSQO), la hican-
tona, tetrakis (hidroximetil) sulfato de fosfonio
(THPS), y el tetracloruro de carbono (CCls), que au-
mentan considerablemente los husos multipolares y
cromosomas retardados, aunado a que estan rela-
cionados con el aumento de c-mitosis, de polintcleos
y micronucleos en células en interfase e inducen cam
bios en la morfologia de las células (Fig. 1) (2). Ac-
tualmente se utiliza la presencia de micronucleos en

sangre o en células epiteliales hepaticas o gastro-
intestinales como parametro indicativo de aneu-
génesis en modelos in vivo (9).

Entre las propiedades relevantes de los compuestos
gue inducen disgregaciones del huso mitético y
husos multipolares se encuentran su liposolubilidad
y volatilidad, a semejanza de anestésicos como el
halotano, el éter, y el cloroformo, que son compues-
tos volatiles causantes de diversos tipos de canceres:
de piel, higado, rifién, y angiosarcoma, entre otros.
Entre los factores de riesgo estan la exposicion labo-
ral, ocupacional y experimental; en este ultimo caso
ocurre por la exposicion in vitro a dioxinas, al tetra-
cloruro de carbono (CCL4) y derivados del benceno
que son potentes inductores carcinogénicos (10,11).

Estudios epidemioldgicos han mostrado que la ex-
posicién humana a compuestos de naturaleza anes-
tésica, gases y vapores como el halotano, el cloruro
de vinilo y el 6xido nitroso, representan un riesgo,
ya que inducen alteraciones en los espermatozoi-
des, infertilidad, abortos espontaneos y cancer (12,
13). Por ello, los compuestos volétiles, como los
vapores de desechos industriales, fueron prioridad
para los estudiosos de la toxicologia y genética
ambiental. Una de las razones de la peligrosidad de
estos compuestos es su rapida absorcion por todas
las vias de exposicion, principalmente la inhalatoria
y la dérmica, ya que pueden absorberse facilmente
y causar dafio genético indirectamente a través de la
afectacion a las proteinas, e inducir anomalias ana-
fasicas que conllevarian a aneuploidias y carcino-
génesis (2).

Por lo anterior, se puede establecer una mejor aso-
ciacion causal entre el aumento del céncer y la
aceleracién en la industria quimica y agroguimica,
ya que estas industrias son las que incrementan la
contaminacion ambiental y, con ello, la exposicion
a compuestos quimicos liposolubles organicos vola-
tiles, disruptores hormonales, residuos persistentes,
pesticidas, anestésicos inhalatorios, y gases y vapo-
res industriales, todos los cuales comparten la carac-
teristica de ser volatiles. Dadas sus caracteristicas
fisicoquimicas, estos compuestos quimicos préacti-
camente interactan con la fase lipidica de la mem-
brana, lo que causa su despolarizacién y la apertura
de canales de Ca?*. Esto es importante para el ade-
cuado funcionamiento de los microtubulos, del huso
mitotico, y de la segregacion cromosdmica; por lo
tanto, puede relacionarse con aneuploidias. Este
riesgo se encuentra en funcion del grado de vola-
tilidad, tamafio y peso del compuesto, ademas del
tiempo de exposicién.

Levan y Ostergren (1943) establecieron la teoria de
que la concentracidn en fase liquida del compuesto
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A) B)

C) D)

Figura 1. Alteraciones ana-
fasicas inducidas por hi-
cantona, Cytoxan, TEM, me-
tadona, naltraxone, DMSO
y THPS. Células CHO en
cultivo expuestas por 24 h
con TEM = trietilen mela-
mine (0.002, 0.02, y 2 ugr/
ml); DMSO = dimetilsul-
féxido (1, 2, 5, y 10 pl/ml);
THPS = tetrakis (hidro-
xilemtil) sulfato de fosfo-
nio (9, 34 y 68 ugr/ml),
hicantona (0.5, 2.5, 5 ugr/
ml), naltraxeno y metado-
na (6.25, 25, 50, y 100 ugr/
ml). En las imagenes se
observan: A) alteraciones
anafasicas, que contienen
el control y demas trata-
mientos; B) cambios en la
morfologia: a) células nor-
males, b) orina de ratones
expuestos a citoxan, c) do-
sis altas de hicantona, d)
orina de ratones expues-
tos a hicantona, e) y f)
dosis baja y alta de meta-
dona, g) dosis bajas de
naltraxeno, h) dosis bajas
de THPS, i) dosis toxicas de
THPS, j) orina de ratones
expuestos a THPS, k) y I) do-
sis bajas y altas de DMSO;
C) alteraciones metafasi-
cas: a)y b) normales; c), d),
e), y f) alteraciones comun-
mente detectadas, g), h), e
i) alteraciones generalmen-
te detectadas por exposi-
cién a naltraxeno, metado-
na, hicantona, por DMSO,
THPS, también en células
tratadas con CCls (la dife-

rencia entre ellas es la frecuencia y el grado de alteracion que se presenta en cada tratamiento); D) presencia de
polindcleos y micronucleos: a) metadona, b) lo que se detecta en todas las dosis de TEM, c) orina de ratones
expuestos a citoxan, d) expuestos a DMSO, e) a todas las dosis de hicantona, f) orina de ratones expuestos a
hicantona, g) células expuestas a naltraxeno y h) a THPS. Tomado de Coutifio (3).

y la interaccion con los lipidos de la membrana
determinan su actividad C-mitética, y demostraron
que derivados del nafteno y benceno, entre otros,
causaban un estado de narcosis al ingresar a las
células més rapido que las sustancias solubles en
agua; y su penetracion y actividad dependia de su
coeficiente de particién. Luego, al modificar sus
grupos funcionales para hacerlos més solubles en
agua, disminuia la induccion de c-mitosis, de modo
que las sustancias solubles en lipidos estan asociadas
con la induccién de poliploidias. Esto se debe a alte-

raciones del huso mitotico, a la contraccion de los
cromosomas o alteraciones en la condensacion de las
proteinas cromosomales, entre otras causas (14). Al
estudiar el efecto de la colchicina en la induccion de
la c-mitosis, Levan considerd que ésta se debia al
arresto de la mitosis en la metafase provocado por la
pérdida de la estructura del huso mitético (15).

Por tanto, compuestos con caracteristicas comunes
de volatilidad y solubilidad en lipidos son capaces de
inducir la c-mitosis y micronucleos. Aunque la
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colchicina no es volatil, actta en el reclutamiento de
los residuos tioles de la tubulina, como lo hace el
Ca?*, inhibiendo su polimerizacion durante la for-
macién de los microtabulos en el citoesqueleto y el
huso mitético; este efecto es semejante al de anti-
mitoticos como la vincristina y vinblastina, ademas
del propio Ca?*.

Seeman (16) consideraba que la gran mayoria de los
compuestos quimicos liposolubles con propiedades
anestésicas (locales o inhalatorias) tienen la capa-
cidad de despolarizar la membrana y, por tanto,
causan la movilizacion del Ca®* externo al interior
de la celula, facilitando igualmente la movilizacion
de los reservorios internos como el reticulo endo-
plasmico (RE) y mitocondrias, principales secues-
tradores y reservorios de Ca?* (17).

La teoria de los lipidos de la membrana fundamen-
to el concepto de la despolarizacion de la membra-
na por compuestos liposolubles, relacionada con la
excitabilidad muscular y nerviosa debido al inter-
cambio de Na'/K™, lo que genera flujos y corrientes
quimicas y eléctricas, ademas de la apertura de iones
vinculados con la disminucion del valor absoluto del
potencial de membranay diferencia de carga o iones
dentro y fuera de la célula, controlada mediante
canales, principalmente los de Ca®*, abiertos consti-
tutivamente o inducibles por mensajeros quimicos.

Por lo tanto, compuestos quimicos de naturaleza
liposoluble, volatiles o aquellos que actian como
mensajeros quimicos sobre receptores celulares in-
ducen la movilizacion de Ca?*, por despolarizacion
y por la apertura de canales. Asi, el Ca?* acttia como
segundo mensajero en la comunicacién celular a
través de vias de sefializacion de la fosfolipasa A 'y
C y de la activacion de cinasas, con la liberacion in-
terna de diacilglicerol y fosfatidilinositol IPs. Esto
movilizara mas Ca?* del RE, activando mensajeros
involucrados en la regulacion celular, genética y
metabolica, al activar o inhibir eventos como la divi-
sion, morfogénesis, diferenciacion, toxicidad, muer-
te celular y expresion genética (18,19).

Antecedentes del Ca?* en la actividad estructu-
ral de las proteinas y su asociacién con las unio-
nes disulfuro y tioles libres. Los incrementos de
Ca2* modifican la actividad estructural y funcional
de las proteinas por su efecto sobre los residuos de
los amino&cidos. Esto ocurre particularmente en las
cisteinas, cuyo grupo funcional es el sulfhidrilo o
tiol (SH), y en la cistina en su unién disulfuro S-S.
Debido al efecto reductor del Ca?* sobre las uniones
disulfuro, se modifica la relacion de SH y S-S (20,
21) alterando el funcionamiento y el plegamiento de
las proteinas (17), cuyas manifestaciones van desde
la permeabilidad celular, morfologia celular, con-

traccion muscular, secrecién y formacion del huso
mitético hasta la expresion genética, como en el
caso de la tubulina del huso mitotico, de las histonas
en anomalias asociadas a la segregacion cromoso-
mica y de la muerte celular por la activacion de
caspasas.

En 1954, Mazia y Prescott (22) reportaron que la
segregacion de los cromosomas se debia a cambios
en la fina relacion entre los grupos sulfhidrilo y
disulfuro. Estos cambios ocurren en el huso mitético
durante la segregacion y el movimiento de los cro-
mosomas en la mitosis, cuyo componente principal
son los microtabulos, los cuales tienen a la tubulina
como la principal proteina encargada de su for-
macién y del funcionamiento del huso mitético. La
tubulina posee un alto contenido de grupos tioles
(SH), de los que depende su funcion en la formacion
de uniones disulfuro para el ensamble y desensam-
ble de los microtubulos, evento que es regulado por
el Ca®* y las proteinas reguladoras de éste, como la
calmodulina, entre otras (23,24).

La segregacion cromosomica obedece a un proceso
activo de polimerizacion y despolimerizaciéon de
microtibulos mediados por tubulina, la cual es una
proteina clave en la formacion del citoesqueleto y
huso mitético en donde los cambios en la morfo-
logia celular relacionados con el citoesqueleto tam-
bién estan asociados con la transformacion celular
(25-27).

Por otra parte, el Ca?* es el mensajero mas impor-
tante en las vias de sefializacion interna, parti-
cularmente en la regulacion y activacién de cinasas
en el ciclo celular, en la mitosis (28-30) y en las vias
gue llevan a la activacion de genes, por cinasas que
fosforilan factores de transcripcion. Ademas, las
cinasas participan en una gran cantidad de eventos
celulares, entre ellos la exocitosis, con un remo-
delamiento de los microfilamentos, también lo
hacen en el proceso de mitosis. Las cinasas inte-
ractian con las proteinas de adhesion, como las
selectinas, integrinas y cadherinas que son depen-
dientes de Ca?*. Una caracteristica importante de las
células tumorales es la pérdida de adhesion; estas
proteinas también participan en la reorganizacion
mediada por contacto del citoesqueleto de actino-
miosina mediante la sefalizacion del complejo de
adhesion de cadherina, aunque otros procesos inde-
pendientes de la cadherina podrian igualmente con-
trolar la organizacién del citoesqueleto de actino-
miosina y activar vias de sefializacion.

Asimismo, el Ca** y el estado oxidativo de los
grupos tioles (SH) regulan una gran cantidad de
procesos celulares, entre ellos, el reconocimiento y
funcionamiento de receptores plasmaticos y nuclea-
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res, la permeabilidad y adhesividad celular, el meta-
bolismo de compuestos quimicos, el transporte de
electrones en citocromos vy la actividad enzimatica
(tiolasas); la polimerizacion de microtibulos afecta
el funcionamiento del huso mitético, la conjugacion
con glutation y la proteccién ante los metabolitos
reactivos de carcindgenos, causando la produccion
de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ERO), la condensacion de la cromatina y la
reparacion y recombinacion del DNA. Muchos de
estos procesos estan involucrados en aneugénesis.
Lo que constituye que los compuestos quimicos
oxidantes o reductores, segun su estado de 6xido
reduccion, puedan alterar el estado redox interno de
las células, mediante la regulacion del Ca?*, los
grupos tioles y puentes disulfuro en el reticulo
endoplasmico (RE) (17). Al respecto, se conoce que
los incrementos de Ca?* inhiben o alteran la
actividad estructural, catalitica y funcional de las
proteinas, debido al rompimiento de los puentes
disulfuro, lo cual afecta su plegamiento.

El RE es precursor de las membranas plasmaticas,
ademas de ser un centro de almacenamiento de Ca®*
y de las enzimas disulfuro isomerasas y oxidasa 1,
enzimas que participan en el plegamiento de las
proteinas; por tanto, proporciona un entorno oxi-
dante para facilitar la formacion de enlaces disul-
furo. De esta forma, el RE contribuye hasta con el
25 % del total de las especies reactivas de oxigeno
generadas, las cuales participan en el dafio genético,
citotoxicidad, carcinogénesis y en el envejecimiento.
Ademaés, el RE actia como sensor de estrés oxida-
tivo, del estado nutricio, y de la sobrevivencia celular;
asi regula muchos procesos vitales celulares (17).

Un gran nimero de compuestos quimicos mutagé-
nicos y carcinogénicos ambientales con propieda-
des oxidantes o reductoras, como los metales pesa-
dos, epdxidos esteres y el propio Ca?", interfieren en
la fina relacion del contenido de grupos tioles libres
(SH) y de las uniones disulfuro (S-S). Esto ocurre
por mecanismos directos o indirectos, al inducirse la
liberacion del Ca?* de las membranas y beneficiar
su entrada por canales o movilizarlo y alterar el
estado redox de las células y modificar actividad o
plegamiento de proteinas que favorezcan la genoto-
xicidad, inmunotoxicidad, disrupcién hormonal y
la neurotoxicidad (31).

Diversos receptores membranales, como los aco-
plados a proteinas G, las integrinas y los receptores
con actividad de cinasas de tirosinas, abren canales
de Ca®* y/o pueden transmitir sefiales via el cito-
esqueleto de actina, para provocar diversos efectos
sobre la actividad celular (32). Entre estos efectos se
incluyen cambios en la forma de la célula, la moti-
lidad, la proliferacion, la secrecion y la sobreviven-

cia, que estan implicados en procesos anormales
como la metastasis tumoral, la inflamacion crénica
y la degeneracion tisular, y conducen a enferme-
dades asociadas con dafio genético, por ejemplo, el
cancer.

Datos epidemioldgicos han mostrado un aumento en
el numero de enfermos de cancer entre agricultores
gue usan pesticidas. En este sentido, la International
Agency for Research on Cancer (IARC) indica que
el 25% de los pesticidas son oncogénicos (33), lo
cual representa un alto riesgo. Ademas, para regular
y controlar estos productos de forma efectiva se
deben concretar los limites permisibles de expo-
sicion, lo cual es dificil debido a que la mayoria de
los pesticidas son compuestos liposolubles, volatiles
y de facil absorcion. Asimismo, algunos pesticidas
de hidrocarburos halogenados causan esterilidad y
presentan una actividad carcinogénica marginal,
mientras otros organofosforados son solo mutagé-
nicos o carcinogénicos y, por su parte, la tetraclo-
rodibenzodioxina y la hidracina maleica también
son carcinogénicas en modelos animales. Los orga-
nofosforados mutagénicos comprometen la descen-
dencia, pues dafian el DNA que se transmite; en
cambio, cuando los carcinogénicos no inducen mu-
taciones se sugiere que su efecto es epigenético e
indirecto sobre proteinas afectadas. La molécula del
DNA es considerada como un blanco critico para la
carcinogenicidad; sin embargo, no todos los carci-
nogenos son mutagénicos ni todos los compuestos
mutagénicos son carcinogénicos (34); entre los me-
canismos de carcinogenicidad estan la promocién,
la citotoxicidad y el estrés oxidativo (35).

En los afios setenta se propuso una relacion entre
mutagénesis y carcinogenesis, pero actualmente se
sabe que solo el 30% de los carcin6genos hepaticos
en ratdn son detectados con la prueba de Ames, y
que existe un 90% de correlacion entre la estructura
guimica y su positividad con la prueba que detecta
el dafio al DNA (36,37).

También se ha comparado la carcinogenicidad de
los compuestos mutagénicos en los érganos blanco
de modelos de ratas y ratones, y se ha encontrado
que una gran cantidad de compuestos mutagénicos
(81%) inducen tumores en multiples érganos, mien-
tras que solo el 41% de los carcindgenos que lo
hacen en un solo 6rgano son mutagenos (38). Por
ello, con el transcurso del tiempo se ha modificado
y reclasificado la genotoxicidad por compuestos
ambientales, la que actualmente conforma tres
grupos. El primer grupo es el de los mutagenicos,
que son los compuestos que inducen mutaciones y
dafio directo en la secuencia del DNA. Los
mutagénicos se detectan mediante el sistema de
Ames y actualmente se utilizan en mutaciones diri-
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gidas y estudios de polimorfismos con la secuen-
ciacion masiva de genes. El segundo grupo son los
clastogénicos, los cuales inducen aberraciones cro-
mosdmicas estructurales y se detectan con estudios
citogenéticos cromosomicos. Finalmente, el tercer
grupo son los aneugénicos, que se detectan median-
te la prueba de micronucleos en eritrocitos y en
células gastrointestinales, y con el estudio de ané-
lisis de anafases. En suma, el DNA test (usado para
detectar dafio al DNA y para identificar compues-
tos quimicos que podrian causar cancer y otros
defectos genéticos) también se emplea para identi-
ficar los compuestos que inducen alteraciones cro-
mosdmicas numeéricas; sin embargo, es aqui donde
las proteinas del huso mitético, centromero y cen-
triolos, entre otras alteraciones, juegan un papel
primordial, donde un gran namero de carcindgenos
son aneugeénicos, como los pesticidas (1).

Proteinas involucradas en los procesos de muta-
cién y en las aneuploidias. En los afios setenta, las
proteinas que se estudiaban como blanco para la
carcinogenicidad estaban involucradas con altera-
ciones genéticas provocadas por agentes fisicos y
quimicos ambientales, relacionados con alteracio-
nes del complemento cromosémico, proteinas que
se resumen en la tabla 1. Estas proteinas contienen,
en su mayoria, un alto contenido de cisteinas, parti-
cipan en el metabolismo del DNA, en la recombi-
nacion, replicacion y reparacion del material ge-
nético, en el reparto equitativo de los cromosomas
durante la division celular, en la constitucion de la
cromatina y en la formacion del complejo sinap-
tonémico (que favorece el apareamiento cromoso-
mico durante la meiosis), del complejo actina-
miosina y de los componentes de la membrana y
enzimas, como la enzima aril hidroxilasa de hidrocar-
buros (CYP1AL), responsables de la actividad meta-
bolica de los compuestos quimicos, entre otras.

Sin embargo, en las pruebas para la deteccion de
aneugeénicos recientemente se han incorporado alte-
raciones que incluyen a los centromeros, telémeros,
cinetocoros, proteinas implicadas en la union y sepa-
racion de las cromatidas, la tubulina y proteinas
asociadas a los microtubulos, como la calmodulina,
las proteinas de la membrana celular o nuclear, los
centriolos y otros componentes del huso mitético.
Entre estos componentes se encuentran el complejo
promotor de anafases y proteinas propias del ciclo
celular, como la proteina p53 y cinasas dependientes
de ciclinas (CDK): el factor promotor de la mitosis
(MPF) y el compuesto de ciclina b y cinasa depen-
diente de ciclina 1 (CDK1). Como se sabe, este
compuesto fosforila mas de 70 proteinas que parti-
cipan en el proceso de segregacion cromosomica
durante la mitosis, ademas actua en la separacion de

Procesos en los que

Proteinas participan

Nucleasas
(exonucleasas, en-
donucleasas, ligasas,
polimerasas)

Reparacion, replicacién,
recombinacion,
transcripciéon del DNA.

Formacion de microtubulos
del huso mitético,

Tubulina segregacion equitativa de
cromosomas durante la
division celular

Centriolos y Centros organizadores de

centrémeros microtubulos.

Estructura y funciones
regulatorias de la cromatina.
Empaquetamiento de
cromosomas.

Histonas y protaminas

Apareamiento de cromo-
somas homoélogos en la
meiosis.

Sinaptenemales

Proteinas de
membrana (ATPasas,
etc.)

Permeabilidad, regulacién
de la entrada del calcio,
receptores, canales.

Arilhidroxilasas,

citocromo P450, etc. Metabolismo de drogas.

Conjugacion de drogas,
secrecidn y su inactivacion.

Glutation,
metalotioninas

Vias de sefializacion
asociadas a receptores y
matriz extracelular.

Complejo de
actinomiosina

Vias de sefalizacion
asociadas a receptores y
matriz extracelular.

CHK1

Fosforila mas de 70
proteinas involucradas en
segregacion cromosomica,
su deficiencia induce células
binucleadas.

Fragilidad y estabilidad
cromosémica.

Estabilidad y fragilidad
cromosomica.

Condensacion y
compactacién de
histonas

H2Z, H3.3, H2AX

Telomerasas

Tabla 1. Proteinas y estructuras involucradas en la
produccién de mutaciones y alteraciones genéticas
asociadas a missegregaciones. Nota: con informacién de
Coutifio (20), Pacchierotti y col. (1), Rodiguez y col. (29)
y Skelding y col. (30).

los centrosomas, en la regulacion de la fosforilacion
de las histonas para la condensacion de los cromoso-
mas, en la fosforilacion de la histona H1, en la fos-
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forilacion de la lamina, en la ruptura de la membra-
na nuclear y en el rearreglo del citoesqueleto, de los
microtabulos y microfilamentos (29,39).

También se han estudiado algunas de las modifi-
caciones en la expresion de histonas involucradas en
la condensacion y compactacion del DNA, parti-
cularmente el aumento de H3.3 y la disminucion de
H2.Z, las cuales estan relacionadas con algunos
canceres y quiza participan en la fragilidad e ines-
tabilidad cromosomicas. Asimismo, se estudiaron
las deficiencias de la cinasa CHK1, que fosforila la
histona H2AX. Estas deficiencias pueden tener con-
secuencias en la segregacién cromosdmica, con
alteraciones de la citocinesis y en la formacion de
células binucleadas, ya que H2AX permite el reclu-
tamiento de proteinas reparadoras del dafio al DNA,
posiblemente a ello se deba la dependencia G2 de
muchos mutagenos.

Importancia de los grupos nucleofilicos en la ac-
tividad y dafio de las proteinas. La actividad enzi-
matica depende de los centros nucleofilicos fun-
cionales existentes en algunos de sus aminoacidos.
Este es el caso del radical tiol de la cisteina, del
hidroxilo de la serina y la tirosina, y del imidazol de
la histidina, todos ellos sensibles a ataques elec-
trofilicos, a la glicosidacion, fosforilacion y, ade-
mas, a la participacion en el estado redox celular,
por sus caracteristicas de disociacion. Todos estos
centros nucleofilicos tienen una capacidad similar a
la de la molécula del DNA para reaccionar con los
agentes electrofilicos o radicales libres (alquilantes,
0 metabolitos de los intercalantes) e iones pesados,
ampliamente estudiados en toxicologia genética,
donde la actividad electrofilica de los compuestos
guimicos y su configuracion estérica juegan un
papel importante en la produccion de mutaciones
puntuales (dafio directo al DNA) y en la alteracion
de la actividad de diversas proteinas (40).

Ahora bien, los centros nucleofilicos tienen una
conducta de acido o de base, dependiendo del pH al
gue se encuentren y juegan un papel importante en
el estado redox. En el caso de las proteinas, el grupo
imidazol de la histidina es el mas ionizable en pH
fisioldgico, ya que su pKa es de 6, por lo que en esas
condiciones se comporta como base. Le siguen el
tiol de la cisteina pKa 8.3 y de la serina pKa 10.1
que, al mismo pH, se ionizan en un 8% y 0.8%,
respectivamente, por lo que la cisteina a pH fisio-
I6gico tiene un papel regulador importante. La
caracteristica acido-base de los centros nucleofilicos
en las proteinas no solo les confiere la capacidad de
participar en el estado redox celular sino también
reaccionar con agentes alquilantes, oxidantes y
reductores, iones divalentes, compuestos electrone-

gativos, entre otros. Por tanto, las proteinas resultan
ser uno de los principales blancos para los com-
puestos quimicos, que indirectamente pueden cau-
sar dafio genético, como es el caso de los grupos
tioles libres; estos ultimos juegan un papel impor-
tante en los eventos o funciones de las proteinas que
los contienen, como ocurre con los microtubulos,
microfilamentos, etcétera, involucrados en la segre-
gacion cromosémica (22,41).

Por otra parte, la participacion de los grupos tioles
en los procesos mutagénicos se constituye en el
hecho de que la potenciacién de ciertos carciné-
genos, como nitrosaminas y uretano, requiere de la
presencia de estos radicales o grupos tioles libres,
ademas de la interaccion de agentes mutagénicos o
carcinogénicos con compuestos de bajo peso mole-
cular, como cisteina, metalotioneinas y glutation,
gue presentan grupos tioles activos y ejercen un
efecto protector destoxificante con una actividad
antimutagénica. La actividad nucleofilica de los
grupos tioles o sulfhidrilos (SH) de la cisteina
depende de una serie de factores entre los que se
encuentran la conformacion estérica, la densidad
electronica y la polaridad de cada proteina. De ahi
que los -SH puedan ser bloqueados en diferente
grado por agentes alquilantes, arilantes, epdxidos,
iones divalentes, esteres oxidantes, etcétera, me-
diante mecanismos de naturaleza electrofilica, elec-
trostatica, oxidaciones o disociaciones. Dicha acti-
vidad se ve afectada por el pH, temperatura, presion
osmotica o condiciones oxidantes y reductoras, ya
que la cisteina se puede oxidar a cistina, depen-
diendo de las condiciones redox, lo cual altera
proteinas participantes de muchos procesos biolo-
gicos vitales (22,40,41).

Igualmente, en el caso de la cistina, agentes reduc-
tores como ditiotreitol, mercaptoetanol, ion mono y
divalentes (Li*, Ca?*, K*), por acciones nucleofili-
cas o0 de reduccion por cambio de pH, modificaran
la relacién de S-S de las proteinas afectando su
plegamiento modificando asi la estructura secun-
daria y tridimensional de las proteinas, entre ellas:
del citoesqueleto, el potencial redox de la célulay el
mantenimiento del RE. También se sabe que el
azufre de la cisteina puede metilarse para obtener un
homologo de la metionina llamado S-metilcisteina,
gue juega un papel importante como donador de
metilos, los cuales participan en la metilacion del
DNA y de proteinas como las histonas relacionadas
con la expresion de genes. Asi como la cisteina
participa en numerosas modificaciones postraduc-
cionales, ya que el grupo nucleofilico tiol permite
conjugar otros grupos, a las proteinas como la
prenilacion, ligacion y ubiquitinacion para la degra-
dacion de proteinas, o mediante la activacion de
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caspasas efectoras que participan en el ciclo apop-
totico y causan la degradacion de proteinas (22,
40,41).

Se ha visto que las inteinas (intrones de proteinas)
actian ayudando a la cisteina catalitica. Esta acti-
vidad es tipica en el medio intracelular, donde el
medio estd reducido y la cisteina no se encuentra
oxidada en cistina; ademas, los residuos de cisteina
tienen un papel muy importante en el valor en
proteinas reticuladas, lo que incrementa en las pro-
teinas la rigidez y la resistencia proteolitica. Se
conoce que el producto de descarboxilacion de la
cisteina es la cisteamina, componente fundamental
de la coenzima A precursora de la acetil-CoA, que
juega un papel preponderante en la modificacion de
histonas y en la expresion genética, y es el metabo-
lito clave en las vias metabdlicas catabdlicas y
anabolicas (42).

Mecanismos de mutacién mediadas por la modi-
ficacion de proteinas. Se analizaron las altera-
ciones genéticas estudiadas para la induccion de
mutaciones o para la estructura de los cromosomas
desde el contexto de las fases del ciclo celular, Los
estudios mostraron que las alteraciones directas en
el DNA cursaban intercalacion, alquilacién y desa-
minacion de bases, entrecruzamientos de DNA y de
proteinas que eran dependientes de la sintesis de
DNA, es decir, que eran consideradas S depen-
dientes y que generalmente eran reparadas, mientras
que otras producian alteraciones G2 cromatidicas.
No obstante, una gran cantidad de mutagenos
intercalantes eran G2 dependientes, como el aceto-
acetilaminofluoreno, que es inductor de cancer, y
producian mutaciones y cromosomas pegajosos.
Esto nos habla de la participacion de las proteinas
cromosomales en su induccion, principalmente telo-
méricas, de otras como las histonas involucradas en
el empaquetamiento genético (formacién de cromo-
somas) y de la tubulina en el caso de las chromo-
some missegregation (43,44).

En el caso de las radiaciones ionizantes, éstas indu-
cian uniones dobles del DNA y eran S indepen-
dientes; las aberraciones inducidas en GO a S eran
cromosOmicas, donde alteraciones S cromosémicas
y cromatidicas y G2 cromatidicas no provocaban
intercambio de cromatidas hermanas como sucedia
con los compuestos quimicos que causaban rompi-
miento al DNA y producian anillos y fragmentos
cromosomicos. En estudios que analizan los meca-
nismos de accién de los venenos mitéticos, como la
vinblastina, vincristina, y colchicina, que son induc-
tores de aneuploidias y poliploidias de los cromo-
somas, se ha reportado la participacion indirecta de
las proteinas en el dafio genético, principalmente en

la fase de mitosis. Otra evidencia importante la
constituyen los experimentos que indican que los
iones divalentes, como el arsénico, cromo, cadmio,
plomo, mercurio, Ca?*, etcétera, por su gran afini-
dad por -SH libres pueden ser capaces de bloquear
enzimas y procesos en los que se requieran estos
grupos en forma libre, tales como inhibir la polime-
rizacién de tubulina, alterar la replicacién y repa-
racion del DNA. Esto no solo conlleva la inhibicion
de la sintesis de DNA, de mutaciones, sino también
a la induccion de una susceptibilidad a rompimientos
cromosdmicos o a la induccién de aberraciones cro-
mosdmicas estructurales y numeéricas. Estas activi-
dades dependen de la concentracion molar, del pH
y la electronegatividad de cada elemento quimico,
siendo mas reactivos los metales pesados que
juegan un papel muy importante en la inmuno-
toxicidad (45).

Por otra parte, la desaminacién de proteinas cromo-
somales (histonas y protaminas) por compuestos
como el acido nitroso produce inter e intracruza-
mientos en los cromosomas y causa translocaciones,
intercambios entre las croméatidas hermanas y mas
apareamientos causantes de mutaciones, mientras
gue la alquilacion de protaminas durante la forma-
cion de los espermas en ratén causa mutaciones
genéticas y efectos en uno de los sistemas mas estu-
diados para la deteccién de mutadgenos o genoto-
xicos: el sistema de dominantes letales, en el cual
las aberraciones cromosdmicas estan involucradas.
Hemos sefialado que los agentes despolarizantes
aumentan el Ca?* ocasionando cambios en la per-
meabilidad de la membrana con el desenmascara-
miento de los grupos tioles libres, donde su concen-
tracion intracelular parece estar igualmente elevada
tanto en el citoplasma como en el ndcleo, y algunas
de las més vitales e importantes proteinas son ricas
en SH" libres, como es el caso del aparato mitotico,
de los receptores de membrana plasmatica y nuclear,
entre otras (43,44).

Por ello, los compuestos con propiedades anestési-
cas y compuestos volatiles, incapaces de inducir
mutaciones y capaces de inducir alteraciones cro-
mosdmicas numeéricas y estrcucturales a causa de la
movilizacion del Ca?*, provocan cambios en la mo-
laridad de estos tioles libres en la membrana au-
mentando la actividad de las cinasas, la permea-
bilidad de la membrana, y facilitando la entrada de
mas compuestos mutagénicos, asi como del aumen-
to intracelular del Ca?* por su movilizacion del RE,
repercutirdn en los procesos celulares como la
division. Por lo tanto, células en constante division,
como las células embrionarias, sanguineas y ger-
minales, son mas susceptibles a la induccion de
lesiones al DNA, aneuploidias asociadas a la segre-
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gacion de anomalias congénitas, abortos espon-
taneos, infertilidad, cancer y mas. Por ello, la expo-
sicion cronica en actividades laborales, aun en dosis
bajas, es la que mas induce cancer. Esto ocurre, por
ejemplo, en espacios de trabajo, y actualmente se ha
reportado que particulas ambientales de 2.5 pm son
un riesgo para enfermedades cardiovasculares y
pulmonares, asi como de sensibilidad para enfer-
medades infecciosas como covid-19 (46). Por ello,
analizaremos algunos estudios de interés que ponen
en evidencia la participacion del Ca?* en las ano-
malias anafasicas por compuestos volatiles liposo-
lubles despolarizantes de membrana (43,44).

Se utilizo el sistema de anélisis de anafases en fibro-
blastos de hamster chino (CHO) en cultivo y células
meristematicas de Vicia faba (47,48) para analizar
el papel que tiene el Ca®*, de forma directa o indi-
recta, en la induccién de dafio genético, princi-
palmente su efecto en la induccion de chromosome
missegregation (husos multipolares y cromosomas
retardados) por la exposicion a compuestos vola-
tiles: CCls y DMSO, y por la presencia de agentes
quelantes: &cido etilenglicol-bis(B-aminoetil éter)-
N,N,N’,N'-tetra acetico (EGTA) y acido etilendiami-
natetraacético (EDTA). Se encontr6 que CCls y
DMSO, en funcion de la concentracion, incremen-
taron notablemente los husos multipolares y los
cromosomas retardados en relacion con el control.

Estos resultados fueron muy semejantes a los repor-
tados con anterioridad (2,3), mientras que el Ca<", el
EDTA y EGTA incrementaron levemente los husos
multipolares y cromosomas retardados. Sin embar-
go, cuando se expusieron CCls y DMSO en presen-
cia del EDTA y EGTA estas alteraciones disminu-
yeron en un 50 % y 30 %, respectivamente, corro-
borando asi la participacion del Ca®* en su induc-
cion, como se observa en la figura 2.

En la figura 3 se pueden observar alteraciones que
involucran la estructura de los cromosomas, como

son los puentes crométicos en G1 y los cromosomas
pegajosos en G2, asociados con los compuestos al-
quilantes e intercalantes, respectivamente, y husos
multipolares y cromosomas retardados a la etapa de
la mitosis por compuestos volatiles, detectdndose
también fragmentos cromosémicos con una distri-
bucion errética.

Al asociar las anomalias anaféasicas de la figura 2 con
los tratamientos Unicos de la tabla 2, se observa que
los husos multipolares mostraron una asociacion
positiva con la exposicién con el CCls (0.682**
p=0.0001), al igual que con los cromosomas retar-
dados 0.674** (p=0.001). Ademas, al asociar las
anomalias con las caracteristicas fisicoquimicas de
los compuestos de la tabla 3, se encontrd una aso-
ciacion negativa de los husos multipolares con el
peso molecular (-0.417 p=0.067), punto de fusidn
(-0.462* p=0.04) y de ebullicion (-0.417* p=0.067),
mientras que los cromosomas retardados se aso-
ciaron negativamente con el peso molecular (-0.491
p=0.028), compuestos con bajo peso molecular in-
ducen cromosomas retardados y tendencia a husos
multipolares.

Respecto al EGTA Yy EDTA, como se esperaria, ten-
dieron a asociarse negativamente con los cromoso-
mas retardados mas no con los husos multipola-
lares. Sobre esto, se sabe que debido al peso mole-
cular y a su naturaleza polar, muchos compuestos
penetran por pinocitosis, por lo que quizas éste sea
el caso del EDTAY EGTA, afectando a las proteinas
desde la membrana. Esto conlleva cambios en la
permeabilidad de la membrana al aumentar su
entrada y modificar las vias de sefializacion, con
cambios en las proteinas internas, los cuales parti-
cipan en la modificacion del ciclo celular, particu-
larmente en la activacion de las cinasas responsables
del paso de G2 a mitosis, periodo determinante en la
induccion de los cromosomas pegajosos. Este hecho
se ha observado con la exposicion a la plata coloidal

Figura 2. Efecto del EGTA y
EDTA en la frecuencia de ano-
malias anafasicas por DMSO y
CCls. Se muestran los CCLs en
células CHO; se analizaron alre-
dedor de 250 anafases de tri-
plicados. DMSO = dimetilsulfo-
xido; EGTA = acido etilenglicol-
bis (B-aminoetil éter)-N, N, N’,
N’-tetra acético; CCL,4 = tetra-
cloruro de carbono; EDTA = 4ci-
do tilendiaminotetraacético.
Adaptada de Coutifio (47).
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Husos multipolares

Cromosomas
retardados

Cromosomas
Pegagosos

Puentes

Fragmentos

0 1 2 3 4

M Calcio 5mM + EGTA
Calcio 5mM
M Calcio ImM

W EGTA5mM

Figura 3. Efecto del Ca* y el
EGTA en la induccién de ano-
malias anafasicas. Exposicion
con Ca?*y EGTA en células me-
ristematicas de Vicia faba
expuestas durante 90 min; se
analizaron alrededor de 100
anafases de triplicados. Adap-
tada de (47).

gue induce cinasa dependiente de ciclina CDK25 y
que regula el paso G2 a M y procesos citotoxicos,
ya que igualmente se asocio de forma inversa con la
induccion de caspasa-3 (49).

No obstante, en el caso del DMSO y CCl4 el incre-
mento de los husos multipolares y sus disgrega-
ciones se deben al efecto despolarizante y al Ca“",
los cuales se redujeron significativamente en pre-
sencia de los agentes quelantes, principalmente de
las disgregaciones del huso mitético provocadas por
los compuestos volatiles. Esto sugiere que atrapar o
quelar el Ca®" impide su efecto sobre el huso y la
induccion de estas anomalias.

En los estudios de la figura 1 y lo reportado en las
figuras 4y 5, se muestra que a concentraciones bajas
de DMSO y CCL4 aumentan la mitosis, el nimero
de vacuolas cercanas al nucleo, las células multinu-
cleadas, y los micronucleos, ademéas se provocan
cambios en la morfologia de los nucleos (2,3).

Igualmente, al analizar los datos obtenidos por
Coutifio en 1979 que se relacionan con los com-
puestos volatiles, se observo una mayor frecuencia
de anomalias, mismas que se reportan en la tabla 4
(3). Con la prueba de asociacién de Pearson, se
corrobora que, efectivamente, los compuestos alqui-
lantes inducen puentes cromosémicos como el EMS,

Husos mul- | Cromosomas |Puentes cro- | Cromosomas
tipolares retardados mosémicos pegajosos

- Correlacién de Pearson 0.682""" 0.674"" 0.315 0.471"

‘ Sig. (bilateral) 0.000 0.000 0.079 0.006
N 32 32 32 32

Correlacion de Pearson 0.259 0.116 0.208 -0.186

DMSO Sig. (bilateral) 0.152 0.526 0.253 0.308
N 32 32 32 32

Correlaciéon de Pearson -0.216 -0.270 0.083 -0.202

EGTA Sig. (bilateral) 0.235 0.134 0.651 0.268.
N 32 32 32 32

Correlacion de Pearson -0.036 -0.236 -0.249 0.193

EDTA Sig. (bilateral) 0.846 0.194 0.170 0.290
N 32 32 32 32

Tabla 2. Analisis del efecto de los compuestos en funcidn de las anomalias anafasicas estudiadas. Nota:
analisis de la asociacion entre el efecto de los compuestos EDTA y CCls con las anomalias anafasicas (Fig. 2). Se
elabord una base de datos en SSPS version 18, la asociacidon entre las variables se realizd con la prueba de
Pearson (P). * = una P igual o menor a 0.05 se considerd estadisticamente significativa; ** = muy significativa;

*** = altamente significativa. Adaptada de Coutifio (48).
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Husos Cromosomas Puentes Cromosomas
multipolares retardados cromosoémicos pegajosos
CelE ey -0.462* -0.406 -0.059 -0.287
de Pearson
Punto de Sig.
fusién (bilateral) 0.04 0.076 0.804 0.219
N 20 20 20 20
CeE Ry -0.019 0.271 0.326 0.132
de Pearson
Densidad Sig. 0.948 0.329 0.236 0.639
(bilateral)
N 15 15 15 15
el Tl -0.417 -0.491* -0.370 0.029
de Pearson
Peso Sig.
molecular (bilateral) 0.067 0.028 0.108 0.902
N 20 20 20 20
el -0.417 -0.298 -0.070 0.021
de Pearson
Punto de Sig.
ebullicién (bilateral) 0.067 0.281 0.804 0.927
N 20 20 20 20

Tabla 3. Analisis de correlacion entre las variables fisicoquimicas y anomalias anafasicas por la exposicon a CCl4,
DMSO, EGTA y EDTA. Nota: tabla asociada con las caracteristicas fisicoquimicas. * = una P igual o menor a 0.05 se
considerd estadisticamente significativa. Adaptada de Coutifio (48).

TEM e hicantona, que es un tioxanten, metabolito
de lucantone que se utiliza en la stichosomiasis, ya
que correlacionaron significativamente, como se
observa en la tabla 4. En cambio, el acetoacetilami-
nofloureno (AMMF), que es intercalante por natura-
leza, solo se asocié significativamente con los cro-
mosomas pegajosos, como era de esperarse, al igual
que el EMS, del cual no se ha reportado que sea
intercalante. Quiza su efecto se deba a otros
mecanismos que induzcan cromosomas pegajosos a
través de su efecto sobre las proteinas de los cro-
mosomas o sobre los telomeros, participando en la
inestabilidad de los cromosomas o activando una
sulfatasa.

Mientras que THPS mostro en el andlisis de ana-
fases una correlacion significativa con los cromo-
somas retardados, el Ca** podria estar aumentando
por despolarizacion o en las proteinas del huso mito-
tico, como la tubulina, ya que modificé completa-
mente la estructura celular, tal como se observa en
la figura 1, inciso B (3). En cambio, la exposicion
con el CCls mostré una correlacion significativa con
los husos multipolares, mientras que en la exposi-

cion del DMSO la correlacion fue menor. Por su parte,
EDTA y EGTA también tendieron a correlacionar
negativamente con la induccion de cromosomas
retardados, pero no de modo significativo. Estos
resultados son muy semejantes a los descritos ante-
riormente.

Por Gltimo, en la tabla 4, se correlacionan las altera-
ciones cromosomicas con las caracteristicas fisico-
quimicas de los compuestos volatiles, encontrando
que los husos multipolares correlacionaron negati-
vamente con el peso molecular (-0.502 p.009) y
punto de fusion (-0.632 p.002). Lo que indica que la
Induccion de husos multipolares se asocia con el
menor peso molecular y punto de fusion de los
compuestos.

Estos datos, en conéunto, nos permiten determinar la
participacion del Ca?" por si mismo o durante la
despolarizacion de la membrana en la induccion de
alteraciones genéticas, tanto las involucradas con
aneuploidias, como era el propdsito del trabajo,
como también las relacionadas con dafio cromo-
somico estructural. Ademas, con ellos sabemos que
los compuestos con mas bajo peso molecular y pun-
to de fusion son los que mas inducen aneuploidias,
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A)

B)

Figura 4. Frecuencia de anomalias anafasicas en células CHO. A) Se observan anomalias anafasicas tratadas por
EDTA (véase los puentes del lado izquierdo y EGTA (véase derecha). B) Se muestran células CHO expuestas a CCls y
DMSO siny con EDTA y EGTA, tefiidas con aceto orceina y naranja de mercurio. DMSO = dimetilsulféxido; EGTA =
Acido etilenglicol-bis (B-aminoetil éter)-N, N, N’, N’-tetra acético; CCLs = tetracloruro de carbono; EDTA = acido
etilendiaminotetraacético. Estas imagenes son representativas de los resultados que se muestran en la figura 2.

Tomada de Coutifio (48).

lo que representa un riesgo a la salud en exposi-
ciones cronicas, por su volatibilidad, ya que se
difunden a través de la membrana lipidica para acti-
var vias de sefializacién y movilizar el Ca“* del RE,
de modo que el Ca?* afecte la condensacion de
cromosomas. Existen datos sobre la movilizacion
del Ca** al nlcleo y durante la mitosis que nos
indican su participacion en la compactacion de los
cromosomas. Posiblemente el Ca?* sea crucial en la
induccion de cromosomas pegajosos y puentes
isocromaticos, los cuales se dan en la fase G2 del
ciclo celular.

Figura 5. Anomalias anafasicas en meristemos de Vicia
faba. En la imagen se observa el efecto del Ca%" y del
EGTA en el incremento de las anomalias anafasicas. Se
observan células meristematicas expuestas a Ca®* vy
EGTA tefiidas con aceto orceina y verde Janus a 40x y
100X. EGTA = Acido etilenglicol-bis (B-aminoetil éter)-N,
N, N', N'-tetra acético. Tomada de Coutifio (48).

Igualmente, al despolarizar la membrana ocurren
cambios en la permeabilidad que pueden permitir la
entrada de mas compuesto y, por tanto, mas movi-
miento del Ca?" interno, lo cual afecta muchas
actividades celulares que dependen de la relacion
entre cisteina libre y unidon disulfuro de las proteinas,
que regula el Ca?*. Este es el caso del citoesqueleto,
de las histonas, del reticulo endoplasmico, las mito-
que regula el Ca?*. Este es el caso del citoesqueleto,
de las histonas, del reticulo endoplasmico, las mito-

condrias y el sistema endosomal, que tienen que ver
con la compactacion o contraccion de los cromo-
somas, como demostrd (14), y cuya consecuencia es
que se afecte la distribucién equitativa del material
genético en los cromosomas, induciendo alteracio-
nes geneticas, principalmente las conocidas como
aneugeénesis (2), lo cual lleva a la autofagia 0 muerte
celular por apoptosis (17).

Los efectos de los compuestos volatiles en la aneu-
génesis son resultado del Ca?* por la despolariza-
cion de la membrana, como se demuestra en estos
andlisis, cuyo poder reductor actta principalmente
en las uniones disulfuro rompiéndolas y liberando
energia; por tanto, se modifica la relacion de tioles
libres de las proteinas. Entre estas ultimas se en-
cuentran cinasas como CDK1 o CHKZ1, dependien-
tes de Ca?*, el cual, al romper uniones disulfuro,
libera energia suficiente para llevar a cabo procesos
de fosforilacion.

El papel del Ca®* en dafios genéticos, como los aneu-
génicos, es de suma importancia porque su incremento
depende de la actividad de muchos compuestos lipo-
solubles ambientales, los cuales son persistentes y
se van bioacumulando en cadenas tréficas. Ademas,
dadas sus caracteristicas fisicoquimicas y su carac-
ter liposoluble, estos compuestos también actan
como disruptores hormonales e inmunotdxicos, tal
como se ha demostrado con la gran mayoria de los
xenobioticos (Xb) ambientales persistentes. Por otra
parte, si son inmunotdxicos actuaran como xenohor-
mona o disruptor enddcrino (EDC, por sus siglas en
inglés) capaces de modificar la respuesta hormonal;
y de acumularse principalmente en tejidos ricos en
lipidos, como la médula adrenal, la glandula mama-
ria, los ovarios y el cerebro, asociandose en este
ultimo con problemas cognitivos; por tanto, los com-
puestos liposolubles ambientales tendran repercu-
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A B Husos Cromosomas Puentes Cromosomas
multipolares | retardados |cromosomicos | pegajosos
EMS Correlacién de Pearson 0.409° 0.757""
4x10"M Sig. (bilateral) 0.042 0.000
TEM Correlacién de Pearson 0.398" 0.375
1x10°M Sig. (bilateral) 0.042 0.06
Hicantona Correlacién de Pearson 0.398 0.513™
1.9x10°M Sig. (bilateral) 0.09 0.009
Ciclofosfamida | Correlacion de Pearson 0.375°
2.9x10"M Sig. (bilateral) 0.06
AAME Correlacién de Pearson 0.550™"
6.3x10°M Sig. (bilateral) 0.004
ccl Correlacion de Pearson 0.637"
5.2x10°M Sig. (bilateral) 0.001
DMSO Correlacién de Pearson 0.375
3.6x10°M Sig. (bilateral) 0.091
THPS Correlacion de Pearson 00502:;
AT Sig. (bilateral)
EGTA Correlacion de Pearson -0.321 -0.333
1x10"*M Sig. (bilateral) 0.130 0.104
EDTA Correlacion de Pearson -0.356
2x10*M Sig. (bilateral) 0.081
Peso Correlacion de Pearson -0.502**
Ll Sig. (bilateral) 0.009
Punto de Correlacion de Pearson -0.632**
fusion Sig. (bilateral) 0.001
N=24

Tabla 4. Asociacion del efecto de los compuestos volatiles y sus caracteristicas fisicoquimicas en funcién de las
aneuploidias. Nota. EMS = metanosulfonato de etilo o etilmetanosulfonato; TEM = trietilen melamina; AAMF =
acetoacetilaminofluoreno; CCL4 = tetracloruro de carbono; DMSO = dimetilsulféxido; THPS = sulfato de tetrakis

(hidroximetil) fosfonio; EGTA = Acido etilenglicol-bis (B-aminoetil éter)-N, N, N’, N'-tetra acético; EDTA = acido
etilendiaminotetraacético. Adaptada de analisis de Coutifio (2,3).
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siones al nivel de los mecanismos de defensa quimica
e inmune, a nivel hormonal, conductual, neuronal y de
los genotoxicos, por sus efectos mediante el Ca*, por
accion de sus metabolitos o de ellos mismos.

Bésicamente, el efecto de cualquier compuesto qui
mico empieza a través de la membrana plasmatica, y
dependiendo de la forma de entrada de estos com-
puestos, se pueden activar vias comunes de sefia-
lizacion para la expresion de genes, tal como ocurre
con la entrada de virus y bacterias. De ahi que las vias
de sefializacion se parezcan, y por ello incrementan las
respuestas celulares fisioldgicamente normales, como
la proliferacion e induccion de mitosis, la diferen-
ciacion, la citotoxicidad, la necrosis o apoptosis y la
respuesta inmune (50).

Los mecanismos de entrada de los compuestos en la
célula estan en funcion del tamafio de la molécula, el
peso, la polaridad, la carga, el coeficiente de par-
ticion, la volatibilidad y la densidad (31). Como se
demostrd, estos mecanismos estan asociados con su
efecto, ya que la induccién de husos multipolares se
relaciona con el peso molecular y punto de fusion;
estas variables, ademas, se vinculan con su volati-
lidad por lo que representan un riesgo a la salud,
debido a la facilidad de dispersarse, difundirse y de
afectar a los organismos expuestos, principalmente
por exposiciones cronicas.

Desde los afios 70, estudios epidemioldgicos reali-
zados a individuos varones expuestos a halotano,
cloropreno y cloruro de vinilo mostraron una elevada
incidencia de abortos espontaneos en sus parejas, in-
duccion de malformaciones congénitas y cancer. Estas
alteraciones se caracterizan por modificaciones del
complemento cromosdmico e inestabilidad cromo-
somica, de ahi que compuestos como el halotano,
cloropreno, cloruro de vinilo, ademas de plaguicidas
como el DDT, lindano, pentaclorofenol, paration,
entre otros; pesticidas como paraquat, diclorobenceno,
malation y organoclorados; vapores de deshecho
industrial como dioxinas (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD); bifenilos policlorados (Aroclor
1254); compuestos como el benceno, tetracloruro de
carbono cloroformo, entre otros con una alta volati-
bilidad; al igual que metales como el arsénico, plomo,
mercurio y cadmio, que vienen en formulaciones de
plaguicidas, representen un gran riesgo a la salud, ya

que la mayoria son carcinogénicos, disruptores hor-
monales, neurotdxicos e inmunotdxicos.

Estos efectos obedecerian, independientemente de su
accion, mutagénica o no, a su actividad al polarizar
membranas, movilizar el Ca?* y romper las uniones
disulfuro de proteinas, lo cual afecta su plegamiento y
altera los procesos bioldgicos; esto se encuentra vin-
culado a muchas enfermedades inflamatorias, neuro-
degenerativas y genéticas de interés. Asi, el Ca*
favorece el estado redox del RE y su descontrol altera
su homeostasis, debido a que el plegamiento oxidativo
de proteinas y la produccion de las ERO estan
estrechamente relacionados con el estado redox (Cao
et al., 2014), el cual puede verse alterado por los
reactivos reductores, el propio Ca?*, asi como oxi-
dantes (ERO), interrumpiendo la homeostasis o
induciendo el estrés del RE.

Conclusion

La exposicion a compuestos voldtiles se asocia con la
induccion de anomalias anafésicas principalmente
aneuploidias, vinculadas con los husos multipolares
en celulas en cultivos. Se determina que ante la pre-
sencia de agentes quelantes de calcio, el peso mole-
cular, el punto de fusion y ebullicion estan relacio-
nados con la induccion de husos multipolares, lo que
nos permite determinar la participacion del Ca2* en la
despolarizacion de la membrana y en la induccion de
alteraciones genéticas de tipo aneuploidias y poli-
ploidias; confirmando el papel de las proteinas y la
participacion del calcio en la peligrosidad y riesgo de
la exposicion a compuestos volatiles y no volatiles
ambientales que actiian como aneugenos, dificilmente
controlables.

Por otro lado, la asociacion entre los compuestos
volatiles y el calcio es de gran relevancia debido a la
activacion de vias de sefializacion que participan en
alteraciones a nivel de la proliferacion celular e
induccion de mitosis, en procesos de diferenciacion
celular, citotoxicidad, necrosis, apoptosis, 0 en la res-
puesta inmune. Esto se relaciona con enfermedades
asociadas al plegamiento de proteinas ya que la des-
regulacion del calcio afecta principalmente el balance
redox del RE y con ello al plegamiento de proteinas,
alterando diversos procesos biolégicos y causando
enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas y ge-
néticas de interés en salud piblica. x
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